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“O que sabemos é uma gota, o que ignoramos é um oceano”

(Isaac Newton)
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RESUMO

A esquistossomose € uma parasitose de veiculacao hidrica de grande risco para a satde publica,
prevalente em regifes tropicais e subtropicais, em comunidades sem acesso a agua potavel e a
servigos como saneamento basico e coleta de lixo. A doenca tem sido reportada em 78 paises,
afetando cerca de 240 milhGes de pessoas no mundo. Dessa forma, estudos que busquem
contornar a expansao da parasitose por meio do combate ao hospedeiro intermediario tém
crescido, entre estes, os que avaliam a atividade moluscicida de plantas. Moluscicidas oriundos
de extratos costumam ser mais acessiveis e menos tdxicos a organismos ndo-alvo em
comparacgdo aos moluscicidas sintéticos, o que demonstra sua importancia. Este trabalho esta
dividido em duas partes, onde a primeira contempla o estudo de revisdo e a segunda, o estudo
experimental. No trabalho de revisdo, foram reunidos os estudos que analisaram a acgdo
moluscicida de plantas da familia Euphorbiaceae. Para tanto, foram selecionadas 5 bases de
dados para a realizagdo das buscas dos artigos. Os descritores utilizados foram
“esquistossomose”, “Euphorbiaceae” e moluscicida, os quais foram cruzados por meio dos
operadores booleanos “OR” e “AND”. Foram encontrados 39 artigos que avaliaram a acgéo
moluscicida de 4 géneros da familia Euphorbiaceae: Euphorbia, Jatropha, Croton e
Synadenium. Os géneros de caramujos onde foram realizados os testes moluscicidas foram
Biomphalaria, Bulinus e Oncomelania. As concentracdes e doses letais que mataram 50, 90 ou
100% dos moluscos variaram entre menos de 1 e mais de 100 ppm. No trabalho experimental,
investigou-se o potencial moluscicida do extrato hidroalcoolico de folhas de Ricinus communis.
(EUPHORBIACEAE). Desse modo, 5 grupos de caramujos com 10 animais cada, sendo um o
grupo controle negativo, foram submetidos a tratamentos com 4 concentragdes de 25, 50, 75 e
100 ppm do extrato hidroalcéolico de R. communis, em 5 repeticdes. A caracterizacdo
fitoquimica do extrato foi realizada por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas. O teste de toxicidade foi realizado com Artemia salina
Leach. A caracterizacdo fitoquimica revelou a presenca de taninos, flavonoides e de alcaldides
(ricinina), mas ndo houve presenca de saponinas. N&o foi verificada atividade moluscicida
expressiva do extrato, porém foram observadas alteracBes na alimentacdo, motilidade e no
estado fisiologico dos caramujos (alteracdo da massa cefalopodal e oviposi¢cdo) e ndo houve
toxicidade frente A. salina. Os resultados encontrados nos dois trabalhos vém a contribuir com
o0 estado do conhecimento sobre atividade moluscicida de plantas da familia Euphorbiaceae,
com destaque para R. communis. Espera-se que esses resultados estimulem estudos mais
aprofundados que enfoquem ndo somente a mortalidade, como também a problemaética da
proliferacdo dos caramujos.

Palavras-chave: Esquistossomose. Produtos Naturais. Moluscicida. Biomphalaria glabrata.



ABSTRACT

Schistosomiasis is a waterborne parasitosis of great public health importance, prevalent in
tropical and subtropical regions, in communities without access to drinking water and services
such as basic sanitation and garbage collection. The disease has been reported in 78 countries,
affecting an estimated 240 million people worldwide. Thus, studies that aim to circumvent the
expansion of the parasitosis by combating the intermediate host have grown, among them, those
that evaluate the molluscicidal activity of plants. Molluscicides derived from extracts are
usually more accessible and less toxic to non-target organisms compared to synthetic
molluscicides, which demostrating their importance. This work is divided into two parts, where
the first includes the review study and the second, the experimental study. In the review, the
studies that analyzed the molluscicidal action of plants of the Euphorbiaceae family were
gathered. Therefore, 5 databases were selected to carry out the article searches. The descriptors
used were “schistosomiasis”, “Euphorbiaceae” and molluscicide, which were crossed using the
Boolean operators “OR” and “AND”. 39 articles were found that evaluated the molluscicidal
action of 4 genera of the Euphorbiaceae family: Euphorbia, Jatropha, Croton and Synadenium.
The snail genera where the molluscicide tests were carried out were Biomphalaria, Bulinus and
Oncomelania. The lethal concentrations and doses that killed 50, 90 or 100% of the mollusks
ranged from less than 1 to more than 100 ppm. In the experimental work, the molluscicide
potential of the hydroalcoholic extract of Ricinus communis (EUPHORBIACEAE) leaves was
investigated. Thus, 5 groups of snails with 10 animals each, one being the negative control
group, were subjected to treatments with 4 concentrations of 25, 50, 75 and 100 ppm of the
hydroalcoholic extract of R. communis, in 5 repetitions. The phytochemical characterization of
the extract was carried out by means of high performance liquid chromatography coupled with
mass spectrometry. The toxicity test was performed with Artemia salina Leach. The
phytochemical characterization revealed the presence of tannins, flavonoids and alkaloids
(ricinin), but there was no presence of saponins. There was no expressive molluscicidal activity
of the extract, but alterations were observed in the feeding, motility and physiological state of
the snails (alteration of the cephalopodal mass and oviposition) and there was no toxicity against
A. salina. The results found in the two works contribute to the state of knowledge about the
molluscicidal activity of plants of the Euphorbiaceae family, with emphasis on R. communis. It
is hoped that these results will encourage more in-depth studies that focus not only on mortality,
but also on the problem of the proliferation of snails.

Keywords: Schistosomiasis. Natural products. Molluscicide. Biomphalaria glabrata.
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APRESENTACAO

Este trabalho foi idealizado a partir de vivéncias de campo e interagdes com a populacéo de
bairros préximos a Universidade Federal do Maranhdo, entre estes, o bairro do Sa Viana, onde
foi constatada a necessidade de conter a propagacgéo de caramujos que atuam como hospedeiros
intermediérios da esquistossomose. Estes caramujos costumam habitar colegdes hidricas
peridomiciliares. Durante periodos chuvosos, estas colecdes podem transbordar e adentrar as
residéncias, 0 que aumenta o risco de contato da populacdo com os moluscos. Dessa forma,
buscamos verificar a acdo moluscicida de uma planta acessivel a populacéo e que poderia ser
manipulada facilmente, denominada Ricinus communis L., popularmente conhecida como

mamona.

A dissertacdo esté dividida em duas partes. A primeira abrange o capitulo I, que contempla
o0 trabalho de revisdo, intitulado “Atividade moluscicida de extratos de plantas da familia
Euphorbiaceae sobre caramujos transmissores da esquistossomose: uma revisao integrativa” €
a segunda abrange o capitulo 11, que contempla o trabalho experimental, intitulado “Avaliacdo
da atividade moluscicida e caracterizacdo quimica do extrato hidroalcoolico de folhas de
Ricinus communis L. (EUPHORBIACEAE).
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Esquistossomose

A esquistossomose € uma doenga antiga, que provavelmente se originou nas bacias do
rio Nilo, na Africa, e do Yangtzé, na Asia, posteriormente se disseminando pelo mundo
(PORDEUS et al., 2008). E uma parasitose de veiculacéo hidrica de grande importancia para a
salde puablica, prevalente em regides tropicais e subtropicais, em comunidades sem acesso a

agua potavel e servigos de saneamento basico e coleta de lixo (WHO, 2021).

1.1.2 Epidemiologia da esquistossomose

A doencga, popularmente conhecida por barriga d’agua, xistose, ou mal do caramujo,
tem sido reportada em 78 paises, sendo endémica em pelo menos oito paises e ilhas na América
Latina e no Caribe (LOVERDE et al., 2019) (figura 1). Além disso, a esquistossomose
representa um dos principais riscos a satde das populacdes rurais e das periferias das cidades,
afetando aproximadamente 240 milhdes de pessoas no mundo (DE MELO et al., 2016; GOMES
etal., 2016).

O Brasil é o pais com a maior &rea endémica das Américas. Estima-se que 25 milhGes
de pessoas vivem em regides sob o risco de contrair a doenca e aproximadamente 1,5 milh&o
estdo infectadas por Schistosoma mansoni (BRASIL, 2019). A ocorréncia da esquistossomose
é registrada em 18 estados do pais, distribuidos entre a area endémica e a area de foco
(EVERTON et al., 2018) (figura 1).

Apesar da tendéncia de reducdo observada nos ultimos anos, infecgdes e mortes em
decorréncia da endemia continuam a ocorrer (NASCIMENTO et al., 2018). Segundo estes
autores, no ano de 2015, os custos estimados com 0s gastos relacionados a parasitose no pais
somaram US$ 41.706.337,35, onde os custos indiretos, relacionados a licenca médica,
medicamentos, auxilios e mortes prematuras representaram 94,61% desse total. Dessa forma, o
alto impacto gerado na economia é um dos fatores que motivam a adoc¢ao de medidas com vistas

a reduzir ainda mais os riscos de infecgéo por S. mansoni no Brasil.



12

Figura 1: Distribuicédo da esquistossomose de acordo com a faixa de positividade, por municipio,
Brasil, 2009-2017
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Fonte: http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2019/janeiro/25/Mapa-distribuicao-esquistossomose-
2009-2017.pdf

No estado do Maranhdo, a esquistossomose € registrada atualmente em 36 municipios,
distribuindo-se entre as areas endémicas e focais (MARANHAO, 2021). Lima et al (2021)
demonstraram o impacto da esquistossomose na saude publica do Maranhéo, destacando que é

importante que sejam realizadas mais pesquisas voltadas para essa problematica.

No estado, problemas infra estruturais relacionados a distribuicdo de agua e esgoto,
aliada as condicdes socioecondmicas da populacédo, favorecem sua propagacdo. Em 2017, o
indice médio de rede coletora de esgotos no Maranhdo situou-se na faixa de 10 a 20%, e 0
indice de domicilios com abastecimento de gua esteve na faixa de 60 a 80% (BRASIL, 2019).
Em S&o Luis, capital do Estado, aproximadamente 82% dos domicilios tem acesso a agua

tratada e em média, 47% tem acesso a rede coletora de esgoto (ITB, 2020).

A migracdo de pessoas da Baixada Maranhense, regido endémica para a doenga no
estado, para as areas urbanas tem favorecido o surgimento de novos casos em Sao Luis, em
razdo de seu assentamento ndo planejado e construcdo de moradias sem as condigdes
necessarias (OLIVEIRA et al., 2013; NOGUEIRA et al., 2021). No municipio, a caréncia dos
servigos ja mencionados fornece as condicOes ideais para o estabelecimento do caramujo

transmissor e, consequentemente, o surgimento de novos casos da doenca (DAVID et al., 2018).


http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2019/janeiro/25/Mapa-distribuicao-esquistossomose-2009-2017.pdf
http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2019/janeiro/25/Mapa-distribuicao-esquistossomose-2009-2017.pdf
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1.1.3 Ciclo bioldgico

No género Schistosoma, sdo descritas seis espécies de importancia epidemiolégica para
a transmissdo da esquistossomose, porém no Brasil somente uma possui ocorréncia registrada,
S. mansoni (BRASIL, 2014; NEVES, 2016). A espécie pertence ao filo Platyhelminthes, classe
Trematoda, ordem Strigeiformes familia Schistosomatidae. E um verme digenético de corpo
delgado, de coloracdo esbranquicada e sexos separados, sendo esta uma caracteristica da
familia. A fémea adulta é mais alongada que o macho e se encontra alojada em uma fenda
localizada no seu corpo, denominada canal ginecéforo (BRASIL, 2019).

