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RESUMO

A esquistossomose € uma doenca grave e de evolugéo crbnica, com
importante papel soécio-econdmico, cuja profilaxia inclui medidas que
envolvem saneamento basico, educacdo sanitaria, tratamento de individuos
infectados e o0 controle dos caramujos hospedeiros intermediérios do
Schistosoma mansoni. Uma das medidas mais eficientes para o controle dos
caramujos € a aplicacdo de moluscicidas, sendo 0s extratos vegetais 0s
mais indicados. As vantagens do uso de extratos vegetais sdo devidas,
principalmente, ao seu baixo custo e baixa acao toxica para o ambiente. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo de extratos brutos de Piper
cubataonum, Piper caldense, Piper cernuum, Peperomia trineura, Peperomia
rubricaulis, Peperomia blanda e da substancia ativa, acido caldensinico de
Piperaceae em embribes e adultos de Biomphalaria glabrata. Os extratos
brutos e a substancia ativa foram obtidos de folhas das plantas. Inicialmente
todos os extratos e a substancia ativa foram testados nas concentracfes de
100 ppm e 20 ppm, respectivamente. Procurou-se determinar para cada
extrato as concentracdes responsaveis pela mortalidade de no minimo 50%
dos espécimes expostos. Os dados de mortalidade de adultos foram
submetidos a analise de probito com intuito de estimar a concentracao letal
para 50% e 90% (CL50 e CL90) da populacdo. Os extratos que
apresentaram efeito toxico em adultos foram P. trineura a 100, 80 e 60 ppm
e P. caldense a 100, 80 e 50 ppm. O acido caldensinico, quando testado em
adultos, apresentou efeito toxico a 20 e 10 ppm. Nas desovas 0s extratos
que demonstraram efeito toxico foram P. trineura a 100, 80, 60 e 50 ppm, P.
rubricaulis a 100 e 80 ppm e P. caldense a 100 ppm, apenas para 0S
estadios de blastula, gastrula, e trocéfora. Este ultimo extrato apresentou
efeito toxico a 80 ppm somente para blastula e gastrula. P. caldense
mostrou-se mais eficiente que P. trineura para causar a mortalidade em B.
glabrata a 50 ppm. Os extratos de P. caldense, P. rubricaulis e P. trineura,
que apresentaram atividade moluscicida e/ou ovicida, devem ser testados
em outros organismos, fracionados e terem suas estruturas quimicas

elucidadas.



ABSTRACT

Schistosomiasis is a serious and chronic disease, with significant
socio-economic role, which includes prevention measures that involve
sanitation, health education, treatment of infected individuals and control of
snail intermediate hosts of Schistosoma mansoni. One of the most efficient
measures for the control of snails is the application of molluscicides, and
plant extracts the most suitable. The advantages of using plant extracts are
mainly due to its low cost and low toxic action for the environment. The
objective of this study was to evaluate the activity of extracts of Piper
cubataonum, Piper caldense, Piper cernuum, Peperomia trineura, Peperomia
rubricaulis, Peperomia blanda and an active ingredient, caldensinic acid of
Piperaceae in embryos and adults of Biomphalaria glabrata. The extracts and
the active ingridient were obtained from the leaves. Initially all the extracts
and the active ingridient were tested at concentrations of 100 ppm and 20
ppm, respectively. For each extract it was assessed the concentration
responsible for at least 50% deaths of the exposed specimens. The adult
mortality data were subjected to probit analysis in order to estimate the lethal
concentration for 50% and 90% (LC50 and LC90) of the population. The
extracts that showed toxic effect in adults were P. trineura at 100, 80 and 60
ppm and P. caldense at 100, 80 and 50 ppm. The caldensinic acid, when
tested in adults, showed toxic effect at 20 and 10 ppm. About egg masses,
the extracts that showed toxic effect were P. trineura at 100, 80, 60 and 50
ppm, P. rubricalis at 100 and 80 ppm and P. caldense at 100 ppm, only for
blastula, gastrula and trochophore instars. This last extract showed toxic
effect at 80 ppm only for blastula and gastrula. P. caldense was more
efficient than P. trineura to cause mortality in B. glabrata at 50 ppm. The
extract of P. caldense, P. rubricaulis and P. trineura, which showed
molluscicidal and/or ovicidal activity, should be tested in other organisms, be
fractionated and have their chemical structures elucidated.
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1. Introducéo

A Esquistossomose é uma doenca causada por um trematdédeo
digenético do género Schistosoma (Weiland, 1858). As principais espécies
com importancia para a saude publica sdo: Schistosoma mansoni Sambon,
1907, Schistosoma haematobium (Bilharz, 1852), Schistosoma intercalatum
(Fischer, 1934), Schistosoma japonicum (Katsurada, 1904), Schistosoma
mekongi (Voge, Buckener e Bruce, 1978) e Schistosoma malayensis (Greey
e Young, 1988) (Carvalho et al., 2008). A doenca € transmitida para o
homem e alguns vertebrados através de moluscos contaminados pelo
parasita (Ministério da Saude, 2007; Rey, 2008; Silva et al., 2008).

A esquistossomose é a segunda parasitose de maior importancia para
a salde publica no mundo. E uma doenca endémica que atinge 74 paises
tropicais e subtropicais dos continentes Africano, Americano e Asiatico
(Chitsulo et al., 2000). Estima-se que 700 milhdes de pessoas ao redor do
mundo correm o risco de infeccdo e 270 milhdes de pessoas estejam
infectadas, devido a falta de saneamento bésico, problemas sdcio-

econdmicos e culturais (WHO, 2010a).

A esquistossomose mansonica, causada pelo S. mansoni, ocorre em
54 paises e territorios, principalmente na América do Sul, Caribe, Africa e
leste do Mediterraneo (Chitsulo et al., 2000).

1.1 Esquistossomose no Brasil.

A esquistossomose mansénica, doenca oriunda da Africa, chegou ao
Brasil devido ao trafico de escravos, instalando-se inicialmente no litoral
nordestino. S. mansoni encontrou no Brasil condi¢cdes favoraveis para sua
permanéncia, principalmente devido a presenca do molusco hospedeiro
intermediario suscetivel e a falta de saneamento basico. A propagacéo da
esquistossomose no pais acompanhou os fluxos migratérios da populagéao

de areas endémicas do nordeste para as regides norte, centro-oeste,
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sudeste e sul do pais em vista da expansao das culturas de cana-de-aguUcar,
café e mineracdo (Rey, 1991; Chieffi e Waldman, 1988; Coura e Amaral,
2004) (Figura 1).

