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RESUMO

“Atividade moluscicida de éleos essenciais de plantas aromaticas da regiio Amazonica
maranhense”. A esquistossomose ¢ uma das doencas endémicas mais importantes e
difundidas no mundo com ocorréncia intimamente vinculada a precdrias condi¢des
socioambientais. O parasito responsavel por essa doenca, Schistosoma mansoni, necessita da
participacdo de caramujos do género Biomphalaria para completar seu ciclo de vida. Segundo
a Organizacdo Mundial de Sadde, uma das formas de combate da esquistossomose € através
do controle malacolégico, interrompendo o ciclo biolégico do helminto responsavel pela
doenca. Este estudo teve como objetivo avaliar a atividade moluscicida de 6leos essenciais de
cinco plantas aromadticas com ocorréncia na Amazonia maranhense, bem como caracterizar a
composi¢do quimica dos 6leos essenciais e sua acdo téxica a organismos nao alvo, a fim de
apontar uma alternativa vidvel e sustentdvel para o controle da esquistossomose, doencga
endémica em varios estados brasileiros incluindo o estado do Maranh@o. Os 6leos essenciais
foram extraidos de partes aéreas de espécies vegetais coletadas no Parque Nacional das
Nascentes do Rio Parnaiba, Alto Parnaiba — MA, utilizando a técnica de hidrodestilacdo em
aparelho tipo Clevenger, por um periodo de trés horas. A composi¢do quimica destes 6leos foi
determinada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa. Entre as espécies
coletadas, foram selecionados os 6leos que demonstraram rendimento acima de 0,7%. A
atividade moluscicida dos 6leos essenciais selecionados foi testada em cinco diferentes
concentragdes contra Biomphalaria glabrata seguindo a metodologia padrao preconizada pela
Organizagdo Mundial de Sadde (1983). A avaliacdo de toxicidade foi realizada frente a
organismos ndo alvo, peixes Danio rerio, através de método estético, sem reposi¢do de agua,
padronizada pela ABNT NBR 15088. Os resultados foram expressos em concentracdes letais
das atividades bioldgicas, com nivel de confianca de 95%, obtidas por regressdo linear,
modelo probit, e comparadas por andlise de variancia, seguida de teste de Tukey. Os Oleos
essenciais das espécies Eugenia punicifolia, Hyptis dilatata, Lippia gracilis e Lippia acitidens
foram caracterizados pela predomindncia de compostos monoterpénicos. Por outro lado, o
Oleo essencial de FG20151 demonstrou auséncia de monoterpenos e predominancia de
sesquiterpenos oxigenados. Todos os 6leos essenciais avaliados mostraram bioatividade frente
B. glabrata com valores de ClLgy entre 27,41 e 182,33 pg/mL. Os Oleos essenciais

apresentaram baixa toxicidade aguda para os peixes Danio rerio, quando comparados a
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toxicidade do moluscicida comercial sintético Bayluscide. A partir dos resultados obtidos
pode-se concluir que, as espécies estudadas apresentam potencial para serem usadas como
fontes de substancias bioativas com acdo moluscicida. O desafio é promover inovagdo no
campo das doencas negligenciadas, drea que necessita de investimentos e pesquisas com

retorno satisfatorio.

Palavras- chave: Caramujos. Controle. Esquistossomose. Oleo essencial.
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ABSTRACT

“Molluscicide activity of essential oils from aromatic plants maranhense Amazon
region”. Schistosomiasis is one of the most important endemics and widespread diseases in
the world with closely linked occurrence to environmental conditions precarious. The parasite
responsible for this disease, Schistosoma mansoni, requires the participation of Biomphalaria
snails to complete their life cycle. According to the World Health Organization, one of the
ways to combat this disease is to perform the mollusc control to avoid the helminth’s life
cycle. This study aimed to evaluate the molluscicidal activity of essential oils of herbs
occurring in Amazon area of Maranhdo, Brazil and characterize the chemical composition and
toxicity from non-target organisms of these oils to point viable and sustainable alternative to
control the schistosomiasis that is an endemic disease in several Brazilian states, including the
state of Maranhdo. Essential oils were extracted from the aerial parts of plant harvested in the
Rio Parnaiba National Park, Alto Parnaiba — MA, by hydrodistillation in Clevenger-type
apparatus during a period of three hours. The chemical composition of these essential oils was
analyzed by gas chromatography coupled to mass spectrometry. Among the collected species,
the essential oils with a yield above 0,7% were selected to our study. The molluscicidal
activity of each essential oil was tested at five different concentrations against Biomphalaria
glabrata following the standard method recommended by World Health Organization (1983).
The toxicity assessment was carried out against non-target organisms, zebrafish through static
method, without replacement water, standardized by NBR 15088. The results were expressed
by lethal concentrations with 95% confidence intervals and calculated using a probit
regression model, and the data were submitted to analysis of variance followed by Tukey test.
Essential oils of species Eugenia punicifolia, Hyptis dilatata, Lippia gracilis and Lippia
acitidens were characterized by the predominance of monoterpene compounds. In the other
hand, the essential oil of FG2015/ showed no monoterpenes and predominance of
sesquiterpenes oxygenates. All evaluated essential oils showed bioactivity against B. glabrata
with LCy values between 27.41 and 182.33 ug/mL. Although the essential oils studied
exhibited acute toxicity to zebrafish fish in lethal concentrations molluscicide, they were less
toxic when compared to the toxicity of the synthetic commercial Bayluscide molluscicide.

Thus, these results show that these species have the potential to be used as sources of
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bioactivity compounds with molluscicide property. The challenge is to promote innovation in

the field of neglected diseases, that needs investment and research with satisfactory return.

Keywords: Snails. Control. Schistosomiasis. Essential oils.
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1 INTRODUCAO

As doengas negligenciadas sdo enfermidades causadas por agentes infecciosos ou
parasitos, passiveis de serem prevenidas, controladas, erradicadas, cujo tratamento ¢é
inexistente, precdrio ou desatualizado. Essas doengas prevalecem em condi¢des de pobreza e
contribuem para a manutencdo do quadro de desigualdade social, uma vez que representam
forte entrave ao desenvolvimento dos paises (SAUCHA et al., 2015).

Segundo a Organizacdo Mundial de Satide (2008), as doencas negligenciadas sdo um
problema de satide publica global que incapacitam ou matam milhdes de pessoas por ano.
Embora exista financiamento para pesquisas relacionadas a essas doengas, um dos obstaculos
existentes para a concretizagdo do direito a saidde, deve-se a auséncia de investimento em
medicamentos para as doencas da pobreza, justificado pelo reduzido potencial de retorno
lucrativo para a industria farmac€utica, uma vez que a populagdo atingida é de baixa renda e,
em sua maioria, de paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento (MADUREIRA et al.,
2013).

Apesar dos importantes avancos no controle das doencas infecto-parasitdrias nas
ultimas seis décadas, principalmente quanto aquelas relacionadas a transmissdao hidrica,
grande parte das doencas negligenciadas ainda persiste no Brasil, dentre as quais se destaca a
esquistossomose (TIBIRICA et al., 2011).

A esquistossomose mansoni permanece como uma importante doenca no contexto da
saide publica brasileira e demanda acOes estratégicas para sua eliminagdo (BRASIL, 2013).
De acordo com estimativas do Ministério da Saude (2014), cerca de 25 milhdes de brasileiros
vivem em &reas sob o risco de contrair a esquistossomose. Atualmente, a transmissao ocorre
em todas as regides do pais, sendo que as areas endémicas e focais abrangem 19 Unidades
Federadas, onde as maiores taxas de incidéncia ou prevaléncia para esquistossomose t€m sido
registradas nas regides Nordeste e Sudeste (BRASIL, 2016).

O Maranhdo €é um dos estados da federacdo que apresenta indices considerdveis desta
doenca, com distribuicio endémica em 20 dos seus 217 municipios € 29 municipios
apresentam focos isolados (BRASIL, 2011; CANTANHEDE et al., 2014).

Trata-se de uma doenca de veiculacdo hidrica, uma vez que, o parasito responsavel por
desencadear essa afeccdo, Schistosoma mansoni (Sambon, 1907), além do homem, necessita

da participacdo de um hospedeiro intermedidrio para completar seu ciclo vital, representado,
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no Brasil, por caramujos de dgua doce do género Biomphalaria, especialmente Biomphalaria
glabrata (Say, 1818), espécie reconhecida como a mais importante, em decorréncia de sua
extensa distribuicdo geogréfica, dos elevados indices de infeccdo e da eficiéncia na
transmissdo do S. mansoni (SCHOLTE et al, 2012); portanto, a transmissdao da
esquistossomose depende da existéncia do portador humano eliminando ovos do parasito; da
presenca de planorbideos do género Biomphalaria; e finalmente, do contato do homem com
dguas contaminadas com larvas do parasito, claramente vinculado as precdrias condigdes
socioambientais que tanto atuam no surgimento quanto manutencdo da infeccdo pelo S.
mansoni (DOS SANTOS et al., 2016).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estabelece que uma das vias de combate aos
helmintos que possuem moluscos em seu ciclo biolégico é o controle da populacio
malacolégica. Essa é uma estratégia essencial nos programas de controle integrado da
esquistossomose como forma de reduzir o risco de transmissdo da doenca, uma vez que,
apenas o tratamento de pacientes infectados ndo impede a infec¢do e reinfec¢do pelo S.
mansoni. Desta forma, alguns autores abordam que a quimioterapia deve ser conjugada com o
controle das populacdes dos moluscos para que o ciclo evolutivo do helminto seja
interrompido (CANTANHEDE et al., 2010; PEREIRA FILHO et al., 2014).

Para controlar a fauna planorbidica, vérias substancias sintéticas com efeito
moluscicida ja foram testadas, no entanto, até a niclosamida (Bayluscide®), tinico produto
moluscicida aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria, apresenta efeito toxico
para animais co-habitantes, além disso, os caramujos Biomphalaria tem demostrado
resisténcia a esse produto. Outro fator que dificulta a sua utilizacdo € seu alto custo que
inviabiliza o uso rotineiro em paises pobres (BRAZ FILHO, 2010).

A preocupacdo com os impactos ambientais causados pela niclosamida desestimulou a
utilizag@o deste produto nas campanhas de controle da esquistossomose e atualmente estd fora
de uso no Brasil e em outros paises (SILVA-FILHO et al.,, 2009), sendo recomendado
somente em situagdes especiais que requerem uma drastica e rapida reducdo da transmissao
(BARBOSA et al., 2012).

Nesse contexto, substancias presentes em vegetais tém sido estudadas, visando a busca
de novas alternativas para obtencdo de um produto moluscicida natural, facilmente
biodegraddvel e com baixa toxicidade, para que possam ser utilizados em campanhas de

controle da esquistossomose, combatendo o hospedeiro intermedidrio desta doenca. Entre as
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plantas testadas no Brasil com potencial atividade moluscicida, destacam as das familias
Euphorbiaceae (PATEL et al, 2011), Lamiaceae (SANTOS et al, 2012), Lauraceae
(COUTINHO et al., 2007), Fabaceae (DOS SANTOS et al., 2010), Myrtaceae (GUSMAN et
al., 2014) e Verbenaceae (TELES et al., 2010).

Pesquisas mostram que a atividade moluscicida das plantas deve esta relacionada aos
principios ativos dos vegetais provenientes do seu metabolismo secunddrio. Os mais
destacados sdo as saponinas (TREYVAUD et al., 2000), os taninos (VINAUD et al., 2008) e
os componentes dos 6leos essenciais, como monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides
(SOLORZANO-SANTOS & MIRANDA-NOVALES, 2012).

Sao muitas as atividades bioldgicas atribuidas aos 6leos essenciais e que decorrem da
grande variedade e diversidade de suas composi¢Oes quimicas. A literatura atual apresenta
varios relatos sobre atividades de O6leos essenciais, a exemplo de a¢do antioxidante
(MIRANDA et al., 2016), larvicida (DIAS et al., 2015), antibacteriana (MILLEZI et al., 2014)
e anti-inflamatéria (SILVA DE ARAUJO et al., 2016), demonstrando grande potencial para
diversas utilizacdes farmacéuticas.

As plantas aromaticas da Amazonia sao consideradas uma fonte renovavel apropriada
para obtencao de 6leos essenciais, com uma estimativa de cerca de 1.250 espécies aromaticas
produtoras de O6leos essenciais nessa regido e que carecem de estudos quanto suas
caracteristicas morfologicas, composi¢do quimica e novas atividades biolégicas (MAIA &
ANDRADE, 2009).

Diante da diversidade de substancias bioativas presentes em Oleos essenciais e
disponibilidade de recursos naturais; bem como do cendrio epidemiolégico da
esquistossomose, sobretudo de sua relevancia em estados do Nordeste do Brasil, torna-se
importante a investigacdo e descoberta de novas substancias provenientes de plantas da
regido, com propriedades toxicas sobre B. glabrata, a fim apontar alternativa vidvel e
sustentdvel para o controle da esquistossomose contribuindo para o avango cientifico e

tecnolégico do pais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral
Avaliar a atividade moluscicida de cinco 6leos essenciais de plantas aromdticas da

regido amazonica maranhense sobre Biomphalaria glabrata.

2.2 Especificos
Selecionar espécies aromaticas coletadas na regido amazOnica maranhense;
Analisar a composi¢ao quimica dos 6leos essenciais;
Determinar a toxicidade dos 6leos essenciais sobre B. glabrata;

Verificar a toxicidade aguda dos 6leos essenciais estudados em peixes Danio rerio;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Plantas aromaticas da Amazonia

A Amazdnia apresenta uma expressiva fracdo da diversidade mundial de plantas,
animais e microrganismos. Estima-se a existéncia de quarenta mil espécies de plantas
vasculares, das quais, trinta mil s3o endémicas na regidao amazonica (FORZZA et al., 2010).
Essa floresta abrange quatro milhdes de quilometros quadrados (km?”) no territério brasileiro e
se estende a nove estados do pais (Figura 1). Nesta regido, ha registros de duas mil espécies
medicinais usadas pela populacdo local como medicamentos, além de cerca de 1.250 espécies
de plantas aromaticas (MAIA & ANDRADE, 2009).

Plantas aromadticas s@o espécies vegetais que possuem aroma e/ou perfume, capazes de
sensibilizar o olfato, geralmente de forma agradavel, cujos principios ativos sdo constituidos,
total ou majoritariamente, por esséncias (CORREA J UNIOR et al.,1994).

As plantas arométicas sao usadas desde tempos imemoriais pelos indios e fazem parte
do cotidiano amazdnico, independente do estrato social, religido ou grupo étnico. Foram
apropriadas pelos brancos e seus descendentes caboclos e ribeirinhos, urbanos, classe média
ou alta, que as utilizam na alimentac¢do, na medicina, na cosmética natural, na perfumaria e
nos rituais da aromaterapia amazonica (BARATA, 2012). Embora o conhecimento do poder
de plantas aromdticas seja milenar, somente nos ultimos anos tem havido um interesse maior
por parte de farmacias de manipulacdo, industrias alimenticia e de medicamentos, e em varios
ramos da biotecnologia, constituindo um mercado altamente promissor (HOMMA, 2012).

Os recursos naturais aromdticos da Amazodnia sdo considerados uma fonte renovavel
apropriada para a producao de 6leos essenciais e produtos derivados com interesse cormercial.
As 12 principais familias de plantas aroméaticas que predominam na regido amazoOnica sao (em
ordem decrescente): Piperaceae, Asteraceae, Myrtaceae, Lamiaceae, Annonaceae, Lauraceae,
Euphorbiaceae, Verbenaceae, Scrophulariaceae, Anacardiaceae, Burseraceae e Rutaceae
(MAIA & ANDRADE, 2009).