S. mansoni apresenta um ciclo bioldgico complexo que ocorre por meio da interacao
adaptativa entre o parasita com seus hospedeiros intermediarios e definitivos (ROCHA et al.,
2016). Os caramujos aquaticos da classe Gastropoda, familia Planorbidae e género
Biomphalaria sdo os hospedeiros intermediarios que ocorrem no Brasil, 0s quais Sdo seres
pulmonados e hermafroditas, que habitam colecdes de agua doce. No pais, ha trés espécies
envolvidas na transmissdo da esquistossomose: Biomphalaria glabrata, Biomphalaria
straminea e Biomphalaria tenagophila (BRASIL, 2014; GOVEIA et al., 2018).

B. glabrata é a espécie de maior importancia epidemiol6gica em razdo de sua extensa
distribuicdo geografica, além do alto grau de suscetibilidade a infeccdo pelo helminto
(SCHOLTE et al., 2012; CARVALHO et al., 2018). A espécie é hermafrodita, mas quanto a
sua reproducéo, prevalece a do tipo cruzado sobre a autofecundagéo, por possibilitar maior
variabilidade genética. Os espécimes bem desenvolvidos tém concha grande e lisa, chegando a
3 ou 4 cm de diametro e 6 a 7 giros (NEVES, 2016) (figura 2). Uma caracteristica importante
utilizada durante sua identificagdo morfoldgica é a presenca de uma estrutura pigmentada
denominada crista renal, ausente nas demais espécies do género Biomphalaria (BRASIL, 2008;
TIBIRICA et al., 2009).

Figura 2: Biomphalaria glabrata

Fonte: Autora.
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Quanto aos hospedeiros definitivos, em alguns animais foi observada a infec¢éo natural
por S. mansoni, tais como marsupiais (Didelphis marsupialis), ruminantes e roedores
(Nectomys squamipes e Holochilus. sciureus). Essa ultima espécie € endémica da regido da
Baixada Maranhense, sendo um dos participantes do ciclo de transmissdo silvestre do
trematodeo (GENTILE; NETO; D’ANDREA, 2010; LIRA et al., 2016). Apesar de todas as
espeécies descritas atuarem como hospedeiros definitivos de S. mansoni, 0 homem ¢ o de maior
importancia na cadeia epidemioldgica da esquistossomose (COLLEY et al., 2014).

O ciclo de vida de S. mansoni se inicia com o contato das fezes de individuos infectados
pelo helminto com a agua. A partir desses dejetos, eclodem ovos espiculados caracteristicos
dessa espécie que liberam o miracidio, larva ciliada que constitui a forma infectante para o
caramujo. No molusco, o trematodeo se desenvolve originando cercarias de cauda bifurcada
que sdo liberadas na dgua. Estas formas infectantes do hospedeiro vertebrado infectam o homem
por penetracdo ativa na pele ou nas mucosas e quando perdem a cauda, se transformam em
esquistossdmulos. Nessa forma, migram pelos vasos sanguineos para os pulmdes e em seguida,
para 0 sistema porta hepatico, onde se alimentam e se desenvolvem, transformando-se em
macho e fémea cerca de 25-28 dias apds a penetracdo. Acasalados, migram para a veia
mesentérica inferior, onde ovipdem. Os primeiros ovos sdo vistos nas fezes cerca de 45 dias
apos a infeccdo do hospedeiro definitivo. Esses ovos sdo lancados em corpos hidricos através
das fezes de um hospedeiro definitivo, o que pode dar inicio a um novo ciclo de transmissdo da
esquistossomose (SOUZA et al., 2011; COLLEY etal., 2014; NEVES, 2016) (Figura 3).

Ressalta-se que um Unico miracidio pode originar entre 100 a 300 mil cercérias e B.
glabrata pode eliminar, por dia, até 4.500 delas (MONTEIRO, 2017). O tempo de vida de S.
mansoni no hospedeiro humano é estimado entre 3 e 10 anos, mas em alguns casos, pode chegar
a 40 anos (COLLEY etal., 2014).
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Figura 3: Ciclo biolégico da esquistossomose
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Fonte: https://moodle.unasus.gov.br/vitrine29/pluginfile.php/8950/mod_resource/content/3/ebook/19.html

1.1.4 Controle da esquistossomose

Para o sucesso da vigilancia e do controle da esquistossomose, as medidas preventivas
devem ser aplicadas de maneira integrada, medidas estas que incluem o diagnostico precoce,
tratamento dos individuos infectados, controle dos hospedeiros intermediarios e acgdes
educativas em saude. Em relacdo ao controle dos hospedeiros intermediarios, 0s métodos
utilizados podem ser bioldgicos (controle biol6gico), fisicos (aterramento, drenagem do solo) e
quimicos (planos de tratamento e moluscicidas) (BRASIL, 2008).

Os moluscicidas sdo subtancias classificadas como naturais ou sintéticas utilizadas para
matar os moluscos, sendo aplicados naqueles que vivem em lavouras e jardinagens e tambem
nos caramujos vetores de doencas parasitarias (BRASIL, 2008). A niclosamida (2'5- dicloro-
4'-nitro-salicilanilida; Bayluscid) é o moluscicida sintético preconizado pela OMS para o
controle da doenca e que é, portanto, utilizado pelos programas de controle brasileiros para
combater os caramujos vetores da esquistossomose (CANTANHEDE et al., 2010; NEVES,
2016).

O controle desses moluscos é uma estratégia promissora por ter como alvo a eliminagao

do vetor, uma vez que o foco para o combate da doenca consiste na sua transmisséo. Dessa
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forma, o ciclo evolutivo do parasito sera interrompido e, consequentemente, havera reducéo de
novas infecgOes ou reinfeccdes (CANTANHEDE et al., 2010; PEREIRA et al., 2017).

E importante que se utilizem moluscicidas com resultados eficazes para que se alcance
efetivamente esse controle. Um bom moluscicida deve ser eficaz contra os caramujos
transmissores da esquistossomose, atdxico a sua fauna associada e ao homem e de féacil
manipulacdo (BRASIL, 2008). A utilizacdo da Niclosamida pode ocasionar algumas
desvantagens, como toxicidade para outras espécies da fauna devido a sua baixa seletividade,
além de baixa degradadabilidade e a resisténcia dos caramujos a esse moluscicida sintético
(LEYTON et al., 2005).

O interesse em buscar novas substancias que sejam facilmente biodegradaveis,
ecologicamente aceitaveis e que tenham atividade moluscicida tem aumentado
consideravelmente, principalmente com o objetivo de contornar a utilizagcdo de moluscicidas
sintéticos. Entre essas substancias, 0s extratos vegetais tendem a ser mais efetivos e menos
toxicos aos organismos nado-alvo, além dos eficientes resultados que geralmente tém
demonstrado sobre moluscos aquaticos (SINGH et al., 2012; VIEIRA et al., 2016).

1.1.4.1 Atividades biologicas de plantas

As plantas vém sendo empregadas ha muito tempo pela populagcdo humana em razao de
suas caracteristicas medicinais (ROSA et al., 2016). Diferentes partes de uma planta podem
apresentar tais propriedades, as quais estdo relacionadas a presenca de compostos bioativos com
aspectos quimicos distintos. Estes compostos classificam-se como metabo6litos primarios e
secundérios (SEYFRIED et al., 2016).

Os metabolitos priméarios, ou macromoléculas, sao essenciais a todos 0s seres vivos e
incluem os lipideos, glicidios e proteinas. Os secundéarios, também chamados micromoléculas,
séo produtos do metabolismo primario, possuindo atividades bioldgicas marcantes. Alem disso,
desempenham fungbes importantes para oS vegetais, como protecdo contra herbivoria e
patdgenos. Taninos, saponinas e flavonoides sdo alguns exemplos de metabolitos secundarios
(SANTOS, 2015; SIMOES et al., 2017).

O Brasil possui uma vasta biodiversidade, o que permite uma infinidade de estudos a
base de plantas (LEITE; CAMARGOS; CASTILHO, 2021). A grande quantidade de compostos
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sintetizados por elas abre margem para investigagdes sobre seus potenciais bioldgicos, o que
tem resultado em trabalhos que avaliaram a atividades bioldgicas como: larvicida sobre a
espéecie Aedes aegypti (FONSECA et al., 2019), antioxidante (MENEZES FILHO; SOUSA;
CASTRO, 2020) e moluscicida de plantas (GOMES et al., 2020).

1.1.4.2 Ricinus communis L. (EUPHORBIACEAE)

A familia Euphorbiaceae Juss. possui cerca de 300 géneros e 8000 espécies,
distribuindo-se predominantemente em regides tropicais e subtropicais e nos mais variados
tipos de vegetacdo e habitats (RAMALHO et al., 2018). E uma das maiores, mais complexas e
diversificadas familias das Angiospermas. Nela estdo incluidas plantas que usualmente
possuem latex leitoso, folhas alternadas, flores unissexuais e ovario supero (SECCO et al.,
2012; SINGH, 2019).

O género Ricinus L., que faz parte dessa familia, € formado por arvores e arbustos de
substrato terricola que podem alcangar entre 1 e 5 metros de altura (KULKAMP, 2020). A
espécie Ricinus communis L., uma das mais conhecidas do género, foi descrita em 1753 pelo
naturalista sueco Carl von Linné. Atualmente esta enquadrada na subdivisdo Fanerogamae, filo
Angiospermae, classe Dicotiledonae, ordem Geraniales, familia Euphorbiaceae (PUTTINI,
2014; KULKAMP, 2020).

Os centros de diversidade de R. communis localizam-se na antiga Abissinia, hoje
Etidpia, e no leste da Africa. A domesticacéo de sua cultura foi relatada no Egito, no ano 4000
a.C. No continente americano, sua introducéo foi feita, aparentemente, depois da chegada dos
europeus, provavelmente com a importacdo dos escravos africanos, sendo as formas existentes
relacionadas as da Africa (MILANI, 2020).

No Brasil, a planta possui variadas denominacgdes populares, como mamona, bafureira,
ricino, palma de cristo, carrapateira e enxerida. Na Inglaterra e nos Estados Unidos, a espécie é
cohecida pelo nome de “castor bean” e “castor oil seed”, enquanto na Alemanha ¢ conhecida
como “wunder baum”; em espanhol, “higuerilla, higuerete, palma Christi, higuera e tdrtago”;
em francés, “ricinu”, o que mostra sua grande dispersao pelo mundo (MILANI, 2020;
TROPICOS, 2020).

A espécie demonstrou ampla adaptacdo as condicdes de clima e solo do Brasil, sendo

hoje encontrada, praticamente, em todo o territério nacional, entre 0s quais, no estado do



18

Maranhdo (MILANI, 2020). Ocorre nos dominios fitogeograficos da Amaz6nia, Caatinga,
Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal, em areas antropicas (KULKAMP, 2020) (figura
4).