EXPANSAQ DA TRANSMISSAO DA ESQUISTOSSOMOSE NO BRASIL

Figura 1: Expansédo da transmisséo da Esquistossomose no Brasil. Fonte:
Silveira (1989).

Estima-se no Brasil mais de 6 milhdes de pessoas infectadas e 25
milhdes de pessoas expostas ao risco de infec¢cdo (WHO, 2001; CVE, 2007).
Segundo Katz e Peixoto (2000) o numero de esquistossométicos no Brasil
nao condiz com a realidade, pois os dados levantados pelo Programa de
Controle da Esquistossomose (PCE) sao subestimados devido a auséncia
de dados precisos e a necessidade de um levantamento mais rigoroso a
nivel nacional. A estimativa do nimero de pessoas infectadas e expostas ao
risco de infeccdo é controverso devido ao grande numero de pessoas nao
diagnosticadas e ao deslocamento das mesmas em busca de melhores

condi¢Oes de vida (Teles, 2005).
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No Brasil, as &reas endémicas compreendem do norte do Maranh&o a
uma faixa que abrange algumas regides do Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia, Minas Gerais e Espirito Santo. As
altas prevaléncias concentram-se na regido costeira do nordeste e se
projetam para o interior da Bahia até Minas Gerais (Amaral et al., 2006;
Muniz, 2007; CVE, 2007; Rey, 2008) (Figura 2). H& focos isolados da
doenca no Parda, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul. (Rey, 2008; CVE, 2009a).

No estado de Sdo Paulo as regibes com o maior nUmero de casos
notificados e autoctones, sdo: Vale do Ribeira, Baixada Santista, Vale do
Paraiba, Litoral Norte, regido de Campinas e alguns municipios da Grande
Sao Paulo, incluindo o municipio de Sdo Paulo. De 2007 a 2011 (agosto) o
estado de Sao Paulo teve 678 notificacbes de esquistossomose, sendo que
destas 406 foram classificados como autéctones; 75 em 2007, 79 em 2008,
134 em 2009, 92 em 2010 e 26 em 2011 (SINAN, 2011). Em areas de baixa
endemicidade como S&o Paulo os pacientes apresentam baixa carga
parasitaria, o que dificulta o seu diagnostico com o exame convencional de
Kato-Katz (CVE, 2009a).
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Distribuigao da esquistossomose mansonica no Brasil de acordo com a prevaléncia:

@ 15%
@ 5%al15%
@ <15%

Figura 2: Distribuicdo da Esquistossomose mansoénica no Brasil de

acordo com sua prevaléncia. Fonte: Modificado de Amaral et al. (2006).

1.2 Ciclo evolutivo do Schistosoma mansoni

O ciclo de S. mansoni envolve dois hospedeiros: um intermediério
(molusco) e outro definitivo (homem ou outro vertebrado). Quando o parasita
atinge a fase adulta no sistema porta hepéatico do hospedeiro definitivo, o
macho e a fémea se acasalam e migram para as veias mesentéricas. As
fémeas fecundadas ovipdem em média de 300 ovos por dia. Parte destes
ovos atravessa a mucosa do intestino e caem na luz intestinal, sendo
eliminados, juntos com as fezes, na 4gua. Os ovos que ndo atravessam a
mucosa intestinal ficam retidos na parede do intestino ou caem na circulagéo
seguindo para outros tecidos, formando granulomas. Os ovos, contidos nas
fezes, quando em contato com a agua eclodem dando origem a larvas
ciliadas denominadas miracidios. Estes nadam até encontrarem um molusco
do género Biomphalaria onde penetram em suas partes moles expostas,
como pé, manto e tentadculos. No molusco, o miracidio se transforma em
esporocisto primarios e secundarios, que por sua vez dao origem as

cercarias de cauda bifurcada. Normalmente os moluscos eliminam as
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cercarias apos 30 a 35 dias de infeccdo, dependendo da espécie e

condi¢cdes ambientais. As cercéarias deixam os moluscos por estimulos de luz

e calor, atingindo a agua, onde nadam até encontrarem um hospedeiro

definitivo vertebrado. Ao penetrarem na pele do hospedeiro definitivo, as

cercarias perdem a cauda e transformam-se em esquistossémulos, que

podem ser destruidos na prépria derme ou atingirem o sistema circulatério.

Ao serem arrastados pela corrente sanguinea, 0s esquistossémulos

alcancam o coracado e pulmdes, de onde migram para o figado, alcancando

a maturidade, dando inicio novamente ao ciclo (Cunha, 1970; Neves et al.,
2005; Rey, 2008; Silva et al., 2008) (Figura 3).
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Figura 3: Ciclo evolutivo do Schistosoma mansoni. A — Vermes adultos

acasalados;

B

Homem (doente) defecando; C - Miracidio; D -

Esporocistos; E — Cercéria. Fonte: Rey (2008).
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1.3. Hospedeiros intermediérios do Schistosoma mansoni

Os hospedeiros intermediarios do S. mansoni sdo moluscos
dulciaquicolas do género Biomphalaria (Planorbidae). Sdo 11 espécies e
uma subespécie com ocorréncia para o Brasil (Teodoro, 2009; Caldeira et
al., 2010). Dentre elas apenas Biomphalaria glabrata (Say, 1818),
Biomphalaria tenagophila (Orbigny, 1835) e Biomphalaria straminea (Dunker,
1848) sdo encontradas infectadas por S. mansoni na natureza (Rey, 2008;
Souza e Lima, 1990). A distribuicdo geogréfica das bionfalarias é muito
ampla devido a sua alta capacidade adaptativa as diversidades ambientais
(Paraense, 2001; Ministério da Saude, 2007).