A Amazobnia € rica em espécies aromdticas, contudo diversos recursos naturais se
perdem a cada quilometro quadrado de floresta destruida. Estima-se que o desmatamento
tenha devastado até o ano de 2015 cerca de 413.506 km’ de floresta e a principal

consequéncia do desflorestamento na Amazonia € a perda de biodiversidade (INPE, 2016).
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O Estado do Maranhao (oeste do meridiano 44°) foi incorporado 2 Amazdnia brasileira
pela Lei 1.806, de 06 de janeiro de 1953, e representa um dos estados que mais desmataram a
floresta. Hoje, a Amazonia maranhense apresenta menos de 25% de sua vegetacdo original
(INPE, 2015).

No Maranhdo, a regido amazodnica propriamente dita é compreendida pelas regides a
oeste do paralelo 44 (Figura 1) e detém 26% do bioma amazdnico (MARLUCIA et al., 2011).
Aparece no cendrio nacional como uma das dreas de maior diversidade vegetal, contudo
quanto menor a quantidade de informacdes sobre a Amazdnia maranhense e possiveis formas
de utilizacdo sustentdvel, mais dificil € conscientizar a populacdo da necessidade de sua
conservacdo. Muito ainda tem que se investir no conhecimento da sua flora, pois poucas
espécies tém sido descritas quanto as suas caracteristicas morfolégicas, composi¢do quimica e

atividades biol6gicas (MUNIZ, 2006; MARLUCIA et al., 201 1).

Figura 1. Mapa da Amazdnia Legal Brasileira

Regiao Norte do Brasil

- Amazonia Brasileira/Legal

- Amazdnia Internacional

m;' T3 VENEZUELA GUIANA
SURINAME

GUIANA FRANCESA
COLOMBIA ’

BOLIVIA

Fonte: Imazon (2013).
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3.2 Oleos essenciais

Os 6leos essenciais (OE) sdo produtos abundantes em plantas aromdticas, as quais
conferem odor e sabor caracteristicos. A designacdo de “6leo” é devido a algumas
caracteristicas fisico-quimicas como, por exemplo, a de serem geralmente liquidos de
aparéncia oleosa a temperatura ambiente, no entanto, é importante ressaltar que os 6leos
essenciais nao possuem 4dcidos graxos sendo quimicamente diferentes da composicdo
gliceridica dos 6leos fixos. Sua principal caracteristica é a volatilidade, que os diferenciam
dos 6leos de composicdo graxa, cujos componentes presentes sdo fixos (PENGELLY, 2004).

Segundo a International Standard Organization - ISO 9235 (1997), os 6leos volateis
(conhecidos também como 6leos essenciais, 6leos etéreos ou esséncias) sao produtos obtidos
de partes de plantas por meio da destilagdo por arraste de vapor d’agua, bem como os
produtos obtidos por prensagem dos pericarpos de frutos citricos. De forma geral, sao
misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas.

Os oleos essenciais formam-se num grande nimero de plantas, sendo compostos por
substancias do metabolismo secunddrio, que nao estdo diretamente relacionados com o
processo de crescimento, desenvolvimento e reproducio dos vegetais (GARCIA & CARRIL,
2011). Esses 6leos sdo produzidos e armazenados em estruturas secretoras especializadas, tais
como tricomas glandulares, canais oleiferos, células ou bolsas secretoras, que podem estar em
vérios 6rgdos dos vegetais. Assim, dependendo da espécie vegetal, os 6leos essenciais podem
estar presentes nas folhas, flores, ramos/caules, frutos, sementes ou raizes de diversas espécies
(BAKKALI et al., 2008).

Os 6leos essenciais foram considerados durante muito tempo como “desperdicio
fisioloégico” ou produtos de desintoxicacdo, tal como se dizia dos produtos do metabolismo
secunddrio. Entretanto, com os avancos cientificos, sdo atribuidas aos OEs vérias fungdes
ecologicas necessdrias para sobrevivéncia do vegetal em seu ecossistema, tais como, a
inibicdo da germinacdo de sementes (alelopatia), protecdo contra calor ou frio, predadores,

atracdo de polinizadores ou para repelir insetos (BARREIRO, 2006).

3.2.1 Composi¢ao quimica dos 6leos essenciais

Do ponto de vista quimico, os 6leos essenciais sdo misturas organicas complexas, que

podem variar entre dezenas ou mesmo centenas de substancias voldteis. Essas substancias
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pertencem principalmente a classe dos terpenos que derivam da via do dcido mevalonico ou
da rota da xilulose-5-P e a classe dos fenilpropanoides, produtos obtidos pela via chiquimato
(SIMOES et al., 2010). A origem destes metabélitos secunddrios pode ser resumida a partir

do metabolismo da glicose formada através da fotossintese (Figura 2).

Figura 2 - Esquema das rotas biossintéticas dos metabdlitos secundérios
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Fonte: adaptado de Lupe et al. (2007).
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Os terpenos sdo, geralmente, os constituintes mais importantes dos 6leos essenciais
(MAIA & ZOGHBI, 1998). Estes compostos sdo constituidos por unidades contendo cinco
atomos de carbono, denominadas unidades isoprénicas (Figura 3). A “regra do isopreno”
permite classifica-los de acordo com o nimero de unidades isoprénicas que os formam, sendo
assim, os terpenos podem ser considerados usualmente como produtos resultantes da ligacao

de vérias unidades de isopreno (FONTES & ALCADA, 2008).

Figura 3 - Representacdes da molécula de isopreno
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Fonte: Fontes & Algada (2008).

Os terpenos mais simples sdo os hemi-terpenos, formados por apenas uma unidade de
isopreno, sendo bastante instaveis e dificeis de serem isolados de produtos de plantas. Os
monoterpenos sdo constituidos por duas unidades de isopreno (C10), os sesquiterpenos por
trés (C15), os diterpenos, por quatro unidades (C20), triterpenos por seis (C30) e tetraterpenos
por oito (C40) unidades isoprénicas. Existem ainda os politerpenos formados por mais de oito
unidades de isopreno (BUCHANAN et al., 2000). Os constituintes terpénicos podem
apresentar diversas fungdes organicas, tais como dlcoois, cetonas, aldeidos, ésteres, fendis e
hidrocarbonetos (SIMOES et al., 2010). Dentre os compostos terpénicos, os mais freqiientes
nos Oleos essenciais sao 0s monoterpenos e os sesquiterpenos (SILVA et al., 2009).

E importante ressaltar que a composi¢do quimica do 6leo essencial pode variar
consideravelmente de espécie para espécie. Os fatores responsdveis por essa variabilidade tém
diversas naturezas, podendo-se classificar como intrinsecos, que dependem da genética e
fisiologia da planta (SIMOES et al., 2010) ou extrinsecos, como condicdes ambientais e de
colheita (CUNHA et al., 2012).

Sendo assim, os Oleos essenciais, assim como quaisquer metabodlitos secundérios,
representam uma interface quimica entre as plantas e o ambiente circundante (Figura 4),
portanto sua sintese e proporcdes no vegetal sio frequentemente afetadas pelas condi¢des

ambientais (GOBBO-NETO & LOPES, 2007).
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Apesar dos compostos quimicos presentes nos 6leos essenciais apresentarem-se em
diferentes concentracdes, sempre hd a predominancia de uma até trés substancias, designados
de componentes majoritarios, que caracterizaram a esséncia dessa espécie vegetal (BAKKALI
et al., 2008).

Os constituintes dos 6leos essenciais, geralmente sdo identificados por técnicas
cromatograficas e espectrais (ADAMS, 2007). Essa identificacdo € importante para a
compreensdo e previsdo dos respectivos efeitos biologicos do Sleo essencial (COELHO,
2009).

Figura 4. Fatores que influenciam quantitativamente e qualitativamente
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Fonte: Gobbo-Neto & Lopes (2007).

3.2.2 Obtencio e aplicagdo dos 6leos essenciais

Os 6leos essenciais podem ser extraidos por diversos métodos. Esses métodos variam
conforme a localizacdo do 6leo essencial na planta e com a proposta de utilizagdo do mesmo.
Independente do método de extracdo utilizado, o rendimento de Oleo essencial obtido
geralmente € muito baixo, inferior a 1%. Raramente, obtem-se rendimentos com dois digitos
como o que ocorre nos botdes florais de cravo, com rendimentos de até 15% (SILVEIRA et
al., 2012).

Para obtenc¢do dos 6leos essenciais, os métodos de extragdo mais comuns sao:
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1. Enfleurage ou enfloracdo: método utilizado apenas por algumas inddstrias de
perfumes, empregado para extrair 6leo essencial de pétalas das flores. As pétalas sdo
depositadas, a temperatura ambiente, sobre uma camada de 6leo fixo, durante certo periodo de
tempo, funcionando como liquido extrator. Quando esgotadas, as pétalas sdo substituidas por
novas até a saturacdo total, este processo se repete por vdrias semanas. Na sequéncia a
gordura é tratada com 4lcool e para obter o Gleo, o dlcool é destilado a baixa temperatura. E
um processo lento, complexo, caro, mas o produto obtido possui alto valor comercial (BIASI
& DESCHAMPS, 2009).

2. Arraste por vapor d’agua: é o método mais utilizado para a extracdo de 6leos
essenciais a nivel mundial, onde é possivel obter 6leos de diversas partes do vegetal
(ROMDHANE & TIZAOUI, 2005). Neste processo o vapor d’ agua atravessa os tecidos da
biomassa, levando consigo o 6leo contido no interior de suas glandulas. O dleo vaporiza-se
com o choque térmico, sendo “arrastado pelo vapor” até atingir o condensador, onde a mistura
formada de 6leo e hidrolato, resfria-se e volta a fase liquida, havendo a separacdo do 6leo e
hidrolato pelas diferencas de polaridade e densidade das substancias. Neste método, a planta é
colocada sobre uma placa perfurada, a certa distancia do fundo do extrator, ou em outro
recipiente sem 4gua, de modo a evitar o contato direto com o solvente em ebuli¢do
(SARTOR, 2009).

3. Hidrodestilacdo: € o método mais utilizado em escala laboratorial. O material
vegetal a ser destilado fica em contato direto com a dgua, e quando esta entra em ebuli¢do, o
vapor forca a abertura das paredes celulares e ocorre a evaporacdo do 6leo que esta entre as
células da planta. O vapor, que consiste na mistura de dleo e dgua, passa por um condensador,
e quando se resfria, forma uma mistura heterogénea, com duas fases, que sdo separados
devido a diferenga de polaridade e densidade entre a dgua e o 6leo (CUNHA, 2009). Nessa
extragdo, € comum utilizar o aparelho tipo Clevenger (BIASI & DESCHAMPS, 2009).

4. Extracao por solventes organicos: método em que os 6leos essenciais sdo extraidos
por meio de solventes apolares, como hexano, benzeno, tolueno, dentre outros que preservem
melhor a integridade dos compostos presentes. A extracdo por solvente dd origem a dois
produtos: o concreto, que é o produto da primeira fase, resultante da extracdo com os
solventes apolares; e o absoluto, que por sua vez é obtido a partir do préprio concreto, apds

ser submetido a outro tipo de solvente, desta vez polar, como o etanol (SIMOES et al., 2010).
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5. Prensagem: método empregado exclusivamente para extrair 6leo das cascas de
frutos citricos, que apresenta seus Oleos essenciais em bolsas no pericarpo. O pericarpo é
prensado por uma prensa hidrdulica, e a camada que contém o 6leo essencial é, entdo,
coletada e, posteriormente, separa-se o Oleo da emulsdo formada com &4gua, através de
decantacdo, centrifugacio ou destilacao fracionada (PINHEIRO, 2003).

6. Extracdo por CO, supercritico: método que permite recuperar os aromas naturais de
varios tipos e ndo somente 6leo essencial, de um modo bastante eficiente. E o método ideal
para extracao industrial de 6leos essenciais. Nenhum traco de solvente permanece no produto
obtido, tornando-o mais puro do que aqueles obtidos por outros métodos. Para tal extracdo, o
CO, ¢ primeiramente liquefeito através de compressdao e, em seguida, aquecido a uma
temperatura superior a 31 °C. Nessa temperatura, o CO; atinge um quarto estado, no qual sua
viscosidade € andloga a de um gés, mas sua capacidade de dissolu¢do € elevada como a de um
liquido, extraindo o 6leo com perfeicdo. Uma vez efetuada a extracdo, o CO; retorna ao
estado gasoso, resultando na sua total eliminagcdo (MSAADA et al., 2012)

7. Turbodestilacdo: método adequado para a extragdo de dleos onde o acesso as bolsas
oleiferas é naturalmente mais dificil e de lenta obtengc@o, como € o caso de cascas, madeiras,
raizes e sementes. Neste processo, as plantas sdo imersas na dgua, e o vapor circula em meio a
esta mistura de planta e 4dgua. Através deste processo, a mesma dgua € continuamente
reciclada e usada pelo sistema. Dessa forma, reduz-se as dificuldades de acesso e,
consequentemente, o tempo da destilacio (OLIVEIRA & JOSE, 2007).

Os 6leos essenciais produzidos por plantas aromdticas sdo empregados como matérias-
primas na industria de quimica fina, para aplicacdo direta em produtos como perfumes,
fragrancias e cosméticos (BIZZO et al., 2009); nas industrias de medicamentos (fitofarmacos)
sendo solicitados pelos seus efeitos sobre o sistema digestivo e aparelho respiratorio, pela
atividade analgésica e anti-inflamatdria ou por efeitos inespecificos, particularmente sobre a
pele e tecidos expostos (COELHO, 2009); na horticultura (inseticidas, fungicidas,
bactericidas, larvicidas) e como recurso terapéutico (GNATTA et al., 2011).

As aplicacdes de Oleos essenciais como ingredientes funcionais em formulacdes
alimenticias, cosméticas ou ainda em formulagdes sanitizantes, tem despertado grande
interesse no setor industrial devido a grande aceitacdo dos consumidores por produtos
naturais, bem como pelos danos a saide propiciados pelos aditivos sintéticos (SCHERER et

al., 2009).
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A literatura atual apresenta ainda vdrios relatos sobre atividade biolégica de d6leos
essenciais, decorrente da grande variedade e diversidade de suas composicdes quimicas, a
exemplo de atividade antioxidante (MIRANDA et al., 2016), antisséptico (CUNHA &
ROQUIE, 2013), larvicida (SANTANA et al., 2015; DIAS et al., 2015), moluscicida (COSTA,
et al., 2015), antibacteriana (MILLEZI et al., 2014), anti-inflamatéria (SILVA DE ARAUJO
et al., 2016), antifingica, antiviral (MOHAMMADI et al., 2014) e a¢do anticarcinogénica

(ZU et al., 2010), demostrando grande potencial para diversas atividades bioldgicas.

3.3 A esquistossomose mansonica

De acordo com os dados da Organizacdo Mundial da Saidde (2008), a esquistossomose
€ uma doenca milenar que afeta, em suas diversas formas, cerca de duzentos milhdes de
individuos distribuidos em mais de 74 paises entre os continentes da Asia, América e Africa.

A forma mansdnica é a mais disseminada no mundo, com endemicidade em 54 paises
(BRASIL, 2014), sendo uma doenga parasitdria de veiculacdo hidrica causada pelo helminto
S. mansoni e caracterizada como a segunda maior doenca tropical, atrds apenas para a maldria
(OPAS, 2006).

Dentre os paises da América, o Brasil € o que possui a maior drea endémica da
esquistossomose mansonica, que vem sendo considerada um grave problema de satide publica
no pais, porque acomete cerca de seis milhdes de pessoas, com nimero expressivo de formas
graves e Obitos (BRASIL, 2014).