A planta e de facil cultivo e resistente a seca, além de ser tolerante a uma ampla faixa
de temperatura, sendo, muitas vezes, cultivada como planta ornamental em zonas temperadas,
apesar de crescer melhor em temperaturas elevadas (OLIVEIRA et al., 2005). E cultivada com
fins comerciais em mais de 15 paises, entre eles, o Brasil, que se destaca como um dos maiores
produtores mundiais (LOPES, 2012).

Figura 4: R. communis (mamona)

Fonte: Autora.

Os subprodutos da mamona tém uma grande variedade de aplicagdes. O 6leo de mamona
obtido a partir das sementes € um dos principais, sendo a base para a producdo de resinas
plasticas, equipamentos de laboratério, além de ser empregado na indUstria de cosméticos e
perfumaria, onde se destaca o 6leo de ricino. No sentido da preocupagdo com o meio ambiente,
esse Oleo também ¢é utilizado para a producdo de biodiesel, um combustivel biodegradavel e
menos poluente (ALBERTIN; TELLES, 2008; FERNANDES, 2010; PUTTINI, 2014,
BARROS; JARDINE, 2019).
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As plantas da especie apresentam grande variabilidade em diversas caracteristicas, como
habito de crescimento, cor das folhas e do caule, tamanho, cor e teor de 6leo das sementes. Séo
encontrados tipos botanicos com porte baixo ou arbdreo, ciclo anual ou semiperene, com folhas
e caule verde, vermelho ou rosa, com a presenca ou auséncia de cera no caule, com frutos com

ou sem espinhos, deiscentes ou indeiscentes (MILANI, 2020) (figura 5).

As folhas sdo geralmente simples, grandes, palmatilobadas, com largura variando entre
15 a 30 cm e filotaxia do tipo alternada. A espécie possui flores em racemos terminais, onde as
femininas ocupam a porcédo inferior da inflorescéncia. Os frutos sdo capsulas espinhosas,
triloculares, com uma semente em cada léculo (FONSECA; SOTO-BLANCO, 2014).

Figura 5: Caule, folhas e frutos de R. communis

Fonte: Autora.

As sementes ocorrem em diversos tamanhos e coloragdes, possuindo diferentes teores
de Oleo. Tém forma variavel, podendo ser ovoides ou oblongas.
A semente constitui-se de: tegumento externo e interno, o que representa entre 20% a 25% do
Seu peso, nas cultivares comerciais; carincula, uma estrutura esponjosa originada da divisdo
celular do tegumento préximo a micropila; endosperma, rico em 6leo e proteina e embrido,
composto pelos cotilédones, radicula, hipocétilo e epicotilo (MILANI, 2020).
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Diversas atividades biologicas de R. communis ja foram investigadas, como agdo
antifungica e antibacteriana (SUURBAAR; MOSOBIL; DONKOR, 2017) e acdo moluscicida
sobre caramujos do género Pomacea (FELIZARI; OLIVEIRA, 2011), o que demonstra o
grande potencial biotecnologico dessa espécie vegetal. Quanto a caracterizacdo fitoquimica das
folhas da espécie, estudos constataram a presenca de flavonoides como rutina, quercetina e
kaempferol, além de compostos fendlicos (UPASANI et al., 2003; CHEN; ZHANG; CHEN,
2008; LIMA et al., 2017).

1.2 Ensaios de toxicidade

Ensaios de toxicidade sdo testes realizados sob condicGes experimentais especificas e
controladas, utilizados para estimar a toxicidade de substancias, efluentes industriais e amostras
ambientais (aguas ou sedimentos). Nesses ensaios, organismos-testes sdo expostos a diferentes
concentracfes de amostra e os efeitos toxicos produzidos sobre eles sdo observados e
quantificados (COSTA et al., 2008). Também conhecidos por bioensaios, sdo formas de avaliar

a acdo de agentes externos sobre os organismos (TERRA; FEIDEN, 2003).

Entre os organismos utilizados nesses testes, destaca-se Artemia salina Leach, um
organismo zooplanctdnico marinho que tem sido amplamente utilizado em ensaios de
toxicidade devido a sua facilidade de cultura, disponibilidade e baixo custo (ATES et al., 2019)
(figura 6).

Figura 6: Artemia salina Leach

Fonte: https://centeraquarismo.wordpress.com/2015/06/26/artemia-salina/
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

>

Avaliar o potencial moluscicida de folhas de Ricinus communis sobre o molusco

transmissor da esquistossomose

2.2 Objetivos Especificos

>

Levantar o perfil das pesquisas sobre plantas da familia Euphorbiaceae voltadas
para estudos sobre moluscicidas;

Investigar o potencial moluscicida do extrato das folhas de Ricinus communis
sobre caramujos da espécie Biomphalaria glabrata;

Verificar o perfil fitoquimico do extrato das folhas de R. communis;

Verificar a influéncia do extrato de R. communis sobre parametros
comportamentais e fisiologicos de B. glabrata;

Verificar a toxicidade do extrato sobre Artemia salina



3 CAPITULO |

Atividade moluscicida de extratos de plantas da familia Euphorbiaceae sobre
caramujos transmissores da esquistossomose: uma revisao integrativa
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Atividade moluscicida de extratos de plantas da familia Euphorbiaceae sobre
caramujos transmissores da esquistossomose: uma revisdo integrativa

RESUMO

A esquistossomose é uma doenca infecciosa de veiculacdo hidrica que ocorre
principalmente em paises tropicais e subtropicais. Sua transmissdo persiste em varias
regides do mundo, o que tem motivado a busca de medidas para o controle dessa doenca,
através, por exemplo, do controle dos moluscos do género Biomphalaria por meio dos
moluscicidas, com destaque para a utilizacdo de produtos de origem natural a partir de
extratos vegetais. A familia Euphorbiaceae Juss. apresenta varias espécies vegetais cuja
atividade moluscicida foi pesquisada. Dessa forma foi realizada uma investigacdo dos
trabalhos disponiveis sobre essa atividade e que utilizaram plantas da referida familia. As
buscas dos artigos foram realizadas entre dezembro de 2020 e abril de 2021, em cinco
bases de dados ¢ os descritores empregados foram “esquistossomose”, “Euphorbiaceae”
e “moluscicida”. Foram encontrados 39 artigos que avaliaram a acdo moluscicida de 4
géneros da familia Euphorbiaceae, com destaque para o género Euphorbia. Os caramujos
utilizados nos testes moluscicidas pertenciam aos géneros Biomphalaria, Oncomelania e
Bulinus. Grande parte dos estudos utilizou os protocolos da Organizacdo Mundial da
Salde (1965 e 1983) para avaliar a acdo sobre 0os moluscos. Observou-se que nos testes
muitos trabalhos utilizaram o latex (substdncia comum nos representantes da familia
Euphorbiaceae), nos quais o latex de espécies como Euphorbia splendens var hislopii, E.
milii e E umbellata demonstraram agdo moluscicida. As concentracdes e doses letais que
mataram 50, 90 ou 100% dos moluscos variaram entre menos que 1 e mais que 100 ppm.
Foi verificado também que alguns estudos avaliaram além da mortalidade dos caramujos,
parametros fisioldgicos e comportamentais. O tempo de observacdo da mortalidade e de
outros parametros dos moluscos variou entre 24 e 96h. Conclui-se que os resultados
encontrados nessa revisdo podem auxiliar estudantes e pesquisadores a identificar
espécies vegetais dessa familia que possam contribuir com formulacGes futuras com
atividade moluscicida, além de abrir margem para novos estudos com outras espécies da
familia, dado o seu potencial moluscicida.

Palavras-chave: Produtos naturais. Plantas. Atividade biol6gica. Moluscos.

ABSTRACT

Schistosomiasis is a waterborne infectious disease that occurs mainly in tropical and
subtropical countries. Its transmission persists in several regions of the world, which has
motivated the search for measures to control this disease, through, for example, the
control of mollusks of the Biomphalaria genus through molluscicides, with emphasis on
the use of natural products from plant extracts. The family Euphorbiaceae Juss. presents
several plant species whose molluscicidal activity was researched. Thus, an investigation
was carried out of the available works on this activity and that used plants from that
family. The searches for articles were carried out between December 2020 and April
2021, in five databases and the descriptors used were “schistosomiasis”, “Euphorbiaceae”
and “molluscicide”. 39 articles were found that evaluated the molluscicidal action of 4
genera of the Euphorbiaceae family, with emphasis on the genus Euphorbia. The snails
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used in the molluscicidal tests belonged to the genera Biomphalaria, Oncomelania and
Bulinus. Most of the studies used the protocols of the World Health Organization (1965
and 1983) to assess the action on mollusks. It was observed that, in the tests, many works
used latex (a common substance among representatives of the Euphorbiaceae family), in
which latex from species such as Euphorbia splendens var hislopii, E. milii and E.
umbellata demonstrated molluscicidal action. The concentrations and lethal doses that
killed 50, 90 or 100% of the mollusks ranged from less than 1 to more than 100 ppm. It
was also verified that some studies evaluated, in addition to snail mortality, physiological
and behavioral parameters. The observation time of mortality and other parameters of the
molluscs varied between 24 and 96h. In conclusion, the results found in this review can
help students and researchers to identify plant species of this family that can contribute
to future formulations with molluscicide activity, in addition to opening up new studies
with other species of the family, given its molluscicide potential.

Keywords: Natural products. Plants. Biological activity. Mollusks.

INTRODUCAO

A esquistossomose € uma infeccdo parasitaria que afeta cerca de 250 milhdes de
pessoas o mundo e que ocorre em paises tropicais e subtropicais, com pouco ou nenhum
acesso a saneamento basico e agua potavel'2. Sua transmissdo acontece por meio da
interacdo entre os moluscos, que sao 0s hospedeiros intermediarios, o helminto do género
Schistosoma e o ser humano, o hospedeiro definitivo de maior importancia na cadeia

epidemiologica da doenca®.

Os caramujos vetores dessa endemia fazem parte da classe Gastropoda. Espécies
do género Biomphalaria, Bulinus e Oncomelania sdo hospedeiros intermediarios de
Schistosoma mansoni, S. haematobium e S. japonicum, respectivamente*> No Brasil,
caramujos do género Biomphalaria, inico género de importancia epidemiol6gica no pais,
distribuem-se geograficamente por 16 estados dos 18 onde a doenca é registrada, além do

Distrito Federal®.

Dada a persisténcia da transmissdo da esquistossomose em varias regides do
mundo, diversas medidas tém sido propostas para contornar essa situacdo. Uma delas é o
controle dos caramujos vetores por meio de moluscicidas, substancias de origem natural
ou sintética utilizados primariamente para eliminar moluscos’. A niclosamida (Bayluscid)
é o moluscicida sintético preconizado atualmente pela Organizacdo Mundial da Saude

(OMS). Apesar de sua eficacia contra os moluscos, a substancia pode ser toxica para
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vertebrados aquaticos e crustaceo e é pouco degradavel no ambiente®. Dessa forma, tem
aumentado o interesse em contornar sua utilizagéo por meio de estudos com moluscicidas
de origem vegetal, os quais ganharam importancia devido sua ac¢do eficiente e maior taxa
de degradabilidade®**.