B. glabrata € a mais eficiente espécie hospedeira intermediaria do
parasita. Estd amplamente distribuida no pais, sendo registrada para o
Distrito Federal e em 16 estados brasileiros: Alagoas, Bahia, Espirito Santo,
Goias, Maranhéo, Minas Gerais, Para, Paraiba, Parana, Pernambuco, Piaui,
Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e
Sergipe (Figura 4) (Neves et al., 2005; Rey, 2008; Carvalho et al., 2008).
Esta espécie é responsavel pela manutencao de focos nos mesmos estados
citados anteriormente. No estado de Séo Paulo é responsavel por focos na
Bacia do Rio Paranapanema; nos municipios de Assis, lbirarema, Ipaussu,
Ourinhos, Palmital, na Bacia do Rio Tieté; nos municipios de Sdo Paulo e
Ribeirdo Preto especificamente entre os rios Mogi-Guacu e Pardo. (Teles,
2005; SUCEN, 2010; Ohlweiler et al., 2010).
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Figura 4: Distribuicdo espacial de Biomphalaria glabrata. Fonte: Carvalho et
al., (2008).
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B. tenagophila é registrada para o Distrito Federal e 10 estados
brasileiros; Bahia, Espirito Santo, Goias, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais,
Parana, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro, Santa Catarina e Sao Paulo
(Figura 5). Apresenta baixa taxa de infestacdo pelo S. mansoni, transmitindo
a esquistossomose nos municipios de Sédo Francisco do Sul, em Santa
Catarina e em focos isolados de Minas Gerias e do Rio de Janeiro. Em S&o
Paulo, tem importante papel na transmissao da esquistossomose no Vale do
Paraiba, Vale do Ribeira e Baixada Santista (Teles, 2005; Neves et al., 2005;
Rey, 2008; Carvalho et al., 2008).
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Figura 5: Distribuicdo espacial de Biomphalaria tenagophila. Fonte:
Carvalho et al. ( 2008).

B. straminea é encontrada em quase todas as bacias hidrogréaficas do
Brasi. E a principal espécie responsavel pela transmissio da
esquistossomose no nordeste e em focos isolados no Para e Goias. Sua
distribuicdo abrange todo o territério brasileiro, ndo havendo registro
somente para os estados de Amapa e Ronddnia (Figura 6) (Ohlweiler et al.,
2010; Rey, 2008; Carvalho et al., 2008). Em S&o Paulo, B. straminea atua
como hospedeira intermediaria do S. mansoni no municipio de Cruzeiro
(Teles, 2005).
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Figura 6: Distribuicdo espacial de Biomphalaria straminea. Fonte: Carvalho
et al. (2008).

1.4 Biologia e ecologia dos hospedeiros intermediarios do

Schistosoma mansoni

Biomphalaria possui concha discoidal, planispiral e com uma
depressao (umbigo) em cada lado. Nos individuos adultos, a concha pode
variar de 7 a 40 mm de diametro (Figura 7). Possui sistema circulatorio
aberto; sistema digestivo completo e respiracdo pulmonar, tegumentar e por
pseudobranquias. O sistema excretor € simples com tubo renal em forma de
J. (Storer et al., 2002; Paraense, 1975; Ministério da Saude, 2007; Teles e
Carvalho, 2008).
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Figura 7: Adultos de Biomphalaria glabrata.

Sdo hermafroditas, reproduzindo-se por autofecundagdo ou
fecundacao cruzada, sendo esta Ultima o modo de reproducgédo preferencial.
O hermafroditismo €é vantajoso em situacbes de baixa densidade
populacional (Dias, 1995; Guimaraes, 2007).

Biomphalaria atinge a sua maturidade sexual em torno de 30 dias,
podendo variar de acordo com a espécie e as condi¢des ambientais (Dias,
1995).

Os ovos sao envolvidos por uma membrana externa formando uma
capsula gelatinosa de coloragdo amarelada, denominada desova (Figura 8).
Os moluscos depositam as desovas na vegetacdo aquatica, conchas,
pedras, pedacos de plasticos, isopor ou em qualquer substrato presente nas
colegbes hidricas (Souza e Lima, 1990; Neves et al., 2005). O numero de
ovos por desovas varia dentre as espécies, podendo ultrapassar a 100
(Souza e Lima, 1990). Estudo realizado por Camey e Verdonk (1970)
comprovou que o desenvolvimento dos estadios embrionarios de B. glabrata
e B. tenagophila séo idénticos.
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Figura 8: Desova de Biomphalaria glabrata mostrando a membrana

externa, ovos e embrides.

O ovo durante seu desenvolvimento sofre diversas clivagens,
formando vérias células denominadas blastbmeros, até alcancar o estagio
denominado blastula. Neste estadio € possivel visualizar o corpusculo polar.
O estadio de blastula ocorre aproximadamente entre 10 a 23 horas ap6és a

primeira clivagem (Figura 9: 1) (Kawano et al., 1992).

O estadio de gastrula ocorre aproximadamente entre 24 e 39 horas
apos a primeira clivagem. Neste estadio o embrido apresenta trés camadas
celulares (ectoderme, mesoderme e endoderme). E possivel visualizar o
polo animal, blastéporo e o polo vegetal. E no estadio de gastrula que se
inicia o crescimento, a diferenciacéo e a movimentacao celular (Figura 9: 2 e
3) (Kawano et al., 1992).

No estadio de trocéfora ocorre a organogénese e uma fileira dupla de
celulas situadas anteriormente a boca formando o prototréquio que é
constituido por cilios e da movimentagao a larva. Esta fase ocorre entre 40 e

80 horas apds a primeira clivagem (Figura 9: 4 e 5) (Kawano et al., 1992).
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O estadio de véliger ocorre por volta de 120 horas apos a primeira
clivagem. Neste estadio j& se observam os olhos, uma elevagcédo da regido

cefélica, a boca, o pé e a concha (Figura 9: 6 e 7) (Kawano et al., 1992).

O estadio de hipo ocorre aproximadamente depois de 144 horas apés
a primeira clivagem. No inicio deste estagio observam-se os halos
pigmentados dos olhos, os tentaculos ja formados e a concha, inicia o seu
enrolamento. No final deste estadio embrionério, observamos uma miniatura
do adulto (Figura 10) (Kawano et al., 1992).

A eclosédo dos ovos, em condigbes ambientais adequadas, ocorre 7

dias ap0s a postura (Kawano et al., 1992; Souza e Lima, 1990).

O conhecimento da embriologia de Biomphalaria é importante, para
estudos de toxicidade. O fato das bionfalarias apresentarem postura
transparente facilita a identificacao de efeitos morfogenéticos de substancias
sobre os embrides (Kawano, 1995; Tallarico, 2003; Kawano et al., 2008).
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Figura 9: Imagem de microscopia eletrdnica de varredura dos estadios
embrionérios de Biomphalaria tenagophila: 1 — Estadio de blastula, apés 15
horas da primeira clivagem; 2 — Vista lateral do estadio de géastrula, ap6s 26
horas; 3 — Estadio de gastrula; 4 — Estadio de trocofora jovem, apés 43
horas; 5 — Estadio de trocofora, apds 66 horas; 6 — Estadio de véliger jovem,
apos 96 horas; 7 — Estadio de véliger, apés 120 horas. A, pdlo animal; BL,
blastoporo; CP, corpusculo polar; V, pélo vegetativo. Fonte: Watanabe, 1997

(modificado)
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Figura 10: Desova contendo Biomphalaria glabrata no estadio embrionario

de hipo.