A doenga ¢ popularmente conhecida como barriga d’agua, xistosa ou doenca do
caramujo e foi introduzida no Brasil no século XVII com a chegada de escravos africanos
infectados, trazidos pela Colonia Portuguesa para o trabalho na lavoura canavieira da regido
nordeste do pais (KATZ & ALMEIDA, 2003). Essa atividade utilizava grande aporte hidrico
que somada as péssimas condigdes socioambientais e a existéncia dos hospedeiros
intermedidrios da esquistossomose, criou as condigdes bio-ecoldogicas necessdrias para o
estabelecimento e transmissao da doenca no pais (SILVEIRA, 1989).

Embora os escravos africanos estivessem infectados por duas espécies do
esquistossomo, Schistosoma mansoni e Schistosoma haematobium (Bilharz, 1852), somente a
primeira se desenvolveu no Brasil. O ciclo evolutivo do S. haematobium ndo prosseguiu nas
Américas, devido a falta do hospedeiro intermedidrio proprio dessa espécie (KATZ &

ALMEIDA, 2003).
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Atualmente, a transmissdo da esquistossomose ocorre em todas as regides do pais, as
areas endémicas e focais abrangem 19 estados, onde as maiores taxas de incidéncia ou
prevaléncia tém sido registradas nas regides Nordeste e Sudeste (BRASIL, 2016).

No estado do Maranhdo, a doenca foi registrada desde 1920 (CUTRIM et al., 1998). A
microrregido da Baixada Maranhense mostra a maior prevaléncia da esquistossomose no
Estado, juntamente com alguns bairros de periferia da capital Sao Luis (BRASIL, 2011). As
estimativas da frequéncia desta doenca no Maranhdo indicam que existe uma tendéncia a

elevacdo do nimero de casos dessa parasitose (SANTOS & MELO, 2011).

3.3.1 Ciclo biolégico do parasito Schistosoma mansoni

O agente etiolégico da esquistossomose mansonica € o trematddeo digenético S.
mansoni, que infecta o ser humano e, eventualmente, outros animais vertebrados (REY, 1992;
SILVA-SOUZA & VASCONCELOS, 2005).

Parte do ciclo de transmissao da enfermidade ocorre em dguas doces (Figura 5). Os
ovos de S. mansoni sdo eliminados nas fezes do hospedeiro definitivo infectado (homem ou
outros vertebrados suscetiveis) que quando em contato com a dgua, eclodem, liberando uma
larva ciliada denominada de miracidio, a qual se movimenta ativamente em busca do
hospedeiro intermedidrio, caramujos do género Biomphalaria, para penetrd-lo. Apés quatro
semanas o caramujo desenvolve a forma infectante, a cercéria, que € liberada influenciada
pela luz solar e temperatura da dgua e estando pronta para infectar o hospedeiro definitivo,
seja ele o homem ou qualquer vertebrado suscetivel, reiniciando seu clico bioldgico (NEVES,
2010; REY, 2008).

O processo de penetragdo da cercaria na pele humana dura normalmente de dois a 15
minutos e produz uma irritacdo de intensidade varidvel de individuo para individuo (urticdria
e papulo-eritematoso). Uma vez nos tecidos do hospedeiro definitivo, as cercarias se
transformam em esquistossomulos, que caem na corrente sanguinea e/ou linfatica, atingem a
circulacdo venosa, vao ao coragdo e aos pulmdes, onde permanecem algum tempo e podem
causar alteracdes morbidas, posteriormente retornam ao coragdo, de onde sdo lancados através
das artérias aos pontos mais diversos do organismo, sendo o figado o 6rgdo preferencial de
localizagdo do parasito, onde se diferenciam sexualmente e crescem se alimentando de
sangue. Ainda imaturos, migram para a veia porta e mesentéricas, onde completam sua

evolucdo. Apds acasalamento, os vermes adultos migram para as vénulas da submucosa
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intestinal, onde acontecerdo as posturas dos ovos, podendo eliminar até 300 ovos por dia, dos
quais cerca da metade € eliminada nas fezes do hospedeiro definitivo. Os ovos de S. mansoni
que ndo conseguem alcancar a luz intestinal por ficarem retidos nos tecidos,
preferencialmente figado e intestinos, sdo os responsaveis pela formacao de granulomas que,
no figado, podem impedir, total ou parcialmente, a passagem do sangue, e juntamente com a
fibrose periportal vao ocasionar as manifestacdes das formas mais graves da doenca (LENZI,
2008).

Figura 5. Ciclo de transmissdo do Schistosoma mansoni
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Fonte: Brasil (2014).

3.3.2 Esquistossomose e 0 ambiente

O ambiente ocupa um papel determinante na disseminacdo das doengas
infectoparasitdrias no homem (MUNOZ & FERNANDES, 2013). As relagdes entre satde e
ambiente tém sido observadas na ocorréncia de diversas doengas desde épocas remotas, e

podem ser evidenciadas através da andlise de caracteristicas epidemiolégicas das dreas
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proximas as fontes de contaminagdo e pela identificacdo de fatores ambientais adversos em
locais onde ha concentracio de agravos a saide (ELIAS & TINEM, 1995).

O termo ambiente ¢ definido pela Organizagdo Mundial de Satde como “a totalidade
de elementos externos que influem nas condi¢des de saide e qualidade de vida dos individuos
ou das comunidades”. Neste contexto, o conceito de ambiente deve ser ampliado

apresentando diferentes aspectos, como: 1. Ambiente Fisico, que € constituido pelos fatores

quimicos, bioldgicos e fisicos que tém influéncia sobre o parasito e o hospedeiro, como

exemplos, pode-se apontar pH, teor de oxigénio, presenca de matéria organica, temperatura,

umidade, luminosidade (luz solar) e precipitacdo; 2. Ambiente Social, que envolve as
condicdes de moradia, falta ou precariedade do acesso ao saneamento bdsico, sendo

componentes fundamentais para a disseminacdo de doencas; 3. Ambiente Cultural, também

ocupa um lugar de destaque, pois a educacdo de qualidade ajuda a populagdo a exercer um

papel fundamental no processo do autocuidado, favorecendo a promocdo da satide e a

prevencdo das doencas; e por fim deve-se considerar também o Ambiente Politico, com as
iniciativas governamentais para manter adequadas as condi¢des de vida da populacio,
promovendo abastecimento permanente de 4gua segura, coleta e tratamento de esgoto,
condicdes adequadas de moradia, oferta de servicos de saude eficazes, entre outras condicoes,
que sdo determinantes para evitar a proliferacio de agentes infecciosos e vetores (MUNOZ &
FERNANDES, 2013).

A transmissao de S. mansoni depende do inter-relacionamento entre o ecossistema, as
pessoas e suas condi¢des sociais. Os elementos do meio fisico podem constituir condigdes
ecoldgicas favordveis ao desenvolvimento da doenca, porém, ela sé se manifesta quando
combinada com os aspectos socio-culturais (BARRETO et al., 2011).

Por se tratar de uma doenga de veiculagdo hidrica, a falta de instalacdes sanitdrias
adequadas; a presencga de pessoas parasitadas e os habitos de poluicdo fecal, resultante da falta
de educacdo sanitdria da populacdo residente e de politicas para melhoria das condicdes de
escoamento adequado e tratamento de esgoto, favorecem o contato humano com cole¢des de
aguas contaminadas com cercdrias, determinando em diferentes niveis, a infeccdo por S.
mansoni ¢ continuo aparecimento de novos casos dessa verminose (PEIXOTO &
MACHADO, 2005). Associado a isso, o avango € a disseminagdo da esquistossomose nas
cidades brasileiras estdo relacionados aos deslocamentos populacionais originados de dreas

endémicas e com a forma de ocupacdo e organizacdo do espaco urbano periférico, que
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acontece de maneira desordenada e cadtica, desempenhando papel fundamental no processo
de propagacdo da endemia (MARTINS et al., 2007).

Em dreas periféricas do municipio de Sao Luis, capital do Maranhdo, as precdrias
condi¢cdes socioambientais somadas a existéncia de cole¢des de dgua com a presenca de
caramujos do género Biomphalaria bem adaptados e infectados por S. mansoni, representam
potenciais dreas de risco para transmissdo da esquistossomose na zona urbana do municipio
(OLIVEIRA et al., 2013) (Figura 6).

De um modo geral, caramujos do género Biomphalaria sao encontrados em colegdes
de dgua doce com velocidade de fluxo inferior a 30 cm/s, mas podem também ocorrer em

lagoas, pantanos, remansos de rios, margens de reservatdrios ou colegdes artificiais (valas de

drenagem de esgoto; pocas de dgua com alto teor de matéria organica) (BRASIL, 2014).

Figura 6. Precdrias condi¢des socioambientais e colegdes de dgua com a presenca de

caramujos Biomphalaria (seta) em drea urbana periférica do municipio de Sao Luis-MA.
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3.3.3 Moluscos de importancia epidemiolégica

Entre as classes pertencentes ao filo Mollusca, a Gastropoda constitui cerca de trés
quartos do niimero total de espécies do filo e merece destaque pela sua importancia médica,
incluindo vérios tdxons envolvidos em ciclos de parasitos, como os transmissores da
esquistossomose e de outras helmintoses (AMARAL et al., 2008).

Os moluscos hospedeiros intermedidrios do parasito S. mansoni sao descritos como da
Subclasse Pulmonata, Ordem Basommatophora, Familia Planorbidae e Género Biomphalaria,
que constituem um elo imprescindivel na transmissdo da esquistossomose (REY, 1992;
LUNA et al., 2005).

As caracteristicas que permitem reconhecer o género Biomphalaria sdo: concha
planispiral (Figura 7), com didmetro variando nos individuos adultos entre 7 mm e 40mm;
tentdculos longos e filiformes; olhos nas bases internas dos tentdculos; pé oblongo; boca
contornada por mandibula em forma de T; dente central da rddula bictispide e sem denticulo
acessorio; glandulas salivares por fora do anel nervoso; hemolinfa vermelha; pénis simples

coincidindo sua ponta com a abertura do canal do esperma (PARAENSE, 1975).

Figura 7. Caracteristica conquiliolégica de Biomphalaria; vista do

lado direito, vista frontal e vista do lado esquerdo, respectivamente.

Fonte: Amaral et al. (2008).

A cor natural da concha de moluscos Biomphalaria é amarelo-palha, mas se modifica
quando em contato com substancias corantes dissolvidas na dgua dos criadouros, como o
oxido de ferro, que confere as conchas coloragdo mais escura, passando por vérios tons de
marrom até o negro (AMARAL et al., 2008). Em relagdo ao tamanho da concha, é muito

variado de acordo com a espécie de Biomphalaria, mas segundo Paraense (1955), os
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caramujos que se desenvolvem em ambientes I€nticos sdo maiores do que os de ambientes
l6ticos, em decorréncia da grande quantidade de alimento.

No Brasil ha ocorréncia de dez espécies do género Biomphalaria e uma sub-espécie,
sendo separadas em relacdo a infeccdo por S. mansoni (BRASIL, 2014). Destas, trés espécies
foram encontradas naturalmente infectadas pelo S. mansoni: Biomphalaria glabrata (Say,
1818), Biomphalaria tenagophila (Orbigny, 1835) e Biomphalaria straminea (Dunker, 1848)
e duas sdo hospedeiras potenciais: Biomphalaria amazonica (Paraense, 1966) e Biomphalaria
peregrina (Orbigny, 1835). As demais espécies: Biomphalaria intermedia (Paraense;
Deslandes, 1962), Biomphalaria kuhniana (Clessin, 1883), Biomphalaria schrammi (Crosse,
1864), Biomphalaria oligoza (Paraense, 1975); Biomphalaria occidentalis (Paraense, 1981) e
a sub-espécie Biomphalaria tenagophila guaibensis (Paraense, 1984) ndo sdao hospedeiras
naturais (BARBOSA et al., 2012).

Das trés espécies de Biomphalaria transmissoras de S. mansoni no Brasil, B. glabrata
se destaca como a mais importante, por se mostrar altamente suscetivel em decorréncia da
compatibilidade entre parasito-hospedeiro, e por sua distribui¢do geografica em cerca de
dezesseis estados do Brasil, além do Distrito Federal (BRAGA, 2012).

As espécies B. glabrata e B. straminea t€ém éarea de ocorréncia preferencialmente na
regido Nordeste e no Estado de Minas Gerais, enquanto B. tenagophila ocupa principalmente,
as regides Sudeste e Sul (CARVALHO & CALDEIRA, 2004). O habitat natural dos
mosluscos Biomphalaria sdo colecdes de dgua doce com pouca correnteza ou parada, vivem

preferencialmente em dguas rasas e proximo as margens (BARBOSA et al., 2012).

3.4 Estratégias de controle da esquistossomose em areas endémicas

No Brasil, o programa de controle da esquistossomose teve inicio em 1975, com a
criacdo do Programa Especial para Controle da Esquistossomose - PECE, que consistia em
um programa vertical e baseado principalmente no tratamento em massa dos doentes
(quimioterapia) (CANTANHEDE et al., 2010). Até entdo, o Brasil ndo apresentava nenhum
programa oficial de controle desta doenca (GUIMARAES, 2007). Em 1993, este programa
foi descentralizado para os estados e, em seguida, para os municipios, tendo sido, finalmente,
integrado a rede de atencdo a saude no periodo 2007-2010 (BARRETO et al., 2011).

Em 2011, o Brasil passa a ser signatdrio da Resolucdo WHA65-21 da OMS que

propde a eliminagdo da transmissdo da esquistossomose; uma vez que a expansao do ndmero
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de individuos acometidos por esta doenca no pais ainda era preocupante. A partir de entdo, o
programa brasileiro de controle da esquistossomose passa a ter como objetivo principal a
eliminacdo da doenga, com a reducdo do nimero de casos a niveis aceitdveis (menores que
5%) nas é4reas de endemicidade elevada e nas dreas de baixa endemicidade, o objetivo é a
interrupc¢do da transmissdo, o que significa a ndo existéncia de casos (BRASIL, 2014).

A esquistossomose é um problema de satde publica que persiste no Brasil, sobretudo
pelas dificuldades no controle da transmissdo. O controle dos hospedeiros intermedidrios
(caramujos), integrado ao tratamento quimioterdpico dos doentes, além de melhoria no
saneamento bdsico e praticas de educacdo em satdde, formam um conjunto de estratégias
promissoras para o combate da esquistossomose (FENWICK & SAVIOLI, 2011; BRASIL,
2014).

O controle dos caramujos € um dos métodos efetivo para o dominio da transmissdo da
esquistossomose, pois interrompe o ciclo de vida do parasito e, consequentemente, impede
que o ser humano adquira esquistossomose (BARBOSA et al., 2012).

O controle da populacdo malacoldgica abrange trés métodos: o fisico; o bioldgico e o
quimico (WHO, 1993).

Método Fisico: consiste, principalmente, na eliminagdo de criadouros através de
alteracdes no ambiente. Essas alteragdes podem ser de drenagem de areas alagadas; aterro de
pequenas colegdes hidricas contaminadas; mudanca no curso de canais e corrego;
revestimento e a canaliza¢ao dos cursos d’agua; retirada de plantas aquaticas das margens dos
criadouros entre outras (NEVES, 2010; AMARAL et al., 2008). Essas operagdes promovem
alteracOes drdsticas nos habitats e requer investimentos, constante manutencdo e geralmente
envolvem projetos caros de infra-estrutura (BARBOSA, 1995).