O Brasil, por ser um pais com ampla biodiversidade, apresenta grande potencial
para o desenvolvimento de estudos a base de plantas®?. Estas sdo consideradas o foco da
pesquisa moderna devido a sua grande variabilidade quimica e bioldgica e por ter uma
complexidade de compostos com atividades promissoras'®. Dentre as atividades
bioldgicas derivadas do metabolismo secundario das plantas, estudos destacaram uma
infinidade de a¢fes, como antimicrobiana, antioxidante e larvicida sobre a espécie Aedes
aegypti 14,1516

A familia Euphorbiaceae Juss. € uma das mais complexas e diversas dentro das
Angiospermas, com aproximadamente 300 géneros e 8000 espécies descritas. Essa
familia ocorre principalmente nas regides tropicais, com destaque para a Africa e
América, e suas espécies sdo reconhecidas pelas propriedades medicinais e presenca de
toxinas!’. A familia se destaca em termos econdmicos por conter géneros empregados na
alimentacdo humana e medicina popular, como Manihot esculenta Crantz (mandioca),

Ricinus communis L. (mamona) e Hevea brasiliensis Willd. Ex. A. Juss. (seringueira)®®.

Diversas atividades biologicas foram comprovadas em plantas da familia
Euphorbiaceae, como antibacterianal® e antioxidante?®. Estudos que investigaram a
atividade moluscicida de plantas dessa familia tém demonstrado resultados
promissores?:?2, Dada a importancia dessas espécies vegetais no ambito das pesquisas
sobre atividade moluscicida, este estudo objetivou investigar os trabalhos disponiveis

sobre essa atividade que utilizaram como ferramenta plantas da referida familia.

METODOLOGIA

Este artigo trata-se de uma revisao integrativa que foi desenvolvida a partir da
analise de estudos encontrados em cinco bases de dados: Scielo (Scientific Electronic
Library), Portal de Periddicos Capes, PubMed, Google Scholar e Science Direct. As

buscas foram realizadas entre dezembro de 2020 e abril de 2021. Foram selecionados
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trabalhos que testaram a atividade moluscicida de plantas da familia Euphorbiaceae sobre

caramujos transmissores da esquistossomose mansonica utilizando extratos vegetais.

Os descritores utilizados para as buscas foram: "esquistossomose”,
“Euphorbiaceae” e “moluscicida”. A busca dos artigos foi realizada por meio do
cruzamento desses descritores utilizando os operadores booleanos “OR” e “AND”. Como
critérios de inclusdo, foram selecionados artigos e notas cientificas publicados entre os
anos 1980 e 2020, nos idiomas inglés, portugués e espanhol. Como critérios de exclusao,
foram suprimidos monografias, dissertacdes, teses, trabalhos publicados em anais de
eventos e artigos de revisdo. Estudos que demonstraram atividade moluscicida em
espécies de caramujos ndo-transmissores da esquistossomose também foram excluidos,
bem como trabalhos que utilizaram dleos essenciais e aqueles que testaram atividade

ovicida e cercaricida (figura 1).

Figura 1: Fluxograma da metodologia utilizada no estudo

Selecdo das bases de dados: Scielo, Portal de Periddicos
Capes, PubMed, Google Scholar e Science Direct

U

Selecdo dos descritores: “esquistossomose”,
“Euphorbiaceae” ¢ “moluscicida”

U

Cruzamento dos descritores por operadores
booleanos OR e AND

A

Critérios de inclusdo Critérios de exclusdo

Fonte: Autora.
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RESULTADOS

Foram encontrados 39 artigos que analisaram a atividade moluscicida em plantas
da familia Euphorbiaceae, 0s quais avaliaram essa acdo em 4 géneros: Euphorbia,
Jatropha, Croton e Synadenyum. Estes foram distribuidos em um grafico de frequéncias,
que demonstra a quantidade de espécies vegetais por género e onde é possivel observar

que Euphorbia foi o predominante (figura 1).

Os trabalhos foram organizados em uma tabela onde constam dados como: 0 nome
da espécie vegetal estudada, os caramujos em que foram realizados os testes moluscicidas
e a mortalidade observada nesses moluscos (Tabela 1). Quanto as espécies vegetais
utilizadas para a preparacdo dos extratos, houve predominancia do latex, mas também
foram utilizados casca, caule, folhas, frutos, raizes e sementes. Os caramujos utilizados
nos testes moluscicidas pertenciam as espécies Biomphalaria glabrata, B. straminea, B.
tenagophila, B. pfeifferi, B. alexandrina, Oncomelania hupensis, Bulinus truncatus e B.

natalensis.

As concentracOes e doses letais que mataram 50, 90 ou 100% dos moluscos
variaram entre menos que 1 e mais que 100 ppm. O tempo de observacao da mortalidade
e de outros parametros dos caramujos variou entre 24 e 96h, com excecdo de um estudo

que avaliou a acdo moluscicida durante 9h.

Figura 1: Quantidade de espécies vegetais encontradas nas buscas, de acordo com o género

QUANTIDADE DE E§PECIES VEGETAIS POR
GENERO

mCroton mEuphorbia mJatropha = Synadenium

Fonte: Autora.



Tabela 1- Principais dados dos artigos encontrados nas buscas
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Espécie vegetal Parte utilizada Extrato Caramujo Mortalidade (ppm) Tempo Referéncia
Euphorbia tirucalli latex - B. glabrata DL*y= 85 48 h 23
Euphorbia splendens var hislopii latex - B. glabrata DLg< 0,5 -
latex - B. tenagophila DLg< 0,6 - 24
Euphorbia splendens var hislopii latex - B. glabrata - 9h 25
Euphorbia splendens var hislopii latex - B. glabrata - 24 h 26
Euphorbia splendens var. hislopii latex - B. tenagophila DLy entre 1,02 e 1,14 - 27
Euphorbia milii latex - B. glabrata - - 28
Jatropha curcas sementes aquoso B. glabrata CL**5= 10 48 h
0. hupensis CLso=10 48 h
metandlico B. glabrata CLso=10 48 h
0. hupensis CLso=10 48 h 29
Euphorbia splendens var hislopii latex - B. glabrata - - 30
Euphorbia milii var hislopii latex - B. glabrata - - 31
Euphorbia splendens var hislopii  latex liofilizado - Bulinus sp. DLg= 0,15 48 h
latex liofilizado - B. glabrata DLg= 0,13 48 h
latex liofilizado - B. tenagophila DLgo= 0,20 48 h
latex liofilizado - B. straminea DLg=0,18 48 h
latex natural - B. pfeifferi DLgo=4 48 h 32
Jatropha glauca folhas e tronco metandlico B. pfeifferi DLgo= 29,8 -
folhas e tronco cloroférmio B. pfeifferi - -
Euphorbia helioscopia folhas e tronco metanolico B. pfeifferi DLgo= 65,5 -
folhas e tronco cloroférmio B. pfeifferi DLgo=114,6 -
Euphorbia schimperiana folhas e tronco metandlico B. pfeifferi DLgo= 23,8 -
folhas e tronco cloroférmio B. pfeifferi DLgo=5,6 - 34
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Jatropha elliptica Raizes etanol B. glabrata DLso= 24,80 24h 35
B. glabrata CLso=0,12
Euphorbia milii latex liofilizado - B. tenagophila CLso= 0,09 48h 36
H. duryi CLso=10,10
Jatropha curcas sementes metandlico B. glabrata CL1oo= 25 72h
sementes metanolico B. truncatus Cligo=1 72h
sementes metanodlico B. natalensis ClLig=1 72h 37
Euphorbia splendens var hislopii latex - B. glabrata - - 38
Euphorbia royleana latex natural - B. alexandrina - -
latex liofilizado - B. alexandrina ClLgo=11 -
Euphorbia mauritanica latex natural - B. alexandrina CLgo= 60
latex liofilizado - B. alexandrina - -
Jatropha curcas - cloroférmio B. alexandrina CLgo=55 -
- acetonitril B. alexandrina ClLg=6 - 39
Euphorbia splendens var hislopii latex - B. tenagophila CLgomax= 10,3 - 40
Croton campestris cascas de raizes  diclorometanico B. truncatus CL1oo= 20 24 h 41
Euphorbia splendens var. hislopii latex - B. glabrata DLs=1 24 h 42
Euphorbia conspicua folhas metandlico B. glabrata Inativo -
latex - B. glabrata Clgo= 4,87 48 h 43
Euphorbia splendens var hislopii latex - B. glabrata DLso=1 24 h 44
Euphorbia milii latex - B. glabrata - -
Milin - B. glabrata - - 45
Euphorbia splendens Tzﬂ;iﬁcsigzges che;?g:; B. alexandrina g::zgi é; 24 h 46
raizes Acetona B. glabrata CLso=0,0175 24h 47
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Euphorbia cornigera

Croton floribundus

Euphorbia cauducifolia
Euphorbia splendens var hislopii
Synadenium carinatum
Euphorbia milii
Synadenium grantii
Euphorbia conspicua
Euphorbia splendens var hislopii

Euphorbia myrsinites

Euphorbia splendens

Jatropha gossypiifolia

Euphorbia umbellata

Croton floribundus

Euphorbia milii

Euphorbia miliivar hislopii

folhas

casca
latex
latex
latex

folhas
latex
latex

folhas e caule

caule
folhas
frutos
latex
folhas
caules
latex
latex
latex
latex

hexanico
etanolico
metandlico
acetato de etila*

alcoolico

aquoso

etanol

etandlico
etandlico
etandlico
etandlico
etandlico

. glabrata
. glabrata
. glabrata
. glabrata
. glabrata
. glabrata
. glabrata
. glabrata
. glabrata
. glabrata

T 0 0 W 0 0 0 W ™ W @

. glabrata

B. alexandrina
. truncatus

B
B. glabrata
B. glabrata
B. glabrata
B. glabrata
B. glabrata
B. glabrata
B. glabrata
B. straminea
B. tenagophila
B. glabrata

CLgo: 85,2
CLgo: 35,2
CLgo: 11,5

Clsode 1,38 22,67

CLgo: 2,3
CLloo: 0,05
CL50 = 0,04

CLio=1

CLsozl

CLso=15.1 (galhos) e

8.9 (folhas)
CLgo= 50,82
CLgo= 40,22
Clso< 25
LCso> 100
CLso= 53,60
CLgoZ 3,69
Inativo
Inativo
DL1oo= 8
DLioo=8
DLloo: 4
CLsoZ 0,53

48 h

24 h
24 h
96h

24h

48h

96 h
96 h
96 h
24 h

48 h

24 h

48
49
21
50
51
52
53
54

55

56

57
22

58

59
60

Legenda: DL* (dose letal) e CL** (concentracéo letal). DLso, DLgo, DL1go € CLso, CLgo € CL1go representam doses e concentragdes letais que ocasionaram a morte de 50, 90 e

100% dos caramujos. No item “Mortalidade” foram inseridos somente dados relacionados a tais concentragdes ou doses. Fonte: Autora.
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DISCUSSAO

Os trabalhos encontrados se concentram somente nos 4 géneros dispostos no grafico 1,
apesar da diversidade de géneros e espécies da familia Euphorbiaceae!®. Géneros como por
exemplo Ricinus e Hevea, aos quais pertencem Ricinus communis L. e Hevea brasiliensis Willd.

Ex. A. Juss., respectivamente, ndo contam com nenhum estudo sobre atividade moluscicida.