As bionfalarias vivem em ambientes de agua doce, com vegetacao
aquatica e rica em matéria organica. A temperatura ideal da agua varia de
20°C a 26°C, com pH neutro tendendo para o alcalino, baixa salinidade e
pouca turbidez. Alimentam-se da vegetacdo, algas microscopicas, lodo e
matéria organica em decomposicdo (Barbosa e Barbosa, 1994; Ministério da
Saude, 2007; Rey, 2008).

Biomphalaria apresenta mecanismos de adaptacdo que possibilitam a
sua sobrevivéncia mediante as adversidades ambientais, como durante os
periodos de seca. Neste caso, o0 molusco retrai o corpo para o interior da
concha, havendo baixa no metabolismo e deposi¢cdo de muco na abertura da
concha, o que evita a perda de agua por parte do mesmo. Desta forma o
molusco poupa energia garantindo a sua sobrevivéncia até que as condicdes
ambientais voltem ao normal. Sabe-se que tanto B. glabrata como B.
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tenagophila e B. straminea fazem uso deste mecanismo de sobrevivéncia
(Ohlweiler e Kawano, 2002; Ministério da Saude, 2007).

Em formas juvenis de B. glabrata observa-se ainda modificacbes
morfolégicas na concha como espessamento e a formacao de lamelas junto
a abertura. Isto, também contribui para a sobrevivéncia dos moluscos em
periodos de seca ou mediante as adversidades ambientais (Dannemann e
Pieri, 1989; Ministério da Saude, 2007; Pieri e Fravre, 2008)

1.5 Profilaxia

A transmissdo da esquistossomose ocorre devido a falta de
saneamento béasico, problemas sécio-econdmicos, contato do homem com
cole¢Bes hidricas que contenham caramujos hospedeiros infestados e falta
de tratamento de pessoas infectadas. A profilaxia consta de medidas ou
estratégias adotadas, individualmente ou em conjunto, que diminuam ou
impecam a transmissdo da doenca, ou seja, estratégias que quebrem o ciclo

do parasita.

Desde o final da década de 70 o Brasil realizou e manteve por um
periodo o Programa Especial de Controle da Esquistossomose (PECE),
criado pela Superintendéncia de Campanhas de Saude Publica (SUCAM).
Este programa, que durou por volta de quatro anos, reduziu a prevaléncia e
a transmissao da doenca através do controle dos caramujos, tratamentos de
doentes, abastecimento de agua, entre outras medidas (Webbe, 1987;
Amaral e Porto, 1994).

Em 1980 o PECE se tornou um programa de rotina do Ministério da
Saude, passando a ser chamado de Programa de Controle da
Esquistossomose (PCE). O PCE se restringiu ao inquérito coprologico e
quimioterapia em massa. Em 1990 o PCE passa a ser responsavel por

atividades de controle da esquistossomose no que diz respeito a educacao
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sanitaria, saneamento, diagndstico coproscopico, tratamento dos doentes e
controle dos moluscos hospedeiros intermediarios (Amaral e Porto, 1994).

Em 1993, o PCE foi descentralizado e a responsabilidade das
atividades de controle da esquistossomose passou a ser do municipio.
Como a maioria dos municipios ndo assumiu, de fato, as atividades
propostas, observou-se deficiéncia no registro dos dados, comprometendo
as acoes de controle (Silveira, 1989; Amaral e Porto, 1994).

No Brasil vem sendo realizado, desde outubro de 2010, um inquérito
nacional de prevaléncia da esquistossomose mansonica e geo-helmintoses,
promovido pelo Servico de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude. O
objetivo é atualizar a situacdo da esquistossomose e outros geohelmintoses
no pais. A expectativa é que este inquérito termine em 2012. Os testes
incluem exames de Kato-Katz em alunos de 7 a 14 anos de idade e de
ultrassonografia em adultos, em zonas de alta, média e baixa endemicidade

e em municipios com uma média de 500 mil habitantes (FIOCRUZ, 2011).

No estado de S&o Paulo, em 2003, a Secretaria de Estado da Saude
colocou o PCE sob a responsabilidade da Divisdo de Doencas de
Transmissdo Hidrica e Alimentar do Centro de Vigilancia Epidemiol6gica
(DDTHA — CVE), que responde exclusivamente ao controle e vigilancia dos
casos humanos. O controle e vigilancia dos moluscos hospedeiros
intermediérios ficou sob a responsabilidade da Superintendéncia de Controle
de Endemias (SUCEN) (Guimarées, 2007).

O estado de Sado Paulo conseguiu diminuir o nimero de casos da
doenca utilizando estratégias para promover e eliminar a autoctonia. Dentre
as estratégias cita-se 0 aumento de inquéritos na populacdo, a implantacéo
de testes mais sensiveis para o diagndstico (soroldgicos e PCR), ampla
divulgacdo na midia, estratégias educativas, inser¢do de mais unidades Geo
Sentinelas, melhoria no saneamento basico e mudangas ambientais (CVE,
2009a; CVE, 2009b; CVE, 2009c).
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1.5.1 Saneamento bésico e educacao sanitaria

No Brasil, o saneamento basico é bastante precario e, sem duvida é
uma medida que traz muitos beneficios, ndo so6 para reducao da transmissao
da esquistossomose, como também de outras doencas de veiculacdo hidrica
como salmoneloses, giardiases, amebiases, hepatite, entre outras. A
construcdo de rede de esgoto, tratamento de &guas, além de prevenir
doencas, acarreta uma melhor qualidade de vida para a populagcéo (Neves et
al., 2005; Rey, 2008).

A educagcdo sanitaria tem um papel muito importante, na
conscientizacdo e esclarecimento da populacdo sobre como prevenir as
doencas. Enfatiza como a mudanca de certos habitos pode diminuir o risco
de infeccado da doenca, com auxilio de medidas de saneamento, como por
exemplo, ndo nadar em recursos hidricos desconhecidos ou lancar seus
esgotos nos mesmos. A educacao sanitaria contribui para o sucesso dos
inquéritos coproldgicos e soroldgicos realizados pelo servico de saude (Rey,
1987; Schall, 1987; Schall et al., 2008; Souza e Lima, 1990).