Método Bioldgico: envolve a introdugdo de organismos com agdo predadora,
competidora, parasitaria ou patogé€nica sobre os moluscos hospedeiros, reduzindo assim a
populacdo de caramujos (SOUZA & LIMA, 1997). O molusco Pomacea haustrum (Reeve,
1856) por exemplo, ja demonstrou competi¢do por espago fisico com B. glabrata quando
introduzido em ambiente natural no municipio de Baldim-MG, substituindo
significativamente populacdes desta espécie (MILWARD-DE-ANDRADE & CARVALHO,
1979). Porém, em alguns locais, espécies de Pomacea e Biomphalaria coexistiram por até dez
anos sem alteracOoes das densidades populacionais dos planorbideos (BRASIL, 2014).

Estudos em carater experimental tem sido realizado para avaliar a eficicia do método, no
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entanto a execu¢do deste método ndo é muito vidvel, pois pode causar sérios problemas
ambientais, ainda mais quando se trata de introducdo de espécies exdticas que podem reduzir
ou eliminar outras espécies nativas (AMARAL et al., 2008).

Método Quimico: consiste na aplicacio de produtos téxicos aos moluscos
(moluscicidas) nos criadouros. A aplicacdo deve ser realizada em trechos de comprovada
importancia epidemioldgica e caso a extensdo a ser tratada seja superior a 500 metros, deve-se
instalar duas ou mais estacdes de tratamento (BRASIL, 2014).

E importante ressaltar, que qualquer método utilizado com intervencdo no ambiente

deve ser realizado de acordo com a legislagdo ambiental pertinente (BARBOSA et al., 2012).

3.4.1 Moluscicidas

Segundo a OMS (1991) moluscicidas sdo substancias utilizadas para elimina¢do de
moluscos que vivem em jardins, lavouras, estufas e campos, assim como as utilizadas para
controlar caramujos vetores de parasitos importantes em sadde publica. A aplicacdo de
moluscicidas em criadouros naturais dos caramujos hospedeiros de S. mansoni € uma pratica
recomendada pela OMS (WHO 1965; 2008).

O envenenamento de caramujos com moluscicidas provoca a retracdo da massa
cefalopodal para o interior da concha ou um inchago com consequente prolongamento de sua
massa cefalopodal para fora da concha devido a quebra do equilibrio osmético que estd sob
controle neuro-hormonal (McCULLOUGH et al., 1980).

Os moluscicidas podem ser classificados em sintéticos e naturais. Diversas substancias
sintéticas foram testadas em larga escala com ac¢do moluscicida, mas poucos merecem
destaque. Podemos citar o sulfato de cobre, pentaclorofenato de sédio (conhecido como pé-
da-china), carbonato de cobre, Gramaxone, hidréxido de calcio, N-tritilmorfolina (Frescon) e
niclosamida (Bayluscid) (STURROCK, 1995; NEVES, 2010). Entretanto, problemas como
resultados insatisfatorios quanto a sua toxicidade em relacdo aos moluscos e/ou por afetarem a
fauna e a flora locais levaram ao desuso dessas substancias (REY, 2001).

O unico moluscicida sintético indicado nas campanhas de controle da esquistossomose
foi a niclosamida, comercialmente conhecido como Bayluscide®. E um produto de alta
eficiéncia contra todos os estagios de desenvolvimento dos moluscos Biomphalaria e também
a formas larvarias de Schistosoma, mesmo em baixas concentracoes (MATA et al., 2011).

Entretanto, apresenta baixo potencial sob a acdo da luz solar, alta toxicidade para animais co-
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habitantes e plantas submersas, causando impactos negativos no meio ambiente, além de
possuir alto custo operacional (MOREIRA et al., 2010; LOPES et al., 2011).

Os impactos ambientais causados pela niclosamida desestimularam a utilizacdo deste
produto nas campanhas de controle da esquistossomose. Atualmente estd fora de uso no Brasil
e em outros paises (RUIZ et al., 2005; SILVA-FILHO et al., 2009), sendo recomendado
somente em situagdes especiais que requerem uma drastica e rdpida reducdo da transmissao
(BARBOSA et al., 2012).

A preocupacdo com o desenvolvimento de resisténcia dos caramujos aos moluscicidas
sintéticos disponiveis, a baixa seletividade apresentada por esses produtos e a procura por
substancias facilmente degradadas tém incentivado a pesquisa de moluscicidas de origem
vegetal como medida de controle alternativo a proliferacao dos caramujos (LEYTON et al.,
2005). Dessa forma, plantas da flora de dreas endémicas da esquistossomose, de facil
propagacdo, ciclo evolutivo curto e com baixa ou nenhuma toxicidade a animais da 4rea de
ocorréncia desses caramujos vém sendo estudadas, visando a descoberta de um moluscicida
ideal (LUNA et al, 2005). Estes produtos naturais, em geral, sio de baixo custo, nao
prejudiciais ao meio ambiente e obtidos a partir de recursos renovaveis (SILVA-FILHO et al.,
2009).

O interesse pelo uso de moluscicidas de origem vegetal na tentativa de controle da
esquistossomose data da década de 1930, quando foi sugerido o plantio de Balanites
aegyptiaca L. (Balanitaceae), uma 4rvore tipica do deserto, vulgarmente conhecida como
palma do deserto, ao longo dos cursos de dgua do Sudio e do Sudeste da Africa, onde se
encontravam focos de transmissao da esquistossomose. Os frutos desta planta ao cairem na
agua, inibiam o aumento da densidade populacional de caramujos (ARCHIBALD, 1933;
WAGNER, 1936). Em 1982, foi determinado que os compostos responsaveis pela atividade
moluscicida presentes nos frutos eram trés saponinas do tipo espirostano que foram
identificadas como balatininas 1, 2 e 3 (LIU & NAKANISHI, 1982).

Desde a década de 1930, plantas tem sido testadas em vdrias partes totalizando
centenas de espécies vegetais estudadas (MOTT, 1987), através de extratos obtidos com
solventes aquosos, alcodlicos e lipofilicos de caules, cascas, raizes, flores, folhas ou frutos
(KLOOS & MCCULLOUGH, 1987).

No Brasil, os primeiros estudos com moluscicidas naturais foi demostrado pela

atividade de extratos aquosos do caule de Sejania sp. (cipo-timbd) e de frutos de Sapindus
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sapondria L. (saboneteira) sobre caramujos B. glabrata (PINTO & ALMEIDA, 1944). A
partir de entdo, a maioria dos estudos relativos a avaliagdo de moluscicida naturais tem sido
voltada para ensaios utilizando extratos vegetais (CANTANHEDE et al., 2010).

Os principios ativos dos vegetais com atividade moluscicida estdo relacionados
principalmente a produtos do seu metabolismo secundario. Os mais destacados sdo as
saponinas (TREYVAUD et al.,, 2000), os taninos (VINAUD et al., 2008), e derivados
terpénicos dos 6leos essenciais, como 0s monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides
(SOLORZANO-SANTOS & MIRANDA-NOVALES, 2012). Outras classes também foram
relatadas, como os esteroides, que provavelmente ocasionam uma inflamacdo no caramujo
(CHIFUNDERA et al., 1993) e acetogeninas (LUNA et al., 2006).

Diversos vegetais continuam sendo testados na busca de novas espécies com potencial
moluscicida (SANTOS et al., 2010). Das plantas testadas no Brasil com potencial atividade
moluscicida, presentes principalmente nas regides de maior prevaléncia da esquistossomose;
Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste; destacam as das familias Euphorbiaceae (PATEL et al.,
2011), Lamiaceae (SANTOS et al., 2012), Lauraceae (COUTINHO et al., 2007), Fabaceae
(DOS SANTOS et al., 2010), Myrtaceae (GUSMAN et al., 2014), Verbenaceae (TELES et
al., 2010).

Alguns estudos de revisao vém sendo publicados, permitindo uma visualizagdo do
perfil moluscicida de diversas familias e géneros e também de espécies e classes de
metabdlitos com maior potencial para serem usados no controle desses caramujos, evitando a
transmissao da esquistossomose. Cantanhede et al. (2010) relataram atividade moluscicida de
extratos de 38 espécies vegetais distribuidas em 24 géneros e 17 familias botanicas,
demostrando mortalidade de 50 a 90% de caramujos do género Biomphalaria. Alves (2013)
evidenciou que 259 extratos de plantas, 16 fracdes e 66 compostos isolados foram testados em
B. glabrata, dos quais 60% dos extratos vegetais e 75% das fracdes estudadas demonstraram
atividade moluscicida em B. glabrata. As amostras foram obtidas de 200 espécies vegetais,
distribuidas em 62 familias botanicas, sendo que Asteraceae, Solanaceae, Euphorbiaceae e
Fabaceae foram as familias mais representativas apresentando alto potencial para serem
utilizadas como moluscicida. Neste mesmo estudo, os autores verificaram que em relacdo aos
compostos naturais isolados os que apresentaram acado sobre estes moluscos foram saponinas
(44,7%), diterpenos (37,3%), alcaloides (2,9%), cromenos (2,9%), monoterpenos iridoides
(2,9%), proteinas (2,9%), cumarinas (1,4%), sesquiterpenos (1,4%) e taninos (1,4%).
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Embora moluscicidas naturais sejam biodegraddveis, em determinadas concentragdes,
mesmo dentro dos valores exigidos pela OMS, os derivados vegetais podem revelar riscos.
Nesse contexto, faz-se necessario realizar testes de toxidade das plantas que demostram
atividade moluscicida (LUNA et al., 2005; SANTOS et al., 2007).

Para avaliacao de toxicidade, o peixe € o vertebrado mais recomendado, pois apresenta
sensibilidade e permite andlise, durante o ensaio, de possiveis alteracdes fisiologicas e
comportamentais (RAPADO et al., 2013) e sdo animais que podem estar co-habitando com os
caramujos em ambientes naturais. Peixes da espécie Danio rerio (Hamilton, 1822) ¢é
considerado um organismo padrdo para ensaios toxicolégicos, sendo largamente utilizada em
testes de ecotoxicologia aquética (ABNT, 2011). Além disso, ja foi utilizado para avaliar os
efeitos toxicos de efluentes industriais (HOLANDA, 2012), de inseticidas, herbicidas
(NAKAGOME et al., 2007; SILVA et al., 2010) e de latex vegetal (OLIVEIRA-FILHO et al.,
2010) sendo considerado bom indicador de toxicidade ambiental. D. rerio ja teve o seu
genoma completamente sequenciado, ¢ amplamente estudado por apresentar muitos gens com
funcdes semelhantes ao da espécie humana (DAHM, 2006) e conhecidamente semelhante aos
modelos de mamiferos e dos seres humanos em ensaios de toxicidade (JONES, 2007).

Embora se comprove a necessidade de avaliacdo de possiveis efeitos toxicos de
agentes moluscicidas, a exemplo do composto sintético niclosamida que apresenta excelente
acdo sobre os moluscos, mas também ¢ téxico para outros seres, ainda sdo poucos os
trabalhos que associam a avaliagdo sobre os moluscos e possivel existéncia de toxicidade.

Mesmo com essa defici€ncia, existe um crescente interesse de grupos de pesquisas no
desenvolvimento de tecnologias apropriadas que permitam as comunidades afetadas o uso de
produtos naturais com propriedades moluscicida (AMARAL, 2008) o que pode ser
comprovado pelo nimero crescente de publicagdes avaliando produtos obtidos de plantas com
acao contra moluscos transmissores de doencas, destacando a esquistossomose.

Considerando que os Oleos essenciais de plantas sdo candidatos em circulacdo, uma
vez que se apresentam altamente ativos para diversas atividades biolégicas, conforme ja
citadas, e estdo prontamente disponiveis em paises tropicais, além de ser economicamente
viavél (LAHLOU, 2004) e baseado na importancia do estudo de novas fontes sustentdveis
para controle da esquistossomose, este trabalho foi desenvolvido estudando 6leos essenciais
de cinco plantas aromadticas de ocorréncia na regido Amazonica maranhense conforme

descrigdes a seguir.
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3.5 Familias e espécies aromaticas em estudo
3.5.1 Hyptis dilatata Benth (Lamiaceae)

Estas espécies pertencem a familia botanica Lamiaceae (antiga Labiatae) que ¢é
constituida por plantas herbiceas a arbustivas, caracterizadas por apresentar caule e ramos
tetrangulares em corte transversal, flores fortemente zigomorfas, bilabiadas, e ovdrio com
estilete ginobdsico (BASILIO et al., 2006).

Segundo o APG (2003), a familia Lamiaceae compreende aproximadamente 258
géneros e 7193 espécies, com ocorréncia desde regides tropicais até dreas de clima temperado.
No Brasil, existe cerca de 30 géneros e 496 espécies nativas, sendo muitas destas espécies
endémicas ao nordeste e regido amazodnica brasileira (HARLEY, 2012).

Essa familia apresenta uma grande variedade de classes de micromoléculas, existindo
representantes da via do acetato, da via do acido chiquimico e provenientes de biossintese
mista (MENEZES, 1994). Importantes compostos biossintetizados pelo metabolismo
secunddrio de suas espécies, como alcaloides, flavonoides, terpenos, cumarinas, ligndides e os
6leos essenciais, tem despertado grande interesse pelo seu estudo por apresentarem atividades
farmacoldgicas jd descritas (FALCAO & MENEZES, 2003; LIMA & CARDOSO, 2013).

No Brasil, o género Hyptis Jacquin abrange o maior nimero de representantes da
familia Lamiaceae, com 69,5% de espécies endémicas, apresentando grande variabilidade de
metabdlitos secundarios, em especial os 6leos essenciais, que conferem as principais
caracteristicas organolépticas do vegetal e tém grande valor junto a diversas comunidades
devido as suas propriedades terapéuticas (HARLEY, 2012). Espécies desse género sao
popularmente utilizadas para o tratamento de infec¢gdes gastrointestinais, caimbras, dores € no
tratamento de infeccdes da pele (BOTREL et al., 2010). Para esse género, ja tem comprovada
as atividades antimicrobiana (SARTORATTO et al., 2004), fungicida (OLIVEIRA et al.,
2004), citotéxica, anti-inflamatdria, anti-HIV e inseticida (FALCAO & MENEZES, 2003).

Podem-se destacar duas espécies desse gé€nero com ocorréncia na AmazOnia
maranhense e que foram avaliadas nessa pesquisa quanto a seu potencial moluscicida:
FG20151 e Hyptis dilatata Benth.

Hyptis dilatata Benth, popularmente conhecido como horteldzinho do mato, é uma
herbicea aromdtica, nativa ndo endémica do Brasil. Apresenta haste ereto, flores e folhas

sésseis, numerosos pelos em toda a superficie foliar, margens crenada, dpice agudo e nervura
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central robusta (Figura 8). No Brasil, possui ocorréncia confirmada na regido norte e envolve

ainda os dominios fitogeograficos da Amazonia e cerrado (FLORA BRASILIENSIS, 2005).

Figura 8. Hyptis dilatata Benth

Os estudos para essa espécie descritos na literatura concentram-se em anélises
fitoquimicas de seu 6leo essencial e extratos. Estes estudos revelaram a predominincia de
monoterpenos oxigenados no 6leo essencial de H. dilatata (MELO, 2013; JIMENEZ et al.,
2014) e a presenga de diterpenos triciclicos no extrato de suas folhas (URONES et al., 1998).
A ocorréncia dos diterpenos foi relatada quase exclusivamente em apenas nove espécies do
género Hyptis (PIOZZI et al., 2009). Melo (2013), ao realizar estudo do perfil quimico de 6leo
essencial dessa espécie, relatou também o seu potencial antioxidante, e mais recentemente,
Fausto et al. (2015) propds que o extrato das folhas de H. dilatata apresenta compostos com

potencial antimicrobianos e citotéxicos a linhagens de células cancerigenas.