A maior parte dos artigos encontrados estudou a atividade moluscicida em plantas do
género Euphorbia, o qual é o maior género da familia Euphorbiaceae, com 2000 espécies
registradas, além de grande diversidade de variedades, distribuicio e morfologia®. Neste
género, houve uma predominancia de artigos que testaram a atividade moluscicida de
Euphorbia splendens Bojer ex Hook. e Euphorbia milii Des Moul., bem como de sua variedade
hislopii. De acordo com Silva et al.??, esses nomes so sindnimos e qualquer um deles pode ser
utilizado para designar a planta popularmente conhecida por “coroa-de-cristo”. Entretanto, para
propiciar uma melhor compreensdo, optou-se nesta revisdao por discutir os artigos que
abordaram essa espécie de forma separada, contabilizando de acordo com a nomenclatura

utilizada pelos autores.

Dessa forma, a espécie Euphorbia splendens var hislopii Juss. foi a predominante, sendo
abordada em 13 trabalhos. Mendes et al?® testaram as propriedades moluscicidas desta espécie
vegetal em um habitat 16tico localizado em Ribeirdo das Neves, MG, e observaram que seu
latex na concentracdo de 5 a 12 ppm matou 100% da populacéo de B. glabrata em 24 horas.
Um experimento semelhante foi conduzido em um habitat 16tico no municipio de Paracambi,
RJ. Neste trabalho, o latex de E. splendens var hislopii causou a morte de 100% dos caramujos
da espécie B. tenagophila na concentragéo de 100 ppm?. A principal diferenca entre ambos os
trabalhos foi que no primeiro os testes ocorreram em pogas artificiais, enquanto que no segundo,
ocorreram em dois corregos distintos. O primeiro também demonstrou os resultados de

mortalidade para o latex liofilizado.

Mello-Silva et al.*> avaliaram as alteracGes fisioldgicas causadas pelo latex de E.
splendens var. hislopii sobre B. glabrata e constataram que, além de ocasionar uma mortalidade
proporcional a dose administrada, este causou uma reducdo acentuada das reservas de
glicogénio na glandula digestiva e elevagéo do conteudo proteico na hemolinfa dos caramujos.
Em 2010, Mello-Silva et al.20 realizaram um trabalho semelhante, porém em caramujos
infectados com S. mansoni, também observando a reducdo na reserva de glicogénio, tanto nos

caramujos expostos quanto naqueles nio expostos ao latex?.
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Dois artigos analisaram a atividade moluscicida de Euphorbia splendens. O trabalho de
Bakry*® analisou os efeitos de seu extrato sobre B. alexandrina, revelando uma grande reducio
nas taxas de sobrevivéncia e crescimento dos moluscos, bem como aumento de glicose na
hemolinfa e queda de glicogénio nos tecidos moles dos animais. Outro estudo avaliou os efeitos
de extratos dessa espécie vegetal no conteido de DNA e proteinas de B. glabrata e B. truncatus
utilizando a eletroforese, demonstrando que estes tiveram efeitos consideraveis nos padrdes de
proteinas dos caramujos submetidos aos testes®®. Um ponto que diferenciou bastante esse
trabalho dos demais foi o fato de ndo apenas testar o extrato sobre os moluscos, mas também

avaliar se houve alguma consequéncia disso sobre seu contetdo proteico.

A espécie Euphorbia milii foi a segunda mais encontrada nas buscas, com 5 artigos. O
artigo de Oliveira-Filho; Paumgartten® testou os efeitos do latex desta espécie sobre moluscos
vetores da esquistossomose (B. glabrata e B. tenagophila), além de um organismo ndo-alvo (H.
duryi). Os autores compararam esses resultados com os da niclosamida, demonstrando que o
latex € mais seletivo para os moluscos vetores do que o moluscicida preconizado pela
Organizacgdo Mundial da Satide (OMS). Em 2010, Oliveira-Filho et al.>! conduziram um estudo
semelhante, porém os testes foram efetuados em embrides de caramujos B. glabrata. Nesse
estudo, embora ndo tenha ocorrido morte dos embriGes em um ndmero consideravel, o latex de

E. milii interrompeu o desenvolvimento dos caramujos.

Pereira et al.?? estudaram a composicdo quimica e analisaram os efeitos do latex de
Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns sobre caramujos da espécie B. glabrata. Os autores
obtiveram uma atividade moluscicida eficiente e baixa toxicidade para o organismo nao-alvo
utilizada nos testes, o peixe Danio rerio. Os mesmos destacaram ainda a importancia de se
realizarem novos testes com esses tipos de organismos, a fim de se verificar a aplicabilidade do
moluscicida no ambiente. Em um estudo mais recente e similar a este, Paula-Andrade et al.*
desenvolveram um kit moluscicida a partir do latex liofilizado de E. milii. Os resultados
demonstraram uma efetiva acdo sobre os caramujos testados, alem de baixa toxicidade contra
0 organismo ndo-alvo utilizado, que foi o0 mesmo empregado no estudo anterior, sugerindo que

0 produto poderia ser uma alternativa viavel no combate da esquistossomose.

Foram encontrados 2 artigos com a espécie Euphorbia milii var. hislopii Des Moul.
Alberto-Silva et al.®° analisaram a influéncia do latex dessa planta sobre o comportamento de
caramujos da espécie B. glabrata, observando que houve interferéncia em sua locomogéo e na
quantidade de desovas. Em um artigo de revisdo realizado em 2018, Augusto; Silva®

analisaram trabalhos que investigaram a atividade moluscicida dessa espécie, mostrando que
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este € um moluscicida natural promissor para ser utilizado na rotina dos Programas de Controle

da Esquistossomose, tendo como um dos motivos seu baixo custo.

Dos Santos et al.*® avaliaram a atividade moluscicida do extrato das folhas e do latex da
espécie Euphorbia conspicua N.E. Br. O primeiro ndo demonstrou atividade, sendo
considerado inativo de acordo com a classificacdo da OMS. Entretanto, o latex in natura e suas
fracdes irritantes I e 11 demonstraram efetiva acdo contra os caramujos testados. O trabalho de
Mata et al.>® testou a agio moluscicida da mesma espécie vegetal. Nele, os autores testaram a
atividade de determinados compostos isolados da planta, sendo o 20-O-acetil-3-O-angeloil-
ingenol o que obteve melhor atividade moluscicida, com uma CLioo equivalente a da
niclosamida.

No trabalho de Barth et al.®® os extratos etandlicos de Croton floribundus Spreng foram
considerados inativos contra B. glabrata. Como pode-se observar na tabela 1, o resultado
“inativo” dos testes moluscicidas foi obtido em 2 estudos. Tal inatividade pode ser explicada
pela auséncia de metabolitos secundarios que propiciam acdo moluscicida em plantas, como
saponinas e taninos®.

Alberto-Silva et al.®° descrevem o género Synadenium Boiss como um heterotitipico de
Euphorbia. Este género foi encontrado em dois artigos. Em um deles, Moreira; Zani; Alves*
obtiveram 100% de mortalidade em caramujos B. glabrata quando submetidos a concentracédo
de 0,05 ppm do extrato metandlico de Synadenium carinatum Boiss. No outro artigo
encontrado, Hartmann et al.>? testaram a atividade moluscicida de 8 espécies vegetais, sendo 4
delas da familia Euhorbiaceae. Nesse estudo, a Unica planta que exibiu tal atividade foi
Synadenium grantii Hook, e os autores descreveram esse resultado como pioneiro para a planta
em questdo. Os testes moluscicidas empregados em ambos os trabalhos foram bem similares,

baseando-se principalmente nas metodologias preconizadas pela OMS.

Baloch; Baloch & Baloch*’ avaliaram a capacidade moluscicida de varios compostos
isolados dos extratos de Euphorbia cornigera Boiss sobre a espécie B. glabrata, obtendo
resultados promissores. Patel et al.> alcancaram resultados eficientes de mortalidade contra o
mesmo caramujo ao testarem os extratos de Euphorbia myrsinites L., porém os autores
observaram que estes eram instaveis a temperatura ambiente, o que reduziu sua agdo no decorrer
dos dias. O problema foi contornado com a fabrica¢do de um produto mais estavel a temperatura

a partir desse extrato, o qual poderia ser aplicado no ambiente sem graves riscos ecologicos.

O género Jatropha foi o segundo com o maior nimero de espécies estudadas, conforme

se observa na figura 1. Este possui plantas suculentas, arbustos e arvores que tém sido



39

empregados em tratamentos humanos e veterinarios ha muito tempo®:. Liu et al.*® e Rug &
Rupel®” analisaram a acdo moluscicida de sementes de Jatropha curcas L. contra caramujos
dos géneros Biomphalaria, Oncomelania e Bulinus. Esses trabalhos foram os Unicos que
investigaram a acdo de sementes. No primeiro, os resultados positivos para as duas espécies de
moluscos testadas foram atribuidos principalmente a um composto isolado da planta, a
antraquinona. No segundo, foram testados varios extratos, sendo o metandlico considerado o
melhor deles. Esse estudo avaliou ndo s6 a mortalidade dos caramujos como também os efeitos

sobre cercarias e miracidios de S. mansoni.

Pereira-Filho et al.%” realizaram um estudo cujo objetivo era avaliar a capacidade
moluscicida de folhas, frutos e caule de Jatropha gossypiifolia L. sobre moluscos da espécie B.
glabrata. Além dos resultados positivos obtidos quanto a mortalidade dos individuos,
principalmente do extrato das folhas, os autores observaram que o extrato dos frutos influenciou
significativamente a capacidade alimentar e de oviposicdo dos caramujos.

Quanto ao género Croton, seus representantes localizam-se muito préximo a regido dos
Tropicos, distribuindo-se pela América Central, América do Sul, Asia e Norte da Africa®*.
Foram encontrados trés artigos que avaliaram a acdo moluscicida de plantas desse género, sendo
que um deles foi discutido anteriormente. EI Babili et al.*! avaliaram a acéo de trés diterpenoides
isolados de Croton campestris A. St-Hil. contra o caramujo B. truncatus, obtendo um melhor
resultado com o extrato diclorometanico obtido das cascas das raizes. Medina et al.*®
encontraram uma agdo moluscicida positiva de extratos e de um composto isolado de C.
floribundus utilizando caramujos B. glabrata. Os autores observaram baixa toxicidade de
ambos quando testados em Artemia salina, um organismo de ambiente salino muito utilizado

em ensaios de toxicidade®®.

Al-Zanbagi, Banaja; Barret®* testaram a acio de extratos de Jatropha glauca Griseb.,
Euphorbia helioscopia L. e E. schimperiana Scheele sobre caramujos B. pfeifferi, onde os
extratos metandlico e cloroférmico exibiram os melhores resultados de mortalidade. Abdel-
Hamid®®, em um trabalho semelhante, investigou essa atividade em extratos das espécies
vegetais Euphorbia royleana Boiss., Euphorbia mauritanica L. e Jatropha curcas L. O autor
encontrou uma maior atividade moluscicida no latex liofilizado de E. royleana, embora os latex
das outras espécies também tenham exibido tal atividade. Esse estudo também avaliou agéo

esquistossomicida in vitro.
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De modo geral, os artigos encontrados possuem metodologias semelhantes para
avaliacdo da atividade moluscicida, baseando-se principalmente naquelas preconizadas pela
OMS (1965 e 1983). Observou-se um padréo basico nos testes, o qual foi: preparar o extrato ou
utilizar o latex da planta, testar sobre o caramujo e avaliar a possivel e melhor atividade

moluscicida.