1.5.2 Quimioterapia e vacina

A quimioterapia reduz drasticamente as fontes de infeccdo humana.
Atualmente s&o utilizados dois medicamentos para a quimioterapia da

esquistossomose, 0 oxaminiquine e o prazinquantel.

7

Oxamniquine € ativo somente contra o S. mansoni, tendo efeito
apenas sobre as formas adultas. Embora de baixo custo, este medicamento
causa efeitos colaterais como vertigens, sonoléncia, dores de cabeca,
desconforto abdominal, voémito e diarréia. E um derivado das
tetraidroquinoléinas. Encontra-se a venda sob o nome de Mansil® ou Vansil ®
(Oliveira, 2005; Rey, 2008; Katz, 2008; Coura e Conceicao, 2010).

O tratamento por oxamniquine nas Américas se da em dose oral Unica

de 15 mg/kg de peso do paciente. Em criangcas com menos de 30 quilos,
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recomenda-se 20 mg/kg de peso, administrada em duas doses, com
intervalos de 4 a 6 horas entre uma dose e outra. Na Africa recomenda-se
doses totais de 40 a 60 mg/kg de peso do paciente, administradas em 2 ou 3
doses equivalentes a 20m/kg (Rey, 2008; Katz, 2008). A taxa de cura do
oxamniquine € de 78% a 93% em adultos e de 66% e 89% em criancas
(Ferrari et al., 2003).

Prazinquantel é uma pirazino-isoquinolina, apresentado sob o nome
de Bilcitrine®. Foi introduzido em 1975 e atualmente é o farmaco mais
indicado para o tratamento contra a esquistossomose, devido ao seu baixo
efeito colateral, baixo custo e eficacia contra outras espécies de
Schistosoma, além do S. mansoni, tanto nas formas adultas como nas

formas jovens (Rey, 2008).

O tratamento da esquistossomose mansonica por prazinquantel se da
via oral, em dose Unica de 40 mg/kg de peso do paciente. A taxa de cura
deste medicamento chega a 78% no Brasil. E de 70% a 100% em pacientes

africanos tratados com dose de 60 mg/kg (Rey, 2008; Katz, 2008).

Apesar de o Prazinquantel ser o farmaco mais indicado, foi relatado
no Egito e Senegal tolerdncia ou resisténcia ao medicamento pelo S.
mansoni. A comunidade cientifica tem buscado pesquisar e desenvolver
drogas para a prevencédo e cura da doenca (Ismail et al., 1999; Liang et al.,
2000; Liang et al., 2003; Utzinger et al., 2001). Vem crescendo, também, a
busca por vacinas. Uma vacina adequada para esquistossomose deve ser
de baixo custo, eficiente em todas as fases de desenvolvimento do parasita
e atuar em criancas, adultos e idosos. Mas as dificuldades de se encontrar
uma vacina eficiente sdo devido a mecanismos de escape que 0 parasita
possui e a diversidade antigénica do parasita. (Katz, 1999; Wilson e
Coulson, 2006).

Atualmente temos um pouco mais do que sete proteinas candidata a
vacina para esquistossomose, sdo elas: a SmTSP-2°, SmTSP-1, Sm29°,
Sm23°%, Sm-p80, Sm14°, SM28-GST®, Sm28-TPI®, Sm97 paramiosina® e CT-
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SOD. A Sm28-GST?®, desenvolvida pelo Instituto Pasteur na Franca, esta em
fase de testes clinicos e tem demonstrado boa atividade imunogénica em
paciente voluntarios da Franca, Nigéria e Senegal (Katz, 1999; McManus e
Loukas, 2008; Abath e Katz, 2008; WHO, 2010b).

A Sml1l4 vem sendo desenvolvida pela Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ) do Rio de Janeiro e, foi reconhecida pela Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) como a Unica candidata com perspectivas de chegar ao
mercado o0 mais breve possivel. A Sm14 foi testada ndo apenas contra a
esquistossomose, mas também contra a fasciolose. Em testes de
laboratorio, a Sm14 forneceu a camundongos uma protecao de 67% contra
as cercarias de S. mansoni e 100% de protecdo contra as metacercarias de
Fasciola hepatica. Recentemente o laboratério Ourofino adquiriu a licenca
para explorar a tecnologia desenvolvida pela FIOCRUZ. O laboratorio
promete produzir a vacina para a fasciolose, cuja previsdo de estar
disponivel no mercado é para daqui dois anos. A vacina para
esquistossomose, ainda necessita passar por testes em humanos
(FIOCRUZ, 2010; Meireles, 2010).

Em S&o Paulo, o Instituto Butantan, desde 2001, trabalha em busca
de uma vacina para esquistossomose. As pesquisas tiveram inicio com o
sequenciamento feito no projeto genoma S. mansoni e seguiu com o projeto
tematico “Genoma funcional do S. mansoni aplicado ao desenvolvimento de
vacinas”. Os pesquisadores do Instituto Butantan realizaram uma varredura
de genes/proteinas para identificar aqueles com potencial de induzir uma
resposta imune protetora. Foram selecionados 30 genes/proteinas, sendo
que destes apenas trés confirmaram protecdo. A equipe de pesquisadores
do Instituto Butantan investe na idéia de que serdo necessarios combinar
varios antigenos para compor uma vacina eficaz contra a esquistossomose.
(Reynol, 2009).
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1.5.3 Controle dos hospedeiros intermediarios do Schistosoma

mansoni

O controle dos caramujos hospedeiros intermedidrios em areas
endémicas € promissor na reducdo ou eliminacdo da transmissdo da
esquistossomose, uma vez que estes caramujos Sa0 responsaveis pela
transmissdo do parasita para o homem (Liese, 1986; Lardans e Dissous,
1998).

O combate dos moluscos pode ser feito pelo uso de métodos
ambientais, biolégicos e através de moluscicidas quimicos e vegetais. O uso
de um ou mais métodos em conjunto com obras de saneamento basico

previne ou diminui a proliferacédo dos criadouros (WHO, 1984).

1.5.3.1 Métodos ambientais

As modificagcbes ambientais consistem em pequenas alteracdes no
ambiente sem causar grandes efeitos adversos, como por exemplo, alterar a
velocidade do fluxo hidrico, fazer correc6es nas margens de rios e represas,
aterro de valas e poc¢os contaminados e remoc¢ao da vegetacédo das margens
de colecbes hidricas. Os métodos ambientais apesar de serem medidas
eficazes, necessitam de investimentos dispendiosos, constante manutencéo
e promovem alteracdes drasticas nos habitats (WHO, 1980; Souza e Lima,
1990; Ré , 1990; Rapado, 2007).