3.5.2 Eugenia punicifolia (HBK) DC (Myrtaceae)

A familia Myrtaceae compreende cerca de 140 géneros e 3.500 espécies de arvores e
arbustos, destacando-se como uma das familias mais importantes do ponto de vista
econdmico, industrial, ornamental e alimentar (MORAIS et al., 2014). S3o encontradas em
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regides tropicais e subtropicais do globo, representadas principalmente por plantas frutiferas
(OLIVEIRA et al., 2005). No Brasil ocorrem aproximadamente 23 géneros e 1.000 espécies
que estao amplamente distribuidas em todos os ecossistemas brasileiros com destaque para
regido Amazonica (SILVA et al., 2005). No Maranhao, ha cerca de 60 espécies em 6 géneros
(ARAGAO & CONCEICAO, 2007).

As espécies brasileiras pertencem a tribo Myrteae DC., na qual encontra-se o género
Eugenia L. considerado um dos maiores da familia Myrtaceae, com mais de 600 espécies, das
quais cerca de 400 sdo encontradas no Brasil e assumem destaque especial por serem
utilizadas na medicina tradicional (OLIVEIRA et al., 2005).

Em estudos quimicos com espécies de Eugenia ja foram isolados flavonoides e
taninos, além de triterpenos e 6leos essenciais (LUNARDI et al., 2001; OLIVEIRA et al.,
2005; RODRIGUES et al., 2013). Varias atividades farmacoldgicas ja foram comprovadas
como anti-inflamatéria e analgésica (FALCAO et al., 2005), antifiingica (LIMA et al., 2006),
anti-leishmania (RODRIGUES et al., 2013), antipirética (HUSSEIN et al., 2003), hipotensiva
(CONSOLINI et al., 1999), antioxidante (VELAZQUEZ et al., 2003), antidiabética
(BARBOSA-FILHO et al., 2005) e arritmias ou insuficiéncia cardiaca (VENDRUSCOLO et
al., 2005).

Eugenia punicifolia (HBK) DC € uma espécie rustica de ocorréncia na América do Sul
(Brasil, Paraguai e Venezuela) sendo encontrada em muitos estados brasileiros com ampla
distribuicdo na regido amazdnica (COSTA et al., 2010). Cresce como um arbusto prostrado
(com ramos deitados) apresenta caule castanho amarronzado, cascudo, reticulado, as folhas
lanceoladas, opostas e pecioladas com textura coridcea, margem inteira, ndo possui bricteas,
as flores s@o de coloracdo branca, dispostas em paniculas e possuem pedunculos de 0,9 a 2,6
cm de comprimento (Figura 9) (MORALIS et al., 2014). O fruto é vermelho escuro quando
maduro e se configura como uma baga globosa, dotada de polpa comestivel e adstringente
(PENA, 1998). Devido as caracteristicas do seu fruto, E. punicifolia € popularmente

conhecida como cereja do campo.
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Fonte: Flora do Brasil. Jardim Botanico do Rio de Janeiro.
< floradobrasil.jbrj.gov.br > Acesso em: 08 Jul. 2016

Estudos quimicos do O6leo essencial dessa espécie revelaram as classes dos
monoterpenos € sesquiterpenos como componentes principais, sendo o mesmo perfil
observado para a maioria das espécies de Eugenia investigadas (MAIA et al., 1997; APEL et
al., 2004; VILA et al,, 2004). Em relacdo a pesquisas etnofarmacolégicas desenvolvida por
Basting et al (2014), foi verificado indica¢do popular da espécie E. punicifolia na forma de
decoccdo ou infusdo como um agente terapéutico natural para tratar a dor e a inflamag@o.
Nesse mesmo estudo, os autores comprovaram essas acdes em ensaios in vitro, alicer¢ando o
uso popular de E. punicifolia e demonstrando o potencial terapéutico desta planta para
desenvolvimento de medicamentos com propriedades antinociceptiva, anti-inflamatorios,
além de gastroprotetores (BASTING et al., 2014).

Ja se tem comprovado o efeito farmacoldgico de extrato aquoso dessa espécie sobre a
neurotransmissdo nicotinico-colinérgica (GRANGEIRO et al., 2006) e a avaliacdo da
capacidade anti-inflamatdria de extratos organicos sobre lesdo muscular em camundongos
distréficos sob a influéncia da ativac@o seletiva do receptor de acetilcolina (LEITE et al.,
2010). Além disso, hd relato na literatura que as folhas pulverizadas de E. punicifolia sao
promissores como adjuvante no tratamento da diabetes mellitus tipo 2 (SALES et al., 2014) e
segundo conhecimento indigena e africano, ¢ conhecida como “insulina vegetal” (JORGE et

al., 2000).
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3.5.3 Lippia gracilis Schauer e Lippia acutidens Mart (Verbenaceae)

Entre as plantas utilizadas como medicinais, destacam-se as espécies da familia
Verbenaceae. Esta familia compreende 35 géneros e 1.035 espécies, muitas sdo
exclusivamente brasileiras e outras com distribui¢do tropical e subtropical (GOMES et al.,
2011). Uma caracteristica da familia € a presenca de tricomas secretores, geralmente
produtores de 6leos essenciais de grande valor medicinal (FAVORITO, 2009).

Os géneros mais representativos em numero de espécies sdo: Verbena, Lippia,
Citharexylum, Stachytarpheta, Glandularia e Duranta (SANTOS et al., 2008).

O género Lippia, segundo maior da familia Verbenaceae, possui aproximadamente
200 espécies de ervas, arbustos e pequenas drvores, cujos maiores centros de dispersao se
encontram em paises das Américas do Sul e Central (PASCUAL et al, 2001).
Aproximadamente 120 espécies desse gé€nero encontram-se no Brasil, principalmente na
regido norte e nordeste, e se destacam por seu aroma forte e geralmente agradavel e pelo seu
aspecto chamativo no periodo da floracio (GOMES et al., 2011).

No nordeste do Brasil as espécies de Lippia sdo popularmente utilizadas para o
tratamento de resfriados, gripes, bronquites e tosse. Em muitos casos, as partes usadas sio as
folhas e flores na forma de infusdo ou decocto administradas oralmente ou através de
emplastos (PASCUAL et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2006).

Os estudos referentes a composicdo quimica das espécies de Lippia evidenciam,
principalmente, os constituintes voldteis. Entretanto, outras substancias como flavonoides,
iridoides e naftoquinonas também sdo citados como presentes (DOMfNGUEZ et al., 1989;
BARBOSA et al., 2006; LIN et al., 2007).

Nesse estudo, foram estudadas duas espécies pertencentes a este género: Lippia
gracilis Schauer e Lippia acutidens Mart.

Lippia gracilis Schauer é uma planta aromatica endémica do nordeste brasileiro,
propria de vegetacdo semi-arido, conhecida popularmente como alecrim-de-tabuleiro ou
alecrim-da-chapada (LORENZI & MATOS, 2002). Apresenta-se como um arbusto de
aproximadamente 2,5 cm de altura, bem ramificada, de folhas pequenas e flores brancas

(Figura 10) ambas bastante odoriferas e ricas em 6leo essencial (GOMES et al., 2011).
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Fonte: Fapitec (2015).

A composicdo quimica do 6leo essencial da espécie Lippia gracilis de diferentes
regides tem sido investigada através de cromatografia gasosa, determinando que o carvacrol
(SILVA et al., 2008; M. NETO, 2010; MATOS; 1999), timol (LEMOS et al., 1992;
FRANCO et al.,, 2014; BITU et al., 2012), p-cimeno (NEVES et al., 2008; MARRETO et al.,
2008; MENDES et al.,, 2010) s@o os componentes majoritirios que aparecem com maior
frequéncia.

Alguns estudos examinaram as propriedades farmacolégicas de L. gracilis
demonstraram que os compostos presentes no seu 6leo essencial tem apresentado forte a¢do
antimicrobiana contra bactérias e fungos patégenos de células animal e vegetal (BOTELHO et
al., 2007; ALBUQUERQUE et al., 2006), a¢cdes antinociceptiva, anti-inflamatéria (MENDES
et al., 2010), antibacteriana (BITU et al., 2012; PESSOA et al., 2005), moluscicida (TELES et
al., 2010), larvicida (DIAS et al., 2015) além de ter demostrado atividade citotéxica para
vérias linhas de células cancerigenas (RIBEIRO et al., 2012).

Entre as suas utiliza¢cdes medicinais populares t€ém sido relatados o tratamento de
doencas cutdneas, infec¢des da garganta e boca, congestdo nasal, problemas vaginais,
tratamento da acne, panos brancos, impigens, caspa, queimaduras e feridas (MATOS, 1999;
ALBUQUERQUE et al., 2007; GOMES et al., 2011).
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Lippia acutidens Mart. & Schauer é uma espécie bastante caracteristica pelas 1aminas
foliares coridceas, ovais, com margem denteada-ciliada, possui fores de coloracdo roxa. E um
subarbusto nativo e endémico do Brasil com ocorréncia nos estados da Bahia, Goias,
Maranhao e Tocantins (SALIMENA & MULGURA, 2015). Essa espécie tem sido pouco
estudada ndao sendo encontrados trabalhos com 6leo essencial de L. acutidens ou relatos de
atividades farmacoldgicas para essa espécie. Os estudos cientificos com esta espécie
resumem-se a levantamento floristico de regides, sendo os exemplares preservados na forma

de exsicatas e depositados em bancos de dados de herbarios (Figura 11).

Figura 11. Lippia acutidens Mart. & Schauer

2

Fonte: Flora do Brasil. Jardim Botanico do Rio
de Janeiro.< floradobrasil.jbrj.gov.br >
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta e identificacao das espécies vegetais

Partes aéreas de plantas aromdticas foram coletadas de espécimes adultas no Parque
Nacional das Nascentes do Rio Parnaiba, Alto Parnaiba-MA, Brasil (10° 2' 2" S; 45° 58’ 3"
W) em maio de 2014. As exsicatas de identificagdo botanica estdo depositadas no Herbario
Joao Murca Pires do Museu Emilio Goeldi, Belém, Pard, Brasil, onde foi realizada a
identificacdo das espécies. As coletas foram realizadas com anuéncia do Sistema de
Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade — SISBIO (n°: 28007-2), 6rgdo vinculado ao
Instituto Chico Mendes, adentendo as exigéncias do Ministério do Meio Ambiente do Brasil
(INSTRUCAO NORMATIVA N° 154, DE 01 DE MARCO DE 2007, atualizada pela
INSTRUCAO NORMATIVA N° 3, DE 1 DE SETEMBRO DE 2014).

4.2 Extracao e selecao dos dleos essenciais

As partes aéreas das espécies coletadas (folhas e galhos finos) foram secas ao ar livre e
pulverizadas em moinho de facas, obtendo-se um péd classificado como grosso
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Para a obtencao dos dleos essenciais, os pds foram
submetidos separadamente a hidrodestilacdo utilizando um sistema de vidro tipo Clevenger

durante 3h. Apés as extragdes, os Oleos foram tratados com sulfato de sédio anidro (NaZSO4),

para retirar residuos de dgua. Em seguida, cada material foi centrifugado e os 6leos essenciais
obtidos foram acondicionados em ampolas de vidro dmbar e conservados em ambiente
refrigerado, entre 5-10°C (COUTINHO, 2007).

O rendimento dos 6leos foi calculado baseado na relacdo massa/massa, medida por sua
densidade a partir do volume de cada 6leo obtido por massa (g) dos vegetais em estudos,

conforme formula a seguir (FARMACOPEIA BRASILEIRA 1V, 1996).

Calculo do rendimento dos 6leos:

%Ren =V

d dleo

p /m  .100

6leo planta
Onde:
p = Densidade dos Oleos (g/mL)

dleo

V = Volume de 6leo extraido (mL)

oleo
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= Massa da planta utilizada para a extracdo, livre de umidade (g)

planta

R e Rendimento (%)

en

De um total de vinte e sete plantas aromdticas coletadas, foram selecionadas para
realizacdo dos testes biolégicos e andlise quimica, cinco espécies vegetais que apresentaram
bom rendimento de 6leo essencial durante as extragdes (rendimento acima de 0,7%), segundo
critério estabelecido por Serafini et al. (2002).

Todos os outros 6leos foram analisados quanto a composicao quimica e fazem parte
do Projeto em rede, intitulado “Base de dados das plantas aromaticas e frutos da amazdnia
oriental (Pard e Maranhdo)”, financiado pelo Edital Programa Pr6-Amazonia CAPES n°
047/2012 e coordenado pelo Prof. Dr. José Guilherme Maia (UFPA), sendo o Prof. Dr. Victor

Mouchereck cordenador local.

4.3 Analise e identificacao de componentes dos 6leos essenciais

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM) foi o método
utilizado para separar, quantificar e identificar os componentes quimicos presentes nos oleos
essenciais. Os 6leos foram analisados por CG-EM (Thermo DSQ-II Focus) nas seguintes
condicdes de operacdo: coluna capilar de silica fundida Scientific DB-5 (30 m de
comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e com 0,25 um de espessura de filme); programa
de temperatura: 60-240 °C a 3 °C/min; gas de arraste: hélio (velocidade linear de 32 cm/s);
injecdo: tipo "splitless" (0,1mL da amostra diluida em hexano). Os espectros de massas foram
obtidos com um impacto eletronico de 70 eV, 0,84 scan/sec de m/z 40 a 550. A quantificacao
de cada componente presente nos Oleos essenciais foi realizada pela drea do pico de cada
substancia no cromatograma (%) (MAIA et al., 2001). A identificacdo dos componentes
voléteis foi baseada na correspondéncia dos seus indices de retengdo linear (fndice Kovats)
calculado em relacio aos tempos de retencdo de uma série homologa de n-alcanos e no padrao
de fragmentagdo observados nos espectros de massas com amostras auténticas existentes nas
bibliotecas espectrais de referéncia do sistema de dados e na literatura (ADAMS, 2007; NIST,
2005).
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4.4 Bioensaio frente Biomphalaria glabrata

4.4.1 Coleta, manuten¢do e identificacdo dos moluscos

O organismo-teste utilizado para o presente estudo foi o molusco da espécie
Biomphalaria glabrata Say 1818, coletados no Bairro S4 Viana, Sdo Luis-MA (2° 33' 35.1"S;
44° 18' 05.3" W), localidade que apresenta criadouros de planorbideos com indices de
caramujos positivos para S. mansoni (FRANCA, 2011). Os caramujos capturados foram
quantificados e mantidos em condi¢cdes de laboratério: aqudrios de vidro (20 litros) contendo
dgua desclorada, sob aeracdo constante, a temperatura de 25°C e alimentados com alface in
natura (MALEK, 1985). Durante a manutencdo dos planorbideos, 10% do total de caramujos
coletados foram separados para a confirmacdo da espécie, realizada pela andlise de

caracteristicas conquiliolégicas e da morfologia interna, descritas por Paraense (1975).

4.4.2 Verificagdo de infecc@o por S. mansoni em caramujos

Durante quatro semanas, os moluscos B. glabrata foram examinados para verificar
possivel infeccdo por S. mansoni. Semanalmente foram isolados em recipientes de vidro com
5 ml de dgua desclorada, e expostos a luz e ao calor de lampadas de 60 W, durante
aproximadamente duas horas (SMITHERS & TERRY, 1974). Apés a foto-estimulagdo, foram
observados com auxilio de estereomicroscopio, para verificar se houve eliminagao cercarias
de S. mansoni. Dentre os caramujos ndo infectados, foram selecionados os adultos com

conchas de diametro de 15 a 20 mm, para os testes de atividade moluscicida.