Grande parte dos trabalhos testou a agdo moluscicida do latex (uma substancia comum
nos representantes da familia Euphorbiaceae), nos quais o latex de especies como Euphorbia
splendens var hislopii, E. milii e E umbellata demonstraram agdo moluscicida. Alguns estudos
testaram também a acdo de compostos especificos isolados dos extratos, e outros, além de
analisar a mortalidade, investigaram também parametros fisioldégicos e comportamentais.
Poucos trabalhos testaram a toxicidade para organismos ndo-alvo, especialmente os estudos

mais recentes, 0s quais utilizaram espécies como Danio rerio e Artemia salina.

A espécie de caramujo mais utilizada nos testes foi Biomphalaria glabrata e os quase
todos os extratos utilizados nas pesquisas demonstraram acdo moluscicida eficiente, com
excecdo de dois que se mostraram inativos. Esses resultados reforcam a importancia da
utilizagdo dos extratos como uma ferramenta de combate aos caramujos transmissores da

esqu istossomose.

Observou-se que maioria dos artigos encontrados foi de autores brasileiros, sendo 0s
demais de pesquisadores da Alemanha, Mali, China, Franga, Paquistdo, india, entre outros
paises. Esse fato provavelmente ocorreu devido a predominéncia de bases de dados brasileiras
utilizadas como ferramentas de busca, a exemplo, Scielo e Portal de Peridédicos Capes ou por

que talvez no Brasil sejam realizados mais estudos envolvendo a tematica moluscicida.

A predominancia de determinados géneros e espécies vegetais como ferramentas para
os testes moluscicidas foi algo que despertou nossa aten¢do. Uma primeira explicacéo para isso
poderia ser o fato de 0 mesmo autor ou entdo grupos com 0s mesmos autores terem estudado
somente uma espécie vegetal durante muito tempo. A segunda seria 0s resultados efetivos ja
previamente encontrados em outros trabalhos que analisaram tal atividade, o que poderia ter
motivado novos estudos sobre determinada especie. A indisponibilidade de outras plantas do
género ou até mesmo o acesso mais facil por parte dos pesquisadores a algumas espécies

também pode ter contribuido para estes resultados.
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CONCLUSAO

Conclui-se que, para o periodo considerado no estudo, a quantidade de artigos com a
finalidade de investigar a atividade moluscicida da familia Euphorbiaceae sobre o género
Biomphalaria foi relativamente expressiva. Os trabalhos encontrados contribuiram para a
compreensdo da agdo moluscicida de diversas plantas da familia Euphorbiaceae, abrindo
margem para que novos estudos sejam realizados a partir destes ou mesmo enfocando outros

géneros ou espécies da familia.
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Avaliacéo da atividade moluscicida e caracterizacao fitoquimica do extrato hidroalcodlico
de folhas de Ricinus communis L. (EUPHORBIACEAE)

RESUMO

A esquistossomose é uma infeccdo parasitaria de grande prevaléncia no mundo, afetando 250
milhdes de pessoas em 78 paises. Diante dessa problematica, pesquisas que busquem analisar
a atividade moluscicida a partir de extratos vegetais tém se destacado. O presente trabalho
buscou investigar essa atividade no extrato hidroalcéolico de folhas de Ricinus communis e
obter a caraterizacdo fitoquimica desse extrato. O extrato hidroalcodlico foi preparado por
maceragdo com solvente etanol P.A 96%, seguido de filtragdo e concentragdo em
rotaevaporador. A seguir, 5 grupos de caramujos com 10 animais cada, sendo um o grupo
controle negativo, foram submetidos a tratamentos com 4 concentragfes de 25, 50, 75 e 100
ppm do extrato hidroalcoolico de R. communis, em 5 repetices. Foram analisados 0s
parametros mortalidade e aspectos fisioldgicos e comportamentais dos moluscos durante 96h.
A caracterizacdo fitoquimica do extrato foi realizada por meio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas. O teste de toxicidade foi realizado com Artemia
salina e a analise estatistica através do software GraphPad Prism 7.0. Foi utilizado o teste de
Kolmogorov-Smirnov para verificar se as variaveis apresentam distribui¢do normal e o teste
one-way ANOVA para as comparagdes de trés grupos ou mais, seguido pelo teste de Dunnett
que compara 0 grupo controle com 0s grupos testes. A caracterizacdo fitoquimica revelou a
presenca de taninos, flavonoides e do alcal6ide ricinina, mas ndo houve presenca de saponinas.
N&o foi verificada atividade moluscicida expressiva do extrato, porém foram observadas
alteracdes na alimentacdo, na qual foi observada uma influéncia maior, além da motilidade e
no estado fisioldgico dos caramujos (alteracdo da massa cefalopodal e oviposicao) e ndo houve
toxicidade frente A. salina. Espera-se que os resultados obtidos contribuam com o combate a
expansdo da esquistossomose e que abram margem para outros estudos que investiguem acao
moluscicida de extratos vegetais.

Palavras-chave: Moluscos. Atividade bioldgica. Plantas. Produtos naturais.

INTRODUCAO

A esquistossomose € uma doenca parasitaria que tem como agente etiologico helmintos
do género Schistosoma e como hospedeiro intermediario caramujos dos géneros Biomphalaria,
Bulinus e Oncomelania (LEWIS; TUCKER, 2014; WEI et al., 2017). Apresenta prevaléncia
em paises tropicais e subtropicais, com pouco ou nenhum acesso a agua potavel e saneamento
basico adequado, sendo a segunda maior causa de morbidade no mundo, afetando 250 milhdes
de pessoas em 78 paises (ROCHA et al., 2016; LOVERDE et al., 2019).

No Brasil, a esquistossomose mansoni causada pelo S. mansoni apresenta uma

distribuicdo ndo homogénea, com ocorréncia registrada em 18 estados brasileiros (EVERTON
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et al., 2018; NASCIMENTO et al., 2018). Um inquérito realizado nos 26 estados brasileiros e
no Distrito Federal revelou que as Macrorregides Nordeste e Sudeste apresentaram 0s maiores
indices de positividade para a esquistossomose, sendo de 1,27 e 2,35%, respectivamente
(KATZ, 2018). A ampla ocorréncia da esquistossomose no Brasil esta associada a distribuicdo
de caramujos do género Biomphalaria spp. por todo o pais (SCHOLTE et al., 2012).

Uma das ferramentas usadas no controle da esquistossomose é a utilizacdo de
moluscicidas, uma vez que essas substancias agem diretamente no hospedeiro intermediario da
doenga (SINGH; YADAYV; SINGH, 2010; PEREIRA et al., 2017; TUMWEBAZE et al., 2019).
A Niclosamida, o moluscicida sintético preconizado pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), pode ocasionar problemas como toxicidade, alem do custo elevado (SUN; ZHANG;
WEN, 2014). Nesse contexto, pesquisas de novas substancias com atividade moluscicida a
partir dos extratos vegetais tém aumentado, uma vez que esses extratos geralmente sdo mais
baratos e menos toxicos aos organismos ndo-alvo (SINGH et al., 2012; VIEIRA et al., 2016).

A utilizacdo de plantas para o tratamento ou prevencdo de doencas é uma pratica antiga
e que permanece até hoje, uma vez que sao fontes de agentes terapéuticos que podem dar origem
a medicamentos e de compostos bioativos com diversos potenciais biolégicos (MARQUES et
al., 2016; CASANOVA,; COSTA, 2017). Entre esses compostos, 0os metaboélitos secundarios
atuam principalmente na defesa da planta contra patdgenos e varios trabalhos evidenciaram sua
acao contra caramujos transmissores da esquistossomose (BALOCH et al., 2009; MATA et al.,
2011; ZAYNAB, 2018).

A espécie Ricinus communis L., popularmente conhecida como mamona, possui
distribuicdo cosmopolita e no territorio brasileiro ocorre em varios dominios fitogeograficos,
entre eles, a Amazonia (KULKAMP, 2020). E cultivada para uso industrial principalmente
como fonte de producdo do 6leo de mamona (FRANKE; SCHOLL; AIGNER, 2019). Vérias
partes dessa planta tém sido utilizadas na medicina tradicional, sendo empregadas no tratamento
de problemas como distdrbios abdominais, artrite, dores musculares, célica menstrual,
reumatismo e insonia (MARWAT et al., 2017).

Diversas atividades biolégicas de R. communis ja foram investigadas, como agdo
antifungica e antibacteriana (SUURBAAR; MOSOBIL; DONKOR, 2017) e agdo moluscicida
sobre caramujos do género Pomacea (FELIZARI; OLIVEIRA, 2011), o que demonstra o
grande potencial biotecnoldgico dessa espécie vegetal. Dessa forma, esse trabalho buscou
avaliar a atividade moluscicida do extrato hidroalcodlico obtido a partir de folhas de R.

communis sobre caramujos da espécie Biomphalaria glabrata Say, 1818 e identificar os
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constituintes presentes nesse extrato. Adicionalmente, foi realizado o teste de toxicidade com o
microcrustaceo da espécie Artemia salina Leach, a fim de se avaliar futuramente a possivel

aplicabilidade do produto no ambiente.

MATERIAIS E METODOS
Coleta e identificagdo do material vegetal

A planta foi coletada no bairro da Cidade Operaria (2° 34 '27.7" Sul; 44° 12' 36.8"
Oeste), em Sdo Luis, Maranhdo, Brasil, no ano de 2020. Folhas de Ricinus communis foram
obtidas durante a estacao seca, entre 6:00 e 7:00 da manh&. O material coletado foi transportado
para o Laboratdrio de Pesquisa e Aplicacdo de Oleos Essenciais (LOEPAV) da Universidade
Federal do Maranhdo-UFMA e, a seguir, triturado e armazenado. A exsicata foi preparada,
depositada no Herbario do Maranhao- MAR, localizado no Departamento de Biologia (DEBIO-
UFMA) e catalogada sob o registro n® 11605. O espécime vegetal foi dispensado de registro no
Sistema Nacional de Gestéo do Patrim6nio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
(SisGen) por tratar-se de espécie exotica, de acordo com a Instru¢do Normativa n° 23, de 14 de
junho de 2017 (BRASIL, 2017).