1.5.3.2 Métodos bioldgicos

Os métodos biolégicos consistem em introduzir outros agentes
biolégicos antagonistas, ocasionando competicdo pelo mesmo habitat,
espaco e alimento (WHO, 1984; Ré, 1990; Ministério da Saude, 2007;
Rapado, 2007).
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Muitos organismos ja foram testados em campo, demonstrando
pouca eficiéncia até o momento (WHO, 1984; McCullough, 1981). Dentre
eles estdo micropatdogenos (bactérias, fungos e protozoarios), peixes
(Serranochromis macrocephala, Tilapia melanopleura, Barbus conchonius,
Cichlasoma biocellatum, Cichlasoma ocellatum, Astronotus ocellatus,
Oreochromis niloticus), aves aquaticas e quelénios (WHO, 1984; Ré, 1990;
Souza e Lima, 1990; Ministério da Saude, 2007).

Outro exemplo de controle biolégico é a competicdo entre molusco,
como a utilizacdo do ampularideo Marisa cornuarietis, que sado competidores
e predadores de planorbideos jovens e ovos (Freitas e Santos, 1995). O
tiarideo Melanoides tuberculatus também foi utilizado no controle bioldgico,
causando reducéo significativa, ndo apenas em populacédo de Biomphalaria,
mas de espécies nativas (Abilio, 1997). Mas, por tratar-se de hospedeiro

intermediario de helmintos seu uso torna-se inviavel.

1.5.3.3 Moluscicidas

Sao substancias letais para caramujos adultos e embribes. O
moluscicida ideal ndo pode afetar outros organismos aquaticos e mamiferos,
deve ser baixo custo e ndo deve ser adverso para o ambiente. Os
moluscicidas constituem um dos métodos mais eficientes para controlar a
esquistossomose, uma vez que eliminam ou reduzem as populacdes de
moluscos hospedeiros intermediarios do parasita. Existem moluscicidas
sintéticos e de origem vegetal (Ré, 1990; Ministério da Saude, 2007;
Weebbe, 1987).

1.5.3.3.a Moluscicidas sintéticos

O combate do molusco hospedeiro até 1945 era feito principalmente
com moluscicidas quimicos como cal, cianeto de calcio e sulfato de cobre
(Ducan, 1974). A partir da 22 guerra mundial surgiram novos moluscicidas

como o pentaclorofenol, pentaclorofenato de sddio, N-tritimorfolina e
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niclosamida (Ritchie, 1963; Weebbe, 1987). Esses moluscicidas além de
serem de alto custo, ndo s6 diminuiam e acabavam com a populacdo de
moluscos, mas causavam efeitos toxicos sobre outros organismos aquaticos
e no ambiente (WHO, 1973).

O pentaclorofenol (PCF) e pentaclorofenato de sdédio (PCFNa) séo
produtos derivados de sais de fenol, que sé@o altamente toxicos devido a agir
no processo de fosforilagdo oxidativa mitoconfrial (ANVISA, 2006). Estes
produtos foram muito utilizados como moluscicidas, porém ndo agiam
somente nos moluscos, mas também sobre outros organismos, motivo pelo
gual a OMS nédo recomenda a sua utilizacdo. O PCF e PCFNa séao utilizados
para preservacdo de madeira, devido a sua agado fungicida, inseticida e
bactericida, porém estes produtos tem efeito residual, ou seja, produtos
derivados desta madeira pode conter estas substancias que sdo téxicas ao
homem (WHO, 1973; Souza, 2008).

N-tritiimorfolina (Frescon®) age sobre os moluscos em pequenas
concentracdes, como 0,1 a 0,5 mg/litro, durante uma hora. Nao é toxico para
outros organismos aquaticos, mas pelo fato de nao matar as desovas, nao é
considerado tdo eficiente. Para uma maior eficiéncia deve-se aplicar ou
reaplicar o produto em um curto periodo de tempo, tornado este tratamento

caro. Este produto € recomendavel para locais onde a preservacao
nutricional do recurso hidrico deve ser preservada (Rey, 1987 e 2008).

Niclosamida (Bayluscid) € o mosluscicida geralmente usado para o
controle dos moluscos. Possui alta toxicidade para os moluscos na
concentracdo de 1 mg/litro, causando 100% de mortalidade, quando o
contato com o produto for no minimo de 8 horas.E eficiente para desovas e
formas larvarias do Schistosoma, se decompfe rapidamente e nao
apresente efeitos cumulativos, mas tem o inconveniente de ser caro e toxico

para peixes e outros animais (Rey, 1987 e 2008; Ministério da Saude, 2007).
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1.5.3.3.b Moluscicidas de origem vegetal

A Organizagdo Mundial de Saude (1983) define que um bom
moluscicida deve ter efeito toxico em moluscos adultos nas concentracdes
de 0.5 a 20 ppm do extrato soluvel (substancias ativas) e igual ou menor a
100 ppm do extrato bruto e, ser atdxico para outros organismos. O uso de
extratos de plantas vem sendo muito recomendado por cientistas para o
combate dos moluscos, como uma forma de controlar a esquistossomose
(Mott, 1987). O critério utilizado na escolha de um produto ou planta a ser
utilizada como moluscicida € sua baixa acdo toxica ou irritante para peixes,
mamiferos ou homem (WHO, 1973). Com isso, vém surgindo muitas
pesquisas em torno de extratos vegetais com diferentes principios ativos
(WHO, 1973; Kloos e McCullough, 1981; Jurberg et al., 1989).

A descoberta de plantas com o potencial moluscicida tem sido
relatada desde 1930 (Archibald, 1933). Desde entdo, os estudos com
espécies vegetais vem crescendo, com intuito de auxiliar o controle dos

hospedeiros intermediarios da esquistossomose (Kloos e McCullough, 1981)

Archibald (1933) e Anataraman (1955),sugeriram que fosse plantada
B. aegyptica em areas endémicas no Sudéo, pois devido a sua composi¢ao
metabolica secundaria ter atividade moluscicida, os frutos ao cairem na
agua, auxiliariam no controle dos caramujos sem alterar a potabilidade da
dgua. O uso de extratos aquosos de frutos de Balanites aegyptiaca e
Balanites maughamii (Balanitaceae) foi sugerido por Kloos e McCullough
(1981) tanto no combate dos moluscos dos géneros Planorbis e Bulinus,
bem como dos miracidios e cercarias do S. mansoni, pois estes frutos

apresentam isobutilamida e saponinas que determinam esta acao.