4.4.3 Ensaios moluscicidas

O teste da atividade moluscicida seguiu a metodologia padrdo preconizada pela
Organizacdo Mundial de Saide (WHO, 1965). Os ensaios consistiram na imersdao de cinco
caramujos B. glabrata em solugdes aquosas dos 6leos essenciais a 0,1% de dimetilsulfoxido
(DMSO) por 24 horas, em concentragdes que variaram de 100 a 200 pg/mL. Apds exposi¢ao,
os moluscos foram lavados, introduzidos em aquarios com 4gua desclorada e alimentados
com alface, permanecendo sob observacdo por mais 24 horas, com registro e retirada dos
caramujos mortos. Os 6leos que apresentaram 90-100% de mortalidade dos moluscos em
concentragdes abaixo de 200 pg/mL foram considerados ativos e submetidos a testes

definitivos. Neste ensaio, foram expostos 10 caramujos por concentracdo de 6leo essencial,
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que variaram de 8 a 200 pg/mL, obedecendo a relacdo de 50 mL de solugdo/caramujo. Os
recipientes utilizados no ensaio foram tampados com filmes pldsticos com pequenas
perfuracdes, para evitar a fuga dos caramujos expostos. A metodologia utilizada seguiu a do
teste acima descrito, variando apenas a leitura da mortalidade que foi feita até 48 horas da
exposicao dos moluscos as solu¢des avaliadas. A mortalidade foi indicada pela auséncia de
contracdo muscular, extravasamento de hemolinfa e/ou retracio massa cefalopodal para
dentro da concha (MAcCULLOUGH, 1980). Em todos os ensaios, foram introduzidos grupos
de controle negativo utilizando dgua desclorada com DMSO 0,1% (tensoativo utilizado para
diluicdo dos dleos essenciais) e controle positivo realizado com a substancia de referéncia
sulfato de cobre (15ug/mL). Os ensaios foram realizados em triplicatas. Apds o periodo de
experimentacdo, todos 0s caramujos, vivos ou mortos, foram expostos diretamente a solu¢ao

concentrada de hipoclorito de sédio para completa letalidade.

4.5 Teste de toxicidade aguda para peixes

Os o6leos essenciais que demostraram atividade moluscicida, foram submetidos a
avaliacdo de toxicidade frente a peixes Danio rerio (Teleostei, Cyprinidae), uma espécie
tropical, ovipara, onivora, de comprimento variando entre 4 e 5 centimetros vulgarmente
conhecida como paulistinha ou zebrafish, usado como indicador de ecotoxicidade. Os peixes
utilizados foram obtidos de uma piscicultura comercial. Apds a aquisi¢ao, os peixes foram
aclimatados, mantidos em aqudrio com capacidade de 70L com um filtro biolégico externo,
sob aeracdo constante e com troca parcial de dgua de 50% a cada 48h, com retirada por
sifonamento dos residuos (fezes e restos de ra¢do) depositados no fundo do aquario. Apds o
periodo de aclimatagdo, os lotes dos peixes foram avaliados quanto a sensibilidade através
ensaios utilizando dodecil sulfato de sédio (DSS) como substincia de referéncia nas
concentragoes 1,75; 3,5; 7,0; 14; 28 ng/mL.

O ensaio de toxicidade foi realizado por método estdtico, sem reposicao de agua,
padronizada pela Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT NBR 15088, 2011),
utilizando peixes adultos (3,0 a 4,0 cm). Grupos de quatro organismos foram colocados em
mini-aquarios (1,5L) contendo 6leo e DMSO 0,1% diluidos em 4gua, obedecendo a proporcao
de 1 grama de peixe para um litro de solucao-teste. As concentracdes das solugdes-teste foram
baseadas nas CLs apresentadas na atividade moluscicida. Os resultados avaliados para as CLs
e CLyy determinadas no ensaio moluscicida, foram expressos de forma qualitativa como
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“Téxico” ou “Nao Toéxico” referenciando o tempo de exposicdo. Posteriormente calculou-se
as CLso e CLgg para os peixes. O experimento teve duracdo de 48h, sendo que a cada 24h foi
verificado o nimero de animais mortos e aferidas varidveis tais como pH, oxigénio dissolvido
e temperatura. Controle negativo (dgua desclorada e DMSO 0,1%) foi incluso no teste. Esse
ensaio foi desenvolvido conforme aprovacio da Comissio de Etica no Uso Animal da

Universidade Federal do Maranhao (Registro: 34/15).

4.6 Analise dos dados

As concentragdes letais (50 e 90%) de cada planta foram obtidas por andlise de
regressdo linear modelo probit (software SPSS®, versao 13.0), assumindo nivel de confianca
95%. As médias das CLs de cada 6leo foram submetidas a anédlise de variancia com pds-teste

de Tukey (p < 0,05), utilizando-se o software Assistat beta (versio 7.7).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacao das espécies e composicio quimica dos 6leos essenciais

As espécies selecionadas para este estudo estdo descritas na Tabela 1, com seus
respectivos rendimento de 6leo essencial, e cddigo de identificagdo. As cinco espécies
identificadas sdo pertencentes a trés familias aromadticas, sendo duas Lamiaceae, duas
Verbenaceae e uma Myrtaceae. Segundo Maia & Andrade (2009), essas familias estdo entre
as dez principais familias de plantas arométicas que predominam na regido amazodnica, sendo

consideradas fontes renovaveis apropriadas para a produgdo de 6leos essenciais € aromas.

Tabela 1: Dados das espécies aromdticas coletadas na Amazonia maranhense, Parque Nacional da

Nascente do Parnaiba-MA, Brasil e rendimento de seus 6leos essenciais.

Parte da planta Rend. Cddigo da

Espécies aromaticas Nome vulgar utilizada Oleo (%)* amostra™*
LAMIACEAE
Hyptis dilatata Benth hortelanzinho do folhgs / ramos 4,7 MA-19
mato finos
FG20151 - folhas /ramos & MA-04
finos
MYRTACEAE
Eugenia punicifolia cereja do campo folhas 1,58 MA-11
(HBK) DC
VERBENACEAE
Lippia gracilis Schauer alecrim-de- folhas / ramos 7,34 MA-01
tabuleiro finos
Lippia acutidens Mart. folhas / ramos 0,79 MA-25
finos

* yolume de 6leo em mL/massa de planta aromatica; ** Codigos de registro das amostra no Herbario Jodo Murga Pires

A caracterizagdo cromatografica permitiu a identificacio de cinquenta e dois
compostos diferentes presentes nos 6leos estudados, dos quais vinte € um pertencem a classe
de monoterpenos e trinta € um sdo sesquiterpenos. A composi¢do quimica, assim como as
abundancias relativas (drea percentual relativa dos picos no cromatograma) dos constituintes

identificados nos 6leos essenciais das cinco espécies aromaticas estdo listadas na Tabela 2.
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Tabela 2: Constituintes identificados nos 6leos essenciais de espécies aromaticas coletadas na Amazonia

maranhense, Parque Nacional da Nascente do Parnaiba- MA, Brasil.

Abundancia relativa (%)a1

COMPOSTOS " IK cale.t IKlit. E.P H.D FG L.A L.G
a-Thujene 924 931 _ _ _ _ 0.38
a-Pinene 937 932 58.65 11.92 _ 0.65 _
Camphene 953 946 1.87 2.57 _ 1.7 _
Abinene 969 969 _ _ _ 2.54 _
B-Pinene 982 974 _ 1.82 _ _ _
Myrcene 986 988 _ _ _ 0.88 _
B-myrcene 993 991 _ _ _ _ 2.08
a-Terpinene 1015 1016 _ _ _ 0.23 _
0-Cymene 1028 1022 _ 6.88 _ 2.51 4.87
Limonene 1032 1024 5.25 2.51 _ _ _
1,8-Cineole 1036 1026  13.06 19.8 _ 26 _
Tagetone<dihydro-> 1048 1046 _ _ _ 4.32 _
y-Terpinene 1059 1054 _ 6.11 _ _ 0.98
Linalool 1099 1095 _ _ _ 13.07
Camphor 1152 1141 _ 37.98 _ 5.78 _
Borneol 1169 1165 2.55 _ _ 1.42 _
Terpinen-4-ol 1178 1174 _ _ _ 1.33 _
a-Terpineol 1198 1186 5.92 1.35 _ 0.72 _
Thymol-methyl ether 1232 1232 _ _ _ _ 1,35
trans-Linalool oxide acetate 1286 1286 _ _ _ 0.99 _
Thymol 1292 1289 _ _ _ _ 57.94
a-Copaene 1370 1374 _ _ 1.59 1.97 _
B-Bourbenene 1378 1387 _ _ 2.14 _ _
B-Elemene 1390 1391 _ _ 14 _ _
B-Caryophyllene 1419 1418 2.04 1.54 13.75 3.05 _
o-Santalene 1420 1420 _ _ 1.78 _ _
a-Bergamotene 1432 1430 _ _ 1.04 _ _
trans-Muurola-3,5-diene 1449 1450 _ _ _ 1.4 _
Aromadendrene< allo> 1452 1458 _ _ 8.44 1.12 _
o-Humulene 1455 1452 _ _ _ _ 0.73
Germacrene-D 1474 1480 _ _ 1.42 1.85 _
v-Patchoulene 1482 1484 _ _ _ 0.84 _
Bicyclogermacrene 1488 1494 _ _ _ 1 _
Viridiflorene 1491 1490 _ _ _ 0.34 _
a-Amorphene 1506 1506 _ _ 1.42 _ _
7-epi-alpha-Selinene 1510 1514 _ _ _ 0.9 _
&-Amorphene 1512 1511 _ _ 3.77 _ 10.96
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y-Cadinene 1513 1513 2.15

trans-Calamene 1527 1529 _ _ 2.01 _ _
trans-a-bisabolene 1549 1549 _ _ 2.97 _ _
Caryolan-8-ol 1573 1571 0.38 _ _ _ _
Spathulenol 1575 1577 _ _ 6 3.33 _
Caryophyllene oxide 1579 1582 _ _ 1.5 4.06 _
Globulol 1585 1583 _ _ 1.73 _ _
Humulene epoxide II 1600 1606 _ _ 2.48 1.09 11.38
1,6-Humulanedien-3-ol 1619 1619 _ _ 9.27 _ _
1,10-di-epi-Cubenol 1621 1619 _ _ 1.4 _ _
t-Muurolol 1640 1642 _ _ 10.28 _ _
o-Eudesmol 1647 1652 _ _ _ 0.84 _
Pogostol 1652 1651 0.53 _ _ _ _
o-Cadinol 1654 1653 _ _ 15.79 _
trans-Farnesol 1728 1714 _ _ 2.42 _
Total identificado (%) 90.25 92.48 94.75 83.93 90.67

*Calculado a partir das édreas relativas dos picos nos cromatogramas.

® Compostos listados em ordem de elui¢io em coluna DB - 5MS

“fndice Kovats calculado durante a corrida em uma coluna capilar de silica fundida, DBS5/30m

IK lib: Indice de Kovatz da biblioteca (Adams, 2007).

EP: Eugenia punicifolia; HD: Hyptis dilatata; FG: FG20151; LA: Lippia acutidens; LG: Lippia gracilis.

Os 6leos essenciais (OEs), também chamados 6leos volateis, sdo misturas naturais de
substancias lipofilicas, que podem conter até 60 componentes em diferentes concentracdes e
caracterizados pela presenca de um a trés componentes em concentragdes relativamente
elevadas (20 a 70%) comparadas aos outros componentes presentes (TEIXEIRA et al., 2014).
Os OEs sdo formados principalmente por metabdlitos secundarios das classes dos
monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides (SIMOES et al., 2010).

Levando em consideracdo o critério estabelecido por Knudsen et al. (1993), os
compostos terpénicos presentes nos Oleos essenciais foram agrupados em quatro classes
quimicas  principais: monoterpenos  hidrocarbonetos,  monoterpenos  oxigenados,
sesquiterpenos hidrocarbonetos e sesquiterpenos oxigenados. Uma comparagdo do contetido
total das espécies terpénicas presentes nas cinco amostras, demonstrou o maior teor de
monoterpenos totais nos Oleos Hyptis dilatata (90,94%), seguido por Eugenia punicifolia
(87,3%), Lippia gracilis (67,6%) e Lippia acutidens (61,15%) (Figura 12). Por outro lado o
0leo essencial de FG20151 demonstrou auséncia de monoterpenos e predomindncia de

sesquiterpenos oxigenados (94,75 %).
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Figura 12. Porcentagem de monoterpenos hidrocarbonetos (MH), monoterpenos
oxigenados (MO), sesquiterpenos hidrocarbonetos (SH) e sesquiterpenos

oxigenados (SO) identificados nos 6leos voléteis das espécies aromadticas estudadas.
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Eugenia punicifolia (EP) Hyptis dilatata (HD); FG20151
(FG); Lippia acutidens (LA); Lippia gracilis (LG).

No 6leo de Eugenia punicifolia foi possivel identificar nove compostos, representando
90,25% do teor de volateis. Este 6leo foi caracterizado pela predominancia de monoterpenos
hidrocarbonados, cujos compostos majoritdrios foram o a-pineno (58,65%) e 1,8-Cineol
(13,06%) correspondendo a mais da metade do teor volatil presente no 6leo. Perfil semelhante
foi observado no 6leo essencial das espécies congéneres Eugenia brasilensis Lam., e Eugenia
sulcata Spring ex Mart, com maior teor de monoterpenos, entre os quais a-pineno e 1,8-cineol
foram predominantes em ambas espécies (MORENO et al., 2007; RAMOS, et al., 2010).
Estes compostos monoterpénicos sao geralmente identificados em Oleos essenciais de
espécies do género Eugenia (COLE et al., 2007). Outros compostos majoritarios também tém
sido relatados em estudo fitoquimico da espécie E. punicifolia. Oliveira et al. (2005),
encontraram a presenca dos monoterpenos o-pineno e 1,8-cineol nos oleos essenciais de
folhas desta espécie coletadas em duas regides de Matas Serranas no estado de Pernambuco,
porém os constituintes majoritarios registrados foram o linalol (44%; 61,2%) e B-cariofileno

(22,7%;, 16,2%). O composto B-cariofileno também foi observado na composicdo da amostra
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coletada no estado do Maranhdo em quantidades menores (2,04%), por outro lado, ndo foi
identificado neste estudo a presenca do monoterpeno linalol.

Variagdes na composi¢do quimica do dleo essencial de uma mesma espécie de regides
distintas, como Matas Serranas de Pernambuco e Amazonia maranhense podem ser atribuidas
as diferencas dos parametros climdticos e geograficos, como temperatura, indice
pluviométrico, tipo de solo, entre outros fatores ambientais que influenciam na produgdo dos
metabdlitos secundarios (GOBBO-NETO & LOPES, 2007).

O ¢6leo de Hyptis dilatata foi caracterizado pela predominiancia de monoterpenos
oxigenados, sendo canfora (37,98%) e 1,8-cineol (19,8%) os compostos majoritdrios, seguido
pelos hidrocarbonetos monoterpénicos a-pineno (11,92%) e o-cimeno (6,88%). Utilizando a
mesma parte da planta e a mesma metodologia para obtencdo do 6leo essencial de H. dilatata
coletadas na por¢do da Amazodnia oriental no estado do Maranhdo, Melo (2013) revelou a
predominancia de monoterpenos, sendo canfora (16,0%) e o-cimeno (10,5%) os principais
compostos, o que estd de acordo com 0s compostos majoritarios apresentados identificados
neste trabalho para o 6leo da mesma espécie. As semelhangas entre o perfil quimico desta
amostra de H. dilatata e da amostra identificada neste estudo pode estar relacionada a
igualdade dos parametros climdticos e geograficos das regides de coleta das amostras
comparadas.