Preparacao dos extratos

Para o preparo do extrato hidroalcodlico (EH) utilizou-se 100g de folhas de Ricinus
communis, material que foi previamente triturado e submetido & secagem em estufa convectiva
de ar a 45 °C. Empregou-se 0 processo de maceracdo com solvente extrator etanol P.A 96%
seguindo a proporcdo 96:4. Ap6s 7 dias o preparado foi filtrado e concentrado em
rotaevaporador sob presséo reduzida. Apos o processo, o extrato foi seco novamente em estufa

convectiva para remocao do solvente residual (HARBORNE, 1998).
Caracterizacdo fitoquimica

O extrato foi analisado usando um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia
Shimadzu Prominence com duas bombas injetoras automaticas Shimadzu LC-20AD (SIL-20A
HT). Foi utilizado um detector PDA e o comprimento de onda selecionado foi 254 nm. Uma
coluna C18 Phenomenex Gemini (250 x 4,6 mm - 5 um) foi usada nas analises. A fase movel

consistiu de agua e metanol, ambas acidificadas com 0,1% de HCOOH a uma taxa de fluxo de
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1,0 mL / min, com o gradiente de metanol: 5-100% de metanol em 0-35 min e 100% em 40
min. O volume de inje¢ao foi de 10,0 pL. O LC foi acoplado a um espectrometro de massa
(Amazon X, Bruker, Massachusetts, EUA) equipado com ionizacao por eletrospray (ESI) e um
analisador do tipo ion-trap (IT) em modo negativo, nas seguintes condi¢fes: 5 kV de tensdo
capilar, capilar temperatura 325 ° C, fluxo de gas de arrastamento (N2) 12 L / min, presséo do
nebulizador de nitrogénio a 10 psi. A faixa de aquisigédo foi de m / z 100-1500, com dois ou

mais eventos.
Obtencao, manutencdo e triagem dos caramujos

Os caramujos da espécie Biomphalaria glabrata Say, 1818 foram coletados no bairro do S&
Viana, localizado na cidade de S&o Luis, Maranhdo e transportados para o Nucleo de
Imunologia Bésica e Aplicada - NIBA da Universidade Federal do Maranhdo, onde foram
mantidos em aquarios contendo agua desclorada e alimentados com alface hidropénica ad
libitum. Uma amostragem de 10% dos caramujos coletados foi identificada por meio de critérios
morfolégicos, de acordo com a metodologia descrita pelo Ministério da Satde (BRASIL, 2008).
A verificacdo de infeccdo dos moluscos para Schistosoma mansoni seguiu 0 método descrito
por Smithers; Terry (1974). Para os testes moluscicidas, foram utilizados caramujos isentos de
infecgdo por S. mansoni e outras formas larvais de trematddeos, com conchas de 10- 18 mm de

comprimento.
Avaliagéo da atividade moluscicida

Para a avaliacdo da atividade moluscicida adotou-se o procedimento descrito por WHO
(1965). Foram utilizadas 4 concentracdes diferentes para o extrato: 100 ppm, 75 ppm, 50 ppm
e 25 ppm. Como grupo controle negativo, os caramujos foram imersos apenas em &gua
desclorada. Para cada concentragéo e o grupo controle, foram utilizados 10 caramujos por potes,
com 5 repeticdes independentes, totalizando 250 caramujos utilizados. Estes foram expostos as
solucBes por 24 h, & temperatura ambiente, sendo, posteriormente, removidos e lavados duas
vezes com agua desclorada e alimentados com alface. Os caramujos foram observados por 4
dias (96 h) e a mortalidade registrada a cada 24 h. Os caramujos mortos foram considerados
como apresentando descoloragdo das conchas, imobilidade, exposicdo da massa visceral,
liberacdo de hemolinfa e auséncia de batimento cardiaco, avaliado com o uso de microscopio

estereoscopico.
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Avaliacdo dos paréametros fisioldgicos e comportamentais de Biomphalaria glabrata

A caracterizacdo da bioatividade dos caramujos foi realizada com base na metodologia
descrita por Mendes et al. (2018). Brevemente, foram verificados os parametros: 1 - a
motilidade dos animais, através da observacdo da locomocgdo dos espécimes nos vasos; 2 - 0
estado da massa cefalopodal, mediante a visualizagdo do comportamento de expansdo ou
contracdo da massa cefalopodal; 3 - a oviposigédo, examinando a oviposi¢cdo dos animais pela
contagem dos ovos liberados 72 h apds a exposicdo ao extrato em lupa estereoscopica ZEISS®;
4 - a capacidade alimentar, através da mensuracdo da quantidade de alface consumida pelos
caramujos. Diariamente os moluscos receberam 6 g de alface (Lactuca sativa L.) em cada um
dos frascos, a cada 24 h ap6s a exposicdo ao extrato, até 96 h. Para evitar a degradacdo do
vegetal inserido nos frascos, a quantidade era medida a cada 24h e a mesma quantidade era

renovada e a alface antiga retirada.
Teste de toxicidade sobre Artemia salina Leach

O teste foi realizado de acordo com a metodologia proposta por Meyer et al. (1982).
Para a avaliacdo da letalidade do extrato de Ricinus communis sobre Artemia salina, foi
preparada uma solucéo salina estoque a partir deste na concentracdo de 10.000 mg/L e 0,02 mg
de de tensoativo Tween 80. Aliquotas de 5, 50, 250 e 500 pL desta foram transferidas para
tubos de ensaio e preenchidos com solucdo salina ja previamente preparada até atingir 5 mL,
obtendo-se concentracgdes de 10, 100, 500 e 1000 mg/L, respectivamente.

Os ensaios foram realizados em triplicatas, em que dez larvas na fase nauplio foram
transferidas para cada um dos tubos de ensaio. Para o controle do branco utilizou-se 5 mL da
solucdo salina, para o controle positivo, dicromato de potéssio e para o controle negativo 5 mL
de uma solucdo a 4 mg/L de Tween 80 a 2%. Apds 24 horas de exposicao, realizou-se a
contagem das larvas, considerando-se mortas aquelas que ndo se movimentaram durante a

observagao e nem com a agitacao do frasco.

Para a classificacdo da toxicidade do extrato, adotou-se o critério estabelecido por
Amarante et al. (2011), no qual este é considerado altamente toxico quando a CL50 <100 mg/L,
moderadamente toxico para 100 mg/L < CL50 > 5000 mg/L e levemente tdxico ou atéxico
qguando a CL50 > 500 mg/L.
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Analise estatistica

Os experimentos foram realizados utilizando cinco replicatas bioldgicas. Os dados
foram organizados em planilhas no software Microsoft Excel (Office 2019). A analise
estatistica foi realizada através do software GraphPad Prism 7.0. Foi utilizado o teste de
Kolmogorov-Smirnov para verificar se as varidveis apresentam distribuicdo normal (p> 0,05).
As comparagdes de trés grupos ou mais foram realizadas utilizando one-way ANOVA, seguido

pelo teste de Dunnett que compara o grupo controle com os grupos testes (p< 0,05).

RESULTADOS
Caracterizacao fitoquimica

O extrato hidroalcoolico de Ricinus communis apresentou um espectro de varredura dos
seus ions conforme se observa na tabela 1. Foram identificados 12 compostos, conforme
estruturas ilustradas na figura 2. O comprimento de onda de 254 nm foi seletivo para compostos
fenolicos. Observou-se a presenca de glicosideos, representados por taninos hidrolisaveis como
a galoilglicose e a trigaloilglicose, além de flavonoides como a quercetina 3-O-(6 "-galoil)-

galactopiranosideo e a rutina, além de um alcaloide (ricinina).

Figura 1: Cromatograma de separacdo dos constituintes quimicos presentes no extrato hidroalcodlico de

folhas de Ricinus communis (comprimento de onda: 254 nm)
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Tabela 1- Compostos obtidos apds a caracterizacdo quimica do extrato hidroalcodlico de Ricinus communis por HPLC-ESI-IT / MS

Tempo de a nb
ID Retencao (min) [M-H] MS Compostos propostos Estruturas dos compostos
OH
1 3.0 179 113 Acido cafeico “"W@[m
(4]
0
HO Ogﬂou
2 3.3 371 191 Acido cafeoilgalactarico / ©
HO %0" on
HO
OH OH
] ] HO o OH
3 7.5 331 270; 169; 125 Galoilglicose
HO OH
0 OH
OH OH
OH
L
4 75 483 331; 169 Digaloilglicose 0530 oy O
- N OH
HO |/ oH OH
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111

12.7

16.8

16.9

329

635

787

615

165 [2M+H]* ¢ Ricinina
483; 301 Trigaloilglicose
635; 483 2,3,4,6-Tetragaloilglicose

Quercetina 3-0O-(6 "-galoil) -
463; 301
galactopiranosideo




9 17.1
10 20.9
11 21.8
12 27.0

787

609

593

603

635; 483

463; 301

447; 285

301 [2M-H]-

1,2,3,6-Tetragaloilglicose

Rutina

Kaempferol-3-O-

glucorhaminosideo

Acido elagico

Legenda: Desprotonacdo; ® FragmentagGes de mutiplos-estagios; °Protonagao.
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Atividade moluscicida

Foi verificada uma baixa atividade moluscicida do extrato hidroalcodlico de R.
communis e ndo houve diferenca significativa entre as concentragdes testadas e o grupo controle
(p=0,1380) (figura 3). A porcentagem de mortalidade observada nos caramujos foi de 16%, 0
que permite classificar o extrato como inativo de acordo com o critério de WHO (1965). Apesar
desse percentual de mortalidade, foi possivel observar que o extrato hidroalcodlico de R.
communis afetou aspectos comportamentais e fisiolégicos de B. glabrata, principalmente

quanto ao parametro da capacidade alimentar, como descrito a seguir.

Figura 3: Mortalidade observada em caramujos Biomphalaria glabrata submetidos as concentragdes do

extrato hidroalcodlico de Ricinus communis apds 96h (Nivel de significancia adotado: p<0,05)

Numero de mortos

Parametros fisioldgicos e comportamentais de Biomphalaria glabrata

Foi observado que alguns caramujos apresentaram alteracdes em sua motilidade,
apresentando comportamento de fuga das solucdes, aléem de expansdo ou retragdo da massa
cefalopodal, conforme pode ser constatado na tabela 2. Quanto & acdo do extrato sobre a
capacidade alimentar, foi verificado uma reducdo em todas as concentragdes do extrato das
folhas de Ricinus communis, com diferenga significativa entre o grupo controle e as demais
concentracgdes testadas a partir de 50 ppm (figura 4). Com relacéo a oviposi¢do, embora tenha-
se verificado uma reducdo das desovas nos grupos testes comparado ao controle, ndo houve

diferenca significativa (figura 5).



Tabela 2- Motilidade e estado da massa cefalopodal de caramujos Biomphalaria glabrata expostos ao

extrato das folhas de Ricinus communis durante 96h

Estado da massa

Repeticéo Concentracéo Motilidade cefalopodal
(Quantidade)
100 ppm 1 caramujo em fuga Retracdo (4)
75 ppm Normal Retracdo (2)
I 50 ppm 2 caramujos em fuga Normal
25 ppm Normal Normal
Controle Normal Normal
100 ppm 1 caramujos em fuga Retracdo (2)
75 ppm Normal Retracdo (1)
I 50 ppm Normal Normal
25 ppm Normal Normal
Controle Normal Normal
100 ppm Normal Expanséo
75 ppm Normal Expanséo
Il 50 ppm Normal Expanséo
25 ppm Normal Retracdo (1)
Controle Normal Normal
100 ppm 2 caramujos em fuga Normal
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75 ppm Normal Normal
v 50 ppm 1 caramujo em fuga Retracdo (2)
25 ppm Normal Normal
Controle Normal Normal
100 ppm 1 caramujo em fuga Retracdo (1)
75 ppm 1 caramujo em fuga Normal
\Y 50 ppm 2 caramujos em fuga Normal
25 ppm 1 caramujo em fuga Normal
Controle Normal Normal
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Figura 4: Capacidade alimentar de Biomphalaria glabrata submetidos ao extrato hidroalcoélico de Ricinus
communis ap6s 96h (Legenda: Nivel de significancia adotado: * refere-se a p<0,05 e ** refere-se a p<0,01)

*%

L [
I 1
*
L I
I 1
L * I
69 I 1
C) T
s
O 41
el
(@)
uG
On
]
=
& 21
E
<
0 T
&
&
o(‘
(&)

Figura 5: Desovas de caramujos Biomphalaria glabrata submetidos ao extrato hidroalcodlico de Ricinus

communis apos 96h (Nivel de significAncia adotado: p<0,05)
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Toxicidade frente Artemia salina

O ensaio de Artemia salina ndo demonstrou mortalidade em concentracdes de até 500
mg/L de acordo com o critério de Amarante et al. (2011), indicando uma CL50>500 mg/L, o

que demonstra que o extrato ndo possui toxicidade frente esse organismo.