Os primeiros estudos sobre moluscicidas de origem vegetal realizados
no Brasil foram com extratos aquosos de caules de Serjania spp. (cipo-
timbo) e de frutos de Sapindus saponaria L. (Sapindaceae) (saboneteira,

sabao) que demonstraram atividade sobre Biomphalaria glabrata. Essa acao
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foi atribuida as saponinas presentes nestes vegetais (Pinto e Almeida,
1944).

Varias espécies de plantas foram estudadas com relacdo a atividades
moluscicida e larvicida. Luna (2005) estudou 23 plantas medicinais da regido
nordeste sobre B. glabrata; dessas, o0 extrato das folhas de Annona muricata
(Annonaceae) apresentou atividade moluscicida na concentracdo de 100
ppm causando 100% de mortalidade e o extrato da casca de Caesalpinia
echinata (Fabaceae) apresentou atividade ovicida, causando 100% na

concentracdo de 100 ppm.

Euphorbia cotinifolia (Euphorbiaceae), é popularmente conhecido
como leiteiro-vermelho, caracasana, barrabas, aiapana, acacui, figueirinha-
roxa e maleiteira. O extrato bruto do fruto, caule, casca da semente e latex
desta planta foram aplicados sobre adultos de B. glabrata e desovas,
apresentando toxicidade em concentracfes abaixo de 50 ppm. Além dos
testes laboratoriais, foram feitos testes em campo (Belo Horizonte — MG),
onde foi observada uma melhor atividade moluscicida do extrato hexanico na
concentracdo de 20 ppm. O produto, nesta mesma concentracdo mostrou
ser toxico para peixes, mas ndo para camundongos e seres humanos. Os
autores acreditam que o extrato de E. cotinifolia deve ser mais bem
investigado, pois pode vir a ser um meio eficaz de controle dos moluscos,
uma vez que tem a vantagem de ser extraido de uma planta de crescimento

rapido e de facil obtencédo da matéria prima (Pereira et al., 1978).

Os extratos de Bidens pilosa (home popular: picdo —preto, picdo, amor
de burro, carrapicho, carrapicho-agulha) e Tagetes patula (nome popular:
cravo de defunto, botbes de solteiros, cravo, cravo francés, rosa da india),
pertencentes a familia Asteraceae, apresentam efeitos moluscicida,
cercaricida e miracidial em Physa occidentalis (Physidae) (Graham et al.,
1980).

A familia Piperaceae tem sido bastante pesquisada com relacdo ao

seu efeito toxico. E tipica de regides tropicais e subtropicais, sendo muito
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utiizada na medicina (Piper sarmentosum e Piper methysticum séo
utilizados como sedativo) e alimentacdo (Piper nigrum — pimenta-do-reino).
Apresenta uma variedade de compostos bioativos resultante do seu
metabolismo secundario, tendo sido observada a producdo de Oleos
essenciais, amidas, pironas, flavondides e ligndides (fenilpropandides,
lignanas e neolignanas) (Vieira et al., 1980; Giesbrecht et al., 1981; Chang et
al., 1985; Dias et al., 1986; Maia et al., 1993; Pongmarutai, 1989; Tyagi et
al., 1993; Gurib-Fakim, 1994; Tirillini et al.,, 1996; Baldoqui et al., 1999;
Benevides et al., 1999; Ribeiro et al., 1999; Martins et al., 2000; Navickiene
et al., 2000; Kato e Furlan, 2007 ).

A familia Piperaceae é composta por 14 géneros, sendo 0s géneros
Piper e Peperomia 0s mais abundantes em numero de espécies (Barroso,
1986; Mabberley, 1997 e Dyer e Palmer, 2004). O género Peperomia é
caracterizado morfologicamente por apresentarem plantas de pequeno
porte, apresentam folhas com tecidos especializados em reserva de agua e
muito dos espécimes sao epifitas. Ja o género Piper é caracterizado por
apresentarem plantas lenhosas, incluindo arbustos, trepadeiras e arvores de

pequeno porte (Dyer e Palmer, 2004; Mota, 2007).

Devido a ampla diversidade de espécies no Brasil, a familia
Piperaceae tem sido grande alvo de estudos. Kloos e McCullongh (1981)
fornecem a citacdo de 58 extratos de plantas de diferentes familias testados
quanto a sua toxicidade em Biomphalaria, destes, dois extratos pertencem a
familia Piperaceae. Segundo os autores os extratos de Oleos essenciais
extraidos da folha de Piper marginatum provocaram mais de 60% de
mortalidade em B. glabrata. J4, o extrato aquoso da raiz e da haste de Piper
tuberculatum, na concentracdo de 200 ppm, apresentou taxa de mortalidade,
em B. glabrata e B. straminea, de 40 a 80%, respectivamente.

O Laboratério de Quimica Fundamental da Universidade de Séao
Paulo (USP) e o Laboratério de Parasitologia do Instituto Butantan vém
realizando, desde 1996, estudos fitoquimicos com diversas espécies de
Piperaceae.
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No laboratorio de Parasitologia do Instituto Butantan estdo sendo
desenvolvidos testes com Piperaceae, a fim de verificar o efeito moluscicida
e ovicida dos extratos em adultos e embrides de B. glabrata. Rapado et
al.(2011) determinam o efeito de extratos de Piperaceae em adultos e
estadios embrionarios de B. glabrata, verificando que os extratos de Piper
aduncum, Piper crassinervium, Piper cuyabanum, Piper diospyrifolium e
Piper hostmannianum apresentam atividade moluscicida nos adultos nas
concentracbes de 10 a 60 ppm e, Piper cuyabanum e Piper
hostmannianum apresentam atividade ovicida nos estadios embrionarios em

concentragdes de até 20ppm.

A busca por substancias de origem vegetal que sejam capazes de
reduzir ou controlar a populacdo dos hospedeiros intermediarios do S.
mansoni,sem causar danos ao meio ambiente, é de suma importancia para a
interrupcdo do ciclo do parasita, consequentemente, para a reducdo da

doencga no pais.