Jiménez et al. (2014) indicam também a canfora como componente majoritdrio, com
teor de 43,8%, para exemplares de H. dilatata coletado na Coldombia e relatam a
predominincia dos monoterpenos oxigenados no 6leo essencial. Assim, as composicdes
mostraram algumas similaridades quanto ao composto majoritrio e aos demais constituintes
identificados nesse estudo, que também foram relatados para os exemplares da Colombia: [3-
cariofileno (12,8%), a-pineno (2,2%), cineol (0,2%), o-cimeno (0,4%), a-terpineno (0,2%) vy-
terpineno (0,3%), limoneno (2,2%), B-pineno (0,7%) e canfeno (0,6%), porém apresentando
diferencas significativas em suas quantidades relativas. Além disso, esses autores
descreveram outros compostos nio identificados nesse estudo, a exemplo do monoterpeno
hidrocarbonado 6-3-careno (11%) e o sesquiterpeno oxigenado palustrol (6%).

O oleo de FG20151 por sua vez caracterizou-se por conter apenas misturas de
sesquiterpenos, apresentando como constituinte majoritario o a-cadinol (15,79%), e elevados
teores de B-cariofileno (13,75%) e o t-muurolol (10,28%). O alto teor de sesquiterpenos no

Oleo essencial de FG20151 é relatado na literatura (TCHOUMBOUGNANG et al., 2005;
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SANTOS et al., 2008). No entanto, a composicao quimica de FG20151 € varidvel como
demostrado por Tchoumbougnang et al. (2005) que investigaram a composicdo quimica do
6leo essencial das folhas frescas de FG20151 da regido timida do oeste de Camardes (Africa
Central), e demostraram que D-germacreno (28%) e B-cariofileno (22,1%) foram os principais
componentes. Santos et al. (2008) identificaram o calamusenone (24,64%) como principal
componente em cultivares de Sergipe, sendo descrito pela primeira vez a ocorréncia desse
composto no género desta espécie.

A espécie FG20151 demonstrou a variabilidade de quimiotipos quando comparado a
dados reportados na literatura. As diferencas existentes nestes estudos podem ser devido a
varia¢do genética intra-espécies, ou a outros fatores, como tipo de material usado na extracao
(fresco ou seco) e localizacido geografica.

Embora pertengam a espécies de mesmo género, os 6leos essenciais de L. acutidens e
L. gracilis demostraram perfis quimicos bem diferentes, apresentando apenas dois compostos
em comum (o-cimeno e humuleno epoxido II) de um total de vinte e sete compostos
identificados para L. acutidens e nove para L. gracilis. Os componentes majoritarios
anunciados para essas duas espécies foram os monoterpenos 1,8-cineol (26%) e timol
(57,94%), respectivamente. O conteddo e as composicdes de 6leos essenciais podem diferir
significativamente, mesmo no mesmo género, bem como em diferentes fases de maturacio e
diferentes 6rgaos (TIRADO et al., 1995).

O perfil quimico da espécie L. gracilis obtido nesse estudo foi consistente com outros
ja relatados, havendo pouca varia¢do no contetido terpénico relativo entre os 6leos essenciais
de L. gracilis coletadas no Nordeste do Brasil, porém variagdes quantitativas foram
observadas. O 6leo essencial de folhas desta espécie coletadas em Balsas, municipio do estado
do Maranhdo, apresentou mais de 70% do composto timol em sua composi¢do (FRANCO et
al., 2014). Bitu et al. (2012) também relataram a presenca do timol (44,42 %) como composto
dominante na composicdo quimica do 6leo essencial de L. gracilis obtido de amostras
cultivadas no estado do Ceara.

O ¢leo essencial de L. gracilis apresentado nesse estudo foi caracterizado como
espécime do tipo quimico timol, uma vez que ja foi relatado na literatura quimiotipos da
espécie onde o composto predominante € o carvacrol, isomero do timol (SILVA et al., 2008;
M. NETO, 2010). Em trabalhos anteriores foi observado que 6leos essenciais do género

Lippia coletados na AmazOnia brasileira apresentam quantidades significativas de timol,

56



carvacrol, p-cimeno, 1,8-cineol, y-terpineno, cariofileno, citral e carvona (MAIA et al., 2005;
SILVA et al., 2009; DAMASCENO et al.,2011). Desta forma, deve-se considerar que os
quimiotipos de L. gracilis podem resultar do polimorfismo da planta, levando em conta,
principalmente, tempo e local de coleta (FRANCO et al., 2014).

O dleo essencial de Lippia acutidens nao foi previamente descrito, ndo havendo
relatos de estudos realizados com fracdes volateis desta espécie, sendo este o primeiro
trabalho com relato de composicdo quimica e atividade biolégica do Sleo essencial de L.
acutidens. Neste estudo, 27 compostos foram identificados no 6leo essencial de L. acutidens.
A caracterizacdo quimica revelou ser constituida majoritariamente por monoterpenos
(61,15%) e sesquiterpenos (21,79%), possui 1,8-cineol e linalol como constituinte dominante
com teores de 26% e 13,07% respectivamente, seguido por canfora (5,78%), dihidro-tagetone
(4,32%), 6xido de cariofileno (4,06%), espatulenol (3,33%), B-cariofileno (3,05%), abinene
(2,54%) além de outros compostos em teores menores, o que representou 83,93% do total de
volateis presentes no 6leo essencial da espécie.

As variagdes encontradas nas composi¢des quimicas dos 6leos avaliados nesse estudo,
relacionadas tanto aos componentes majoritdrios, quanto aos tipos de componentes e
quantidades relativas, em geral sdo atribuiveis a influéncia das condi¢cdes ambientais,
alteracoes fisioldgica e genética da planta, estado do material e método de extracdo utilizado
(MARLUCIA et al., 2011). Os metabélitos secundérios representam uma interface quimica
entre as plantas e o ambiente, que podem influenciar as atividades enzimaticas em
determinadas espécies e, consequentemente, interferir na biossintese de metabdlitos
secundarios, incluindo compostos terpénicos (TEIXEIRA et al., 2014).

Todas estas diferencas nos perfis dos 6leos devem ser tomadas em consideragdo
quando se propde qualquer tipo de correlagdo entre a composi¢do quimica e atividade
biolégica ou efeitos farmacoldgicos dos 6leos. Dessa forma, a aplicagdo de 6leos essenciais
voltada para atividade biolégica deve ser precedida do estudo e andlise de sua composi¢do
quimica, fundamental para estimar os compostos quimicos responsdveis pela atividade
bioldgica e compreensdo dos compostos ativos, permitindo que os pesquisadores direcionem a
sua utilizagdo para diversos fins, tais como o desenvolvimento de novos farmacos ou
desenvolvimento de produtos para aplicagdes especificas, como a do presente estudo, em

busca de substancias de plantas com efeito moluscicida.
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Este estudo permitiu caracterizar a composicdo quimica de algumas espécies
aromdticas de ocorréncia na regido amazdnica maranhense e no caso da espécie L. acutidens,
¢ o primeiro relato na literatura cientifica relacionado com a andlise das fra¢des volateis das

partes aéreas desta espécie.

5.2 Avaliacao moluscicida sobre caramujos B. glabrata.

Neste trabalho, com excecdo do 6leo essencial de L. gracilis, foram apresentados os
primeiros estudos de dleos essenciais das espécies Eugenia punicifolia, Hyptis dilatata,
FG20151 e Lippia acutidens quanto a atividade moluscicida.

Os oleos essenciais das cinco espécies estudadas apresentaram atividade moluscicida

frente a caramujos adultos da espécie B. glabrata nas concentracdes avaliadas (Tabela 3).

Tabela 3. Concentracdes letais dos Oleos essenciais obtido de espécies de

ocorréncia na Amazonia maranhense sobre caramujos Biomphalaria glabrata

Biomphalaria glabrata*

Espécies Aromaticas Conc. (ug/mL) CL CL,
50 0

200
100
75 98,91 170,13
50
25
200
100
Hyptis dilatata Benth 75 112,64 182,33
50
25
75
50
FG2015]1 30 39,57 62,74
25
15
100
75
Lippia acutidens Mart. 60 76,08 98,5
50
45
30
20
Lippia gracilis Schauer 15 19,09 27,41
10
8

Eugenia punicifolia
(HBK) DC

*Analise realizada 24h apds exposicdo. Nao foi observado mortalidade de caramujos
expostos no controle negativo, solu¢do de DMSO a 0,1%. O controle positivo exibiu
100% de mortalidade dos caramujos, solu¢cdo com 15ug/mL de sulfato de cobre.
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Os O6leos essenciais mostraram-se ativos contra B. glabrata em concentragdes letais
50% variando de 19,9 pg/mL - 112,64ug/mL e ClLoy% de 27,41 pg/mL - 182,33ug/mL,
analisados 24 h apds exposicao.

Segundo as diretrizes da WHO (1983), uma planta com propriedade moluscicida é
considerada ativa se ocasionar 90% de mortalidade, em concentragdes de até 100 pg/mL. Das
cinco espécies estudadas, trés apresentaram CLgy abaixo de 100 ug/mL, sendo elas: Lippia
gracilis; Lippia acutidens e FG20151 com CLy de 27,41 pg/mL; 98,5 ng/mL 62,74 ng/mL
respectivamente. Dessa forma, estas espécies foram consideradas plantas moluscicidas com
atividade significativa conforme as normas da Organizacdo Mundial de Satde.

Os valores normatizados pela WHO, teoricamente sugerem um limite para que o0s
efeitos téxicos causados pelos compostos presentes no vegetal sejam os menores possiveis em
organismos ndo alvo. Assim, quanto menor for a concentracdo na dose letal (90-100% de
letalidade dos caramujos), melhores serdo as condigdes de uso desses compostos no meio
ambiente, e uma menor quantidade do material serd utilizado (MOREIRA et al., 2010).

Uma forte atividade foi observada durante os ensaios bioldgicos nas concentragdes de
100 e 200 pg/mL do 6leo essencial de L. gracilis, causando letalidade imediata de todos os
caramujos expostos, com liberacdao de hemolinfa. Essa mortalidade significativa foi verificada
a partir da concentragdao de 30 pug/mL, em um intervalo de tempo de até 24h de exposicao.
Para os demais 6leos, houve este efeito nas mesmas concentracdes (100 e 200 pg/mL), no
entanto foi observado a partir de 5 horas de exposicao. Respostas rdpidas contra os moluscos
mostram que estes Oleos cont€ém provavelmente neurotoxinas que podem apresentar
sensibilidade ao sistema neuromuscular dos moluscos expostos (YOUSSIF & SHAALAN,
2011).

Outra observacao importante neste experimento foi que, a partir da concentragdo de 50
pg/mL, os caramujos, ao entrarem em contato com a solu¢do do 6leo essencial de L.acutidens,
estenderam anormalmente toda a massa cefalopodal para fora de suas conchas com inchago
exagerado, ou seja, além das estruturas que comumente se observa, projetaram o colo e a sola
plantar. Segundo Rey (2001), a massa cefalopodal que se projeta normalmente para fora
consiste nos tentdculos, cabeca e pé, demonstrando comportamento habitual quando o
molusco se locomove.

Estas observacOes reforcam os efeitos descritos por Mccullough et al. (1980), que

relataram que o envenenamento com moluscicidas provoca no caramujo a retracdo da massa
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cefalopodal para o interior da concha ou um inchaco com consequente prolongamento para
fora da concha devido a quebra do equilibrio osmético que estd sob controle neuro-hormonal.

Nos demais 6leos, foi observado somente a retracdo da massa cefalopodal para o
interior da concha sem resposta ao estimulo de toque, além da liberacdo de hemolinfa,
caracteristica apresentada por todos os individuos considerados mortos. Mesmo nas
concentragdes dos 6leos essenciais de H. dilatata e E. punicifolia, onde nao foram observados
taxas de mortalidade elevadas em concentracdes inferiores a 100 pg/mL, foi identificado
ainda, diferencas no comportamento desses organismos, como a diminuicdo da capacidade
motora e da alimentacdo. Tais mudangcas no comportamento sugerem uma reacdo prépria
destes moluscos frente a um agente agressor.

As taxas de mortalidade de B. glabrata para cada concentragdo dos respectivos 6leos
essenciais estudados, foram ascendentes de acordo com aumento das concentragdes,
indicando uma tendéncia de mortalidade concentracdo-dependente, ou seja, hda uma forte

relacdo entre a taxa de mortalidade de B. glabrata e a concentracao (Figura 13).

Figura 13. Taxa de mortalidade dos caramujos Biomphalaria glabrata

em diferentes concentragdes (mg/L) dos dleos essenciais estudados
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A taxa de percentagem da mortalidade dos caramujos frente ao 6leo de L. gracilis,
FG20151 e L. acutidens torna-se constante a partir das concentracdes 30 pg/mL, 75 pg/mL e
100 pg/mL respectivamente, concentracdes em que atingem 100% de mortalidade dos
moluscos. Os Oleos FG20151 e E. punicifolia ocasionaram mortalidade de 100% em
concentragdes mais elevadas. O desempenho dos 6leos essenciais foi se tornando mais efetivo
com o aumento de suas concentragdes provavelmente devido ao maior contato dos caramujos
expostos aos compostos presentes nos 6leos essenciais.

Em andlise comparativa da atividade moluscicida dos diferentes 6leos testados, pode-
se perceber que houve diferenca significativa entre os grupos expostos, evidenciando a
existéncia de uma heterogeneidade entre os valores das CLgy encontradas para os dleos
testados, exceto os de E. punicifolia e H. dilatata que ndo apresentaram diferencas
significativas entre si (Figura 14).

O 6leo essencial de L. gracilis foi o que apresentou a melhor concentracdo letal aos
moluscos, ndo diferindo estatisticamente do padrao utilizado, sulfato de cobre. Os 6leos que
seguiram com as melhores concentragdes foram FG20151 e L. acutidens. As concentragdes

letais dos 6leos E. punicifolia e H. dilatata apresentaram os mesmos efeitos sobre B. glabrata.

Figura 14. Valores quantitativos (CLg) do efeito moluscicida dos 6leos Eugenia
punicifolia (EP); Hyptis dilatata (HD); FG20151 (FG); Lippia acutidens (LA) e
Lippia gracilis (LG) comparados ao padrao sulfato de cobre (SC).
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A atividade do 6leo volatil estd relacionada a configuracdo quimica dos componentes,
as proporcdes em que estdo presentes e as interacdes entre eles (MELO et al., 2011). A
estrutura quimica dos compostos majoritdrios identificados nos 6leos essenciais avaliados sdao

apresentadas na figura 15.

Figura 15. Férmulas estruturais dos compostos majoritarios identificados nos o6leos

CH; L

2 OH N /-
N W §
(1) (2) 3) 4) &)

(1) Canfora: composto majoritdrio de Hyptis dilatata; (2) a- cadinol: composto majoritdrio de
FG20151; (3) o- pineno: composto majoritario de Eugenia punicifolia; (4) Timol: composto
majoritario de Lippia gracilis; (5) 1,8-cineol: composto majoritariode Lippia acutidens.

Fonte: El-Sayed AM 2016.

A partir dos resultados do perfil fitoquimico das espécies estudadas foi possivel
associar a atividade moluscicida com a presenga de alguns compostos identificados nos 6leos,
através da busca de atividades ja descritas para esses compostos relatados na literatura.

O odleo essencial de L. gracilis, espécie que obteve melhor resposta moluscicida, foi
caracterizado pela predominancia do monoterpeno oxigenado timol (57,94 %) em seu perfil
quimico. A atividade moluscicida desse 6leo pode estar associada a presenga deste composto,
uma vez que o potencial moluscicida do timol foi relatada por Radwan et al. (2008) que
demonstraram a atividade desse composto contra caramujos do mesmo género de ocorréncia
no Egito, Biomphalaria alexandrina (Ehrenberg, 1831), aplicando CLgy de 13,92 pg/mL.