DISCUSSAO

O presente trabalho é o primeiro a investigar a acdo moluscicida de Ricinus communis
frente caramujos hospedeiros intermediarios da esquistossomose. Neste trabalho observou-se
que o extrato hidroalcodlico da planta estudada apresentou baixa eficiéncia moluscicida,
embora esta acdo tenha sido comprovada em algumas plantas da familia Euphorbiaceae
(PEREIRA et al., 2017; ALBERTO-SILVA et al., 2020). Nossos resultados foram compativeis
com os encontrados por Santos et al. (2007) e Barth et al. (2018) que verificaram que o extrato
das folhas de Euphorbia conspicua e os extratos etandlicos de Croton floribundus,

respectivamente, ndo apresentaram atividade moluscicida contra Biomphalaria glabrata.

A auséncia de saponinas pode ser um dos fatores que influenciaram na baixa atividade
moluscicida do extrato analisado no presente estudo. Alguns trabalhos conduzidos com
moluscos evidenciaram a importancia desse metabolito para a mortalidade dos animais, com
destaque para a acdo hemolitica. Entre estes, um estudo demonstrou a influéncia dos extratos
de trés plantas ricas em saponinas na capacidade alimentar de lesmas (GONZALEZ-CRUZ;
MARTIN, 2013). Outro estudo conduzido com Pomacea maculata relatou a importancia das
saponinas presentes em derivados de sementes de cha de Camellia sinensis na mortalidade dos
caramujos (OLIVIER et al., 2016).

Saponinas e taninos sdo forcas quimicas interativas e sinergizadoras que resultam na
acdo moluscicida em plantas (MENDES et al., 2018; AYCACHI, 2019). No caso de extratos
vegetais, as acdes de determinados compostos se apresentam potencializadas quando estes se
encontram presentes simultaneamente (CASANOVA,; COSTA, 2017). Desse modo, a auséncia
de mortalidade expressiva observada pode ser também explicada pela auséncia da sinergia

desses dois metabdlitos.

As classes dos compostos encontradas no extrato analisado no presente estudo foram

similares as verificadas em outros trabalhos que investigaram a composigdo quimica do extrato
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das folhas de Ricinus communis, embora compostos distintos tenham sido relatados em cada
trabalho. Essa variabilidade quimica que ocorre nas mesmas espécies de plantas pode ser
resultado de fatores ambientais e/ou pressdo de selecdo ecoldgica, as quais podem gerar um
ajuste quimico as condi¢cdes ambientais predominantes nas regides onde cada espécime se
encontra (NAVIKIENE et al., 2006; MANZOTE et al., 2017).

Os flavonoides rutina e quercetina foram também identificados nas folhas de R.
communis em um estudo conduzido por Chen; Zhang; Chen (2008) e no trabalho de Lima et al.
(2017), o qual, além desses metabolitos, identificou compostos fendlicos. Um estudo similar
que investigou a atividade larvicida dessa espécie vegetal identificou o metabdlito Kaempferol,
que também é um flavondide (UPASANI et al., 2003).

Quanto aos estudos que efetuaram a caracterizacdo quimica de outras espécies vegetais
da familia Euphorbiaceae, foram identificados taninos e o alcaloide ricinina no perfil
fitoquimico de Aparisthmium cordatum (SOUZA et al., 2013). O estudo de Trindade; Lameira
(2014) demonstrou a presenca das classes de metabolitos taninos e flavonoides em varias
espécies da familia. Ambos os compostos exercem fungdes de foto protecdo e defesa para as
plantas onde sdo produzidos, além de serem responsaveis por varias atividades farmacoldgicas
(DOS SANTOS; RODRIGUES, 2017; FRAGA-CORRAL et al., 2020).

A mortalidade dos caramujos € o objetivo primario em estudos que avaliam a acao
moluscicida de plantas, onde estas sdo consideradas ativas quando eliminam 90% dos
caramujos na concentracdo de 20 ppm (WHO, 1965). Entretanto, isso ndo impede que sejam
realizadas pesquisas que avaliem os efeitos de um extrato sobre outros parametros dos
caramujos, como alimentacdo e desova, embora estudos com esse enfoque ainda sejam escassos
(MENDES et al., 2018).

Com relacéo a interferéncia das substancias isoladas na fisiologia dos caramujos, infere-
se que os taninos foram os metabdlitos que influenciaram majoritariamente no comportamento
observado. Na analise fitoquimica foram identificados varios compostos que fazem parte dessa
classe e com base no que foi afirmado anteriormente sobre sua agdo sobre moluscos, sugere-se

gue essa classe de metabdlito teve um papel importante nos resultados observados por nés.

No presente trabalho observou-se comportamento de fuga em algumas solugdes a que
foram submetidos os caramujos, além de expansdo ou retracdo da massa cefalopodal, com

destaque para a segunda repeticao, onde o efeito foi maior nas concentragdes de 75 e 100 ppm.
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Essa alteracéo fisiologica foi observada no trabalho de De-Paula-Andrade et al. (2019), que
demonstrou que o latex liofilizado de Euphorbia milli ndo apresentou acdo moluscicida nas
primeiras 24 horas, porém foi observado a reducdo da massa muscular e da frequéncia cardiaca,
além de comportamento de retracdo para dentro das conchas dos moluscos expostos as maiores
concentracOes desse latex. A acdo do latex de E. milli var. hislopii sobre caramujos da espécie
B. glabrata também j& foi estudada, onde constatou-se que as atividades locomotoras
diminuiram em todos os grupos observados. Houve decréscimo das taxas de oviposi¢do uma
semana apods a exposicao ao latex e reducdo do nimero de caramujos nascidos apés 30 dias
(ALBERTO-SILVA et al., 2020).

No que compete a capacidade alimentar, foi verificada uma reducéo da alimentagao
de B. glabrata frente aos extratos de R. communis. Em estudos similares, o extrato do fruto de
Jatropha gossypiifolia reduziu a capacidade alimentar de caramujos dessa mesma espécie.
(PEREIRA-FILHO et al., 2014). Extratos de duas espécies oriundas de mangues, Laguncularia
racemosa e Rhizophora mangle, também apresentaram efeito na alimentacéo e na mobilidade
dos caramujos (MENDES et al., 2018). Isso nos faz refletir que embora algumas espécies
vegetais, como R. communis, ndo apresentem atividade moluscicida expressiva, se faz
necessaria a avaliacdo de parametros fisiol6gicos e comportamentais como os analisados neste
estudo, visto que essas alteracdes podem contribuir para o controle populacional de B. glabrata.
Dessa forma, esses dados sdo importantes pois, uma vez que o ciclo de desenvolvimento de B.
glabrata é interrompido, impede-se a continuidade do ciclo epidemioldgico da

esqu istossomose.

Em relacdo aos testes de toxicidade, estes tém sido empregados em varios grupos de
organismos com o objetivo de avaliar os possiveis efeitos de um composto, substancia ou
produto no ambiente (PEREIRA et al., 2020). Entre eles, os testes com Artemia salina tém sido
amplamente utilizados principalmente por serem rapidos, convenientes e de baixo custo
(NTUNGWE N et al., 2020).

O extrato etanolico estudado ndo demonstrou toxicidade frente Artemia salina, um
resultado similar ao encontrado nos trabalhos de Santos et al. (2007), Luna et al. (2005) e Silva
etal. (2019). No primeiro estudo citado, além de investigar a atividade de Euphorbia conspicua
sobre B. glabrata e Schistosoma mansoni, os autores observaram que a fragdo triterpénica do
extrato ndo exibiu toxicidade contra A. salina. O segundo trabalho reuniu estudos que

investigaram a acdo moluscicida, larvicida e a toxicidade de extratos vegetais, demonstrando
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que o extrato das folhas de Caesalpinea pyramidalis na concentracdo de 1000 ppm né&o
ocasionou mortalidade em A. salina. O mesmo foi observado para os extratos do caule e das
folhas de Ocotea glomerata e das folhas de Eugenia uniflora. No ultimo estudo, que investigou
a atividade moluscicida de Ramalina aspera (lichen), ndo foi observada toxicidade frente o

referido microcrustaceo.

CONCLUSAO

Conclui-se que o extrato hidroalcdolico de folhas de Ricinus communis analisado néo
demonstrou atividade moluscicida expressiva, porém influenciou na oviposicdo e
principalmente na alimentacdo de Biomphalaria glabrata, além de afetar aspectos fisioldgicos
e comportamentais. Além disso, ndo houve toxicidade frente Artemia salina. Dessa forma, o

extrato pode ser utilizado como uma ferramenta no combate a esquistossomose.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos nos dois estudos que compdem essa dissertacdo vém a contribuir
com 0 combate & expansdo da esquistossomose. Quanto ao trabalho de revisdo, os achados
podem auxiliar estudantes e pesquisadores a identificarem espécies vegetais da familia
Euphorbiaceae com atividade moluscicida avaliada, abrindo possibilidade para novos estudos
com outras espécies da familia, dado o seu potencial moluscicida, ou mesmo verificar a acao
desses extratos em alteracdes fisiologicas e comportamentais em caramujos hospedeiros

intermediarios da esquistossomose.

Levando em conta os resultados obtidos no trabalho experimental, o fato de ndo ser
observada mortalidade expressiva dos caramujos e do organismo ndo-alvo escolhido, mas haver
influéncia nos pardmetros ja citados, demonstra que o extrato poderia ser utilizado de uma
forma eficaz e segura nos criadouros peridomiciliares de bairros como o Sa Viana, onde foram

feitas as coletas de caramujos.

O trabalho experimental, assim como o de revisdo, abre margem para a realizacdo de
outros estudos. Os resultados encontrados para mortalidade dos caramujos ndo impedem que
pesquisas com o extrato de folhas de R. communis sejam direcionadas a avaliagdo ovicida,
cercaricida ou mesmo voltadas para os miracidios de Schistosoma mansoni. Podem ser feitas
também avaliacOes de atividade moluscicida da mesma planta utilizando outros tipos de extrato,
como o0 metandlico. Adicionalmente, espera-se que sejam realizados estudos mais

aprofundados que avaliem a acdo especifica de compostos identificados na analise fitoquimica.

Como limitacGes desse estudo, convém destacar que a utilizacdo do extrato é
conveniente para ambientes pequenos tais como criadouros, mas ndo ambientes aquéticos de
grande extensdo, como lagos, lagoas ou rios. Além disso, o trabalho estimou seus efeitos
somente em laboratorio, sendo necessario um estudo em campo para saber seu efeito real no

ambiente.