O presente trabalho, em parceria com o Laboratério de Parasitologia
do Instituto Butantan e o Laboratério de Quimica Fundamental da USP,
busca determinar o efeito de seis extratos e uma substancia ativa de

Piperacea em adultos e embrides de B. glabrata.
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2. Objetivos

2.1. Geral

e Avaliar a acdo moluscicida e ovicida de extratos de folhas de Piper
cubataonum, Piper caldense, Piper cernuum, Peperomia trineura,
Peperomia rubricaulis, Peperomia blanda e do acido caldensinico

(substancia ativa) da familia Piperaceae em B. glabrata.

2.2. Especificos

e Verificar o efeito das concentracdes dos extratos e substancia ativa,
com relacdo a mortalidade, em adultos e estadios embrionérios (blastula,
gastrula, trocofora, véliger e hipo) de B. glabrata.

e Identificar possiveis alteragbes morfolégicas, nos estadios
embrionarios de blastula, gastrula, trocéfora, véliger e hipo de B.
glabrata;
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3. Material e Métodos

3.1. Material de estudo
3.1.1. Animais

Os caramujos Biomphalaria glabrata sdo provenientes de Barreiros de
Baixo, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. A populacdo de caramujos é
mantida no Laboratorio de Parasitologia do Instituto Butantan, desde 1982,
em aquarios de polietileno (20 litros), contendo &agua declorada e

temperatura média de 25°C, sendo alimentados com alface “in natura”.

Neste trabalho foram utilizados caramujos adultos com conchas
integras com diametro de 10 a 18 mm e desovas com embrifes nos estadios

embrionarios de blastula, gastrula, trocofora, véliger e hipo.

Para a obtencédo das desovas foram colocadas folhas transparentes
de polietiieno de 10 cm x 5 cm nos aquarios, para que 0S caramujos
colocassem as desovas. Os plasticos, contendo as desovas, foram
recolhidos diariamente e levados ao microscopio estereoscopico para a
identificagdo dos estadios embrionarios segundo Kawano et al., (1992).

3.1.2 Extratos vegetais

Foram utilizados seis extratos brutos; Piper cubataonum C.DC., Piper
caldense C.DC., Piper cernuum Vell., Peperomia trineura Mig., Peperomia
rubricaulis Ness., Peperomia blanda Jacg., e uma substancia ativa; acido

caldensinico da familia Piperaceae, provenientes de folhas.

As Piperaceae sao oriundas do campo do INPA / Manaus e estéao
sendo mantidas, desde 1998, em estufa de crescimento de 80 m? e 20 m?,
com irrigacao, no Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais da USP —
SP.
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A obtencdo dos extratos e o isolamento da substancia ativa foram
realizados no Laboratério de Quimica e Produtos Naturais da USP, pelo

Prof. Dr. Massuo Jorge Kato.

Para obtencdo dos extratos de P. cubataonum, P. cernuum, P.
blanda, P. rubricaulis e P. trineura foi seguido o seguinte protocolo: as folhas
de cada espécie vegetal foram separadas e secas a sombra, em
temperatura ambiente e levada para estufa a 45°C para finalizar o processo
de secagem. Apés a secagem, foram trituradas mecanicamente com auxilio

de moinho de sacas para a preparacado dos extratos brutos.

Para cada extrato foram utilizadas 5 g das folhas secas. Estas foram
tratadas com 50 mL de metanol (MeOH) grau PA durante 24 horas, por 3
vezes, obtendo-se entdo os extratos. Utilizou-se o metanol por ser uma
substancia que extrai compostos apolares e polares. Apos este
procedimento, o solvente foi evaporado em um rota-evaporador, a partir do
qual foram obtidos 0,75g, 0,89, 0,49, 0,79 e 0,4g de extratos brutos de P.
cubataonum, P. cernuum, P. blanda, P. rubricaulis e P. trineura,

respectivamente.

Para a obtencdo do extrato de P. caldense, suas folhas (10g) foram
secas em uma estufa & 50°C durante 48 horas, moidas em um moinho de
sacas e tratadas com acetato de etila (AcOet), por 3 dias, a temperatura
ambiente. ApoOs este procedimento, filtra-se o extrato, para a obtencédo de
uma parte sélida e outra liquida. A parte liquida foi concentrada e levada
para o evaporador rotativo (Buchi). O produto sélido resultante desta Gltima
evaporacao foi novamente dissolvido com acetato de etila e concentrado
junto com o extrato sélido obtido anteriormente resultando o extrato bruto
final. Utilizou-se o acetato de etila por ser um solvente de média polaridade
para apolar, com intuito de obter compostos metabdlico apolares das folhas.

A obtencédo da substéncia ativa acido caldensinico foi feita através do
fracionamento do extrato bruto de folhas de P. caldense. O extrato em
acetato de etila de P. caldense foi fracionado por cromatografia liquida a
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vacuo utilizando eluicdo gradiente com os solventes hexano, acetato de etila
e metanol. A fase estacionaria utilizada foi Silica gel PFs4 da Merck ,
obtendo 12 fracGes. ApOs analise das fracbes por cromatografica em
camada delgada analitica uma das fracbes, que foi denominada fracdo K-
842FA 6, foi fracionada por cromatografia em coluna utilizando eluicédo
gradiente com os solventes hexano, acetato de etila e metanol. A fase
estacionaria utilizada foi Silica gel 60 comum levando a purificacdo do acido
caldensinico (Figura 11). A fracdo K-842FA 6 foi escolhida por ser a fracéo

mais pura e obtida em maior quantidade.

COOH

Figura 11: Formula estrutural do &cido caldensinico. Fonte: Freitas et al.,
(2009).

3.2 Protocolo com moluscos e desovas

Para os testes realizados neste trabalho foram considerados os
critérios recomendados pela WHO (1983) em que um moluscicida é eficiente
guando apresenta efeito toxico em moluscos adultos nas concentracfes de
0,5 a 20 ppm para substancias ativas e igual ou menor que 100ppm do

extrato bruto, onde 100mg/l equivale a 100 ppm.

Os extratos e a substancia ativa foram diluidos em Dimetil sufoxido
(DMSO) a 1%. Para cada experimento foram feitos trés grupos de estudo:
grupo experimental, grupo controle de DMSO 1% e grupo controle de agua.
Foi feito trés repeticbes, de cada experimento para obtermos um maior

ndmero amostral e viabilizar a analises estatisticas.



43

Inicialmente todos os extratos e a substancia ativa foram testados nas
concentracbes de 100 ppm e 20 ppm, respectivamente. Procurou-se
determinar para cada extrato as concentracfes responsaveis pela
mortalidade