O potencial moluscicida do 6leo de L. gracilis, também foi relatado por Teles et al.
(2010) que obtiveram resultados similiares, demonstrando expressiva mortalidade de B.
glabrata com o 6leo dessa espécie, sendo o timol o composto majoritario (24%). O valor da
CLy obtida por Teles et al. (2010) foi de 82,8 pg/mL, bem superior a CLgy de 27, 41 pg/mL

obtida nesse estudo. A variacdo das concentragOes letais encontradas pode estar diretamente
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relacionada a diferenca do teor de timol existente nos 6leos comparados. Foi observado que
quanto menor a concentracdo letal, maior a quantidade de timol existente.

Outras atividades biologicas do 6leo essencial de Lippia gracilis rico em timol tem
sido descrito na literatura. Bitu et al. (2012) avaliando atividade antimicrobiana do éleo de L.
gracilis (44,42% de timol) obtiveram relevante atividade contra FEscherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococos aureus em concentracdes de 64 a 512 ug/mL.
Franco et al. (2014) também testaram atividade antimicrobiana do 6leo de L. gracilis (73,5%
de timol) obtendo significativa inibicdo no crescimento de espécies fiingicas em concentracao
de 5 ug/mL. Os autores sugeriram que a atividade poderia ser atribuida a presenca de timol,
composto majoritdrio, uma vez que o timol ja teve comprovada atividade antibacteriana e
antifingica relatadas na literatura (BOTELHO et al., 2007; FUSELLI et al., 2008). Botelho et
al. (2007) demonstraram que Candida albicans, era suscetivel tanto ao 6leo essencial de
Lippia sidoides Cham., rico em timol (56,7%) quanto ao timol puro.

Os monoterpenos oxigenados 1,8-cineol e canfora, identificados como predominantes
nos 6leos de L. acutidens e H. dilatata, respectivamente, ndo tem sua atividade moluscicida
relatada na literatura em estudos anteriores. Logo, a atividade moluscicida desses 6leos pode
estar relacionada aos compostos majoritarios presentes ou associada a outros compostos que
mesmo em pequenas concentragdes podem se apresentar ativos ou devido ao sinergismo dos
constituintes presentes nos 6leos.

Outras atividades bioldgicas ja foram relatadas para esses compostos € se mostraram
ativos. Segundo Prates et al. (1998) os monoterpenos 1,8-cineol e cinfora foram capazes de
matar 100% das larvas do carrapato Boophilus microplus (Canestrini, 1887) em 5 e 60
minutos respectivamente. Segundo esses autores, os mesmos efeitos também foram
observados para o 6leo essencial do capim-gordura (Melinis minutiflora Beauv) contendo
estes compostos, apesar de ndo terem relatado as concentracOes utilizadas para desencadear
essa funcdo. A literatura evidencia ainda, um potencial uso benéfico do cineol como agente
anti-inflamatdrio, analgésico, antioxidante, com uso farmacéutico no preparo de inalantes e
xaropes para tosse (SEFIDKON et al., 2008; SANTOS & RAO, 2000), além de possuir alto
potencial antimicrobiano (SONBOLI et al., 2006).

A significante atividade moluscicida do 6leo essencial da espécie FG20151 (CLyg
62,74 pg/mlL) registrada neste estudo estd relacionada aos compostos sesquiterpenicos

presentes, uma vez que ndo foi observado compostos de outra classe neste Oleo. Os
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sesquiterpenos oxigenados oa-cadinol, t-muurolol e o sesquiterpenos hidrocarbonado [-
cariofileno sdo os que representam as maiores quantidades no 6leo essencial dessa espécie,
porém, somente o composto [-cariofileno ja teve sua atividade moluscicida descrita,
mostrando-se atoxico frente B. glabrata em concentragdo de 50 pg/mL quando extraido de
plantas aromdticas do nordeste brasileiro (ROUQUAYROL et al., 1972). Isso sugere que a
atividade moluscicida do 6leo essencial de FG20151 pode ser resultado de uma interacao
entre os metabdlicos sesquiterpenicos presentes. E importante salientar que a maioria dos
sesquiterpenos presentes em Oleos essenciais apresenta atividade bioldgica mais intensificada
quando estdo combinados, o que deve a acdo sinérgica (SANTOS et al., 2008).

Na literatura ndo ha relatos da atividade moluscicida do a-cadinol e t-muurolol,
entretanto esses compostos foram descritos como ativos para outras atividades bioldgicas ja
comprovadas, a exemplo de atividade bactericida inibindo o crescimento desses
microrganismos (DORMAN & DEANS, 2000), além disso, o a-cadinol possui alto potencial
citotéxico contra linhagens de celulas cancerigenas (SYLVESTRE et al., 2006).

O ¢6leo essencial de FG20151, ja demostrou potencial antibacteriana considerdvel
contra bactérias Gram-positivas de elevada patogenicidade e potencial antifiingica em
linhagens de C. albicans (SANTOS et al.,, 2008; NASCIMENTO et al., 2008). Outras
atividades comprovadas para este Oleo essencial sdo de efeito antinoceptivo e anti-
inflamatério (RAYMUNDO et al., 2011). A composi¢cdo quimica dos 6leos de FG20151
descrito para essas atividades também apresentava predominancia de sesquiterpenos.

Nenhum estudo sobre a atividade moluscicida do dleo essencial das folhas de E.
punicifolia tem sido relatada até a presente data. Além disso, tem havido poucas investigagdes
sobre outras atividades biologicas deste 6leo. No geral, os 6leos essenciais do género Eugenia
possuem comprovada atividade antioxidante (VICTORIA et al., 2012), antibacteriana e
antifungica (LAGO et. al., 2011; COSTA, 2010), antipirético (AMORIM et al., 2009) e
tripanocida (SANTOS et al., 2012).

O o6leo essencial de Eugenia punicifolia, avaliado neste estudo, demostrou atividade
sobre caramujos transmissores da esquistossomose. Nesta espécie aromdtica foram
identificados nove compostos voldteis que podem estar agindo de modo sinérgico para
desencadear essa atividade moluscicida ou estar relacionada a predomindncia do composto
majoritario. Ao a-pineno, composto majoritdrio identificado no 6leo dessa espécie, tem sido

atribuidas atividades repelentes de mosquitos (WANG et al, 2008), propriedades
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antimicrobianas inibindo cepas bacterianas de Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
pneumoniae e Streptococcus pyogenes (LEITE et al, 2007), além de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli (BURT, 2004). Silva et al. (2012) avaliando o efeito de a-pineno e -pineno
em células fingicas também obtiveram resultados positivos para C. albicans, eliminando
100% do in6culo dentro de 1 hora. A evidéncia cientifica sugere ainda que a-pineno pode ser
um broncodilatador (RUSSO, 2011), e mais recentemente o a-pineno foi identificado como
um composto anti-proliferativo ativo em carcinoma de células de hepatoma inibindo
crescimento celular do cancro do figado, demostrando potencial como medicamento anti-
tumoral (CHEN et al., 2014; CHEN et al., 2015). Vdrias outras atividades bioldgicas estao
associados com pinenos, incluindo o uso como um inseticida natural (SILVA et al., 2012) e
pode apresentar também potencial moluscicida, por isso, a atividade desse composto contra B.
glabrata ja esta sendo testada como continuidade desse estudo para confirmar a influéncia de
seu efeito no Oleo essencial de E. punicifolia sobre o mais importante hospedeiro
intermedidrio de S. mansoni no Brasil.

O a-pinene foi identificado em trés das cinco plantas analisadas. Esta substancia é um
monoterpeno biciclico (Figura 16) e normalmente classificada como um dos principais
constituintes presente em 6leos essenciais.

O esclarecimento da relacdo entre a estrutura quimica dos compostos presentes nos
6leos essenciais e a atividade bioldgica (QSAR) aumenta as chances de obtencdo de novos
agentes moluscicidas mais ativos, seletivos e biodegraddveis (MATOS ROCHA, 2013), sendo
importante a investigacdo da atividade de seus compostos isolados para elucidar os
constituintes bioativos presentes nestes Oleos. Geralmente os componentes principais
determinam as propriedades bioldgicas dos 6leos essenciais, porém ndo se pode descartar a

possibilidade da a¢do sinérgica dos mesmos (BAKALLI et al., 2008).

5.3 Avaliacao da toxicidade aguda em peixes

Outra atividade biologica abordada na pesquisa foi a toxicidade dos 6leos essenciais,
uma vez que apresentaram atividade sobre B. glabrata. Esse estudo € importante para que
possam ser utilizados de modo seguro no controle de moluscos transmissores da

esquistossomose em ambientes naturais (SANTOS et al., 2007; CANTANHEDE et al., 2010).
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O unico moluscicida que pode ser empregado em grande escala no controle de
caramujos transmissores de S. mansoni € a niclosamida (Bayluscid) segundo a OMS.
Contudo, as efetivas concentragdes com a¢ao moluscicidas deste produto sintético, provocam
concomitantemente a mortalidade de peixes, tornando-se um problema quando € utilizado
principalmente, em dreas em que a pesca se torna uma importante fonte de renda e alimento
para a populacdo (OLIVEIRA-FILHO et al., 2010).

Neste estudo, peixes D. rerio foram utilizados para avaliar o grau de toxicidade em
espécies ndo alvo da atividade moluscicida. Esta espécie € largamente utilizada em testes de
ecotoxicologia aqudtica e considerada bom indicador de toxicidade ambiental (ABNT, 2011).

Com relagdo aos ensaios de sensibilidade, que precederam os testes de toxicidade, os
resultados indicaram que os lotes de peixes apresentaram pouca variacdo, sendo que a CLs
(96 h) obtida foi de 8,017 pg/L, considerada adequada para a realizacdo dos ensaios
toxicolégicos (BICHARA et al., 2014).

Os parametros fisico-quimicos da dgua dos grupos controle e experimentais
mantiveram-se estaveis durante o teste de toxicidade aguda e foram considerados satisfatorios
segundo ABNT (2011), ndo interferindo assim no resultado do ensaio. Os valores minimos e
maximos das amostras avaliadas foram: temperatura (23,9 a 24,5°C); oxigénio (8,3 a 8,5 mg
0,. L-1), pH (8,2 a 8,7). Todos os ensaios foram considerados validos uma vez que nao foi
observada mortalidade de peixes nos frascos controle.

Neste estudo, os 6leos essenciais foram considerados téxicos aos peixes quando
avaliados nas concentragdes letais (CLsy e CLgy) apresentadas no ensaio moluscicida, e foi
observado mortalidade de 100% dos peixes, demostrando que os 6leos sdo téxicos ndo sé aos
moluscos, mas também a organismos nao alvo. Algumas anormalidades também foram
registradas durante o ensaio com D. rerio, quando expostos ao 6leo de L. gracillis, como
natacdo errdtica, abdomen estendido, exoftalmia e forma anormal da cabeca. Estes efeitos
ocorreram no inicio do periodo de exposi¢ao.

Os 6leos essenciais de L. gracilis e FG20151, que apresentaram no ensaio moluscicida
concentragdes letais em conformidade com as exigéncias da OMS, foram testados ainda em
outras concentragdes para determinar as CLg e CL5 para peixes, a fim de comparar seu efeito
toxico com a concentracdo letal registrada na literatura para o moluscicida sintético

niclosamida.
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Rapado et al. (2013) avaliaram o efeito toxico do moluscicida sintético comercial
Bayluscide (niclosamida) em peixes D. rerio e demostrou a alta toxicidade com CLsy de 0,12
png/mL. Esse resultado foi comparado as CLsy obtida neste estudo e foi observado uma
significativa diferenga entre os valores, demostrando que os O6leos apresentam baixa
toxicidade em relagcdo ao niclosamida (Tabela 4).

Outros trabalhos também demonstaram a alta toxicidade de niclosamida sobre outras
seis espécies de peixes de dgua doce em concentracdes muito baixas (1 pg/mL) ocasionando

mortalidade de 100% nas primeiras seis horas de exposicado (ROUQUAYROL et al., 1973).

Tabela 4. Toxicidade de 6leos essencias para peixes Danio rerio

TOXICIDADE AGUDA Danio rerio

Oleos Essenciais/

Compostos *CL50,90 caramujos ~ CLooqugmr)  CLsoque/mL)
Eugenia punicifolia Téxico' _ —
Hyptis dilatata Toxico . L
FG20151 Téxico 12,19 678"
Lippia acutidens Toxico . L
Lippia gracilis Téxico 8,36 5,2b
Niclosamida’ _ _ 0,12°

* Concentragdes letais obtidas apds 48 horas de exposicio

'Toxicidade baseda na concentragio letal 50 e 90% para Biomphalaria glabrata

Dado obtido na literatura (Rapado et al., 2013. doi:10.1371/journal.pntd.0002251.t004)
As médias das CL5, seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Os oOleos essenciais aqui estudados ainda ndo sdo moluscicidas naturais ideais e
recomendaveis para utilizacdo em ambiente naturais de ocorréncia dos moluscos, como rios e
lagos, pois os mesmo apresentaram toxicidade para a espécie de peixe avaliada, podendo
entdo ser considerados com potencial toxico para agredir outras espécies que co-habitam essas
areas. No entanto, é possivel a utilizacdo desses 6leos em criadores artificiais dos hospedeiros

intermedidrios da esquistossomose, como valas, esgotos a céu aberto e outros tipos de pocgas
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d’agua que ocorrem frenquentemente em dreas de prevaléncia da esquistossomose, onde ndo
h4 infraestrutura sanitdria e de péssimas condigdes socioambientais, uma vez que nesses
ambientes, raramente se encontram outras espécies co-habitando esses locais. E importante
ressaltar que nas dreas de coleta dos moluscos utilizados nesse estudo, ha predominancia de
alagados artificiais. Além dessa observagdo, nota-se que, a niclosamida, moluscicida sintético
utilizado em situagdes criticas da doenca, possui custo muito elevado, ndo podendo ser
utilizados por populacdo de baixa renda, que buscam por um produto de origem natural de
facil acesso e de baixo custo, além de apresentar toxicidade a espécie D. rerio superior aos

Oleos analisados nesse estudo.
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6 CONCLUSAO

Neste estudo, relatamos uma investigacdo sobre os efeitos moluscicida de 6leos
essenciais de plantas aromdticas da Amazdnia maranhense, demonstrando atividade
significativa dos Oleos de trés espécies frente a moluscos B. grablata, considerando os
padrdes determinados pela Organizacio Mundial de Satdde. Quanto a toxicidade frente a
organismo ndo alvo (D. rerio), observou-se efeito toxico, no entanto, estes sdo mais baixos
que o apresentado pelo moluscicida comercial sintético Bayluscide. Dessa forma, a partir
desses resultados, pode-se concluir que esses 6leos referentes as espécies L. acutidens, L.
gracilis e FG20151 demostraram potencial para utilizacdo em criadouros atificiais, como
valas e esgotos a céu aberto, onde ndo hé espécies co-habitando a drea com os caramujos, sem
riscos de afetar a biodiversidade da regido.

Além disso, este estudo permitiu caracterizar a composi¢cdo quimica da espécie
aromdtica L. acutidens, sendo o primeiro relato na literatura cientifica relacionado com a
andlise das fragdes volateis das partes aéreas desta espécie.

Nossos dados reforcam a importancia de produtos vegetais como fonte de novos
compostos bioativos e mostram a importancia de bioensaios preliminares como uma triagem
de sua potencialidade biolégica. Os resultados demonstraram o potencial de bioatividade dos
6leos essenciais e justificam a continuidade dos estudos para formulag¢do de produtos para uso

€m campo.
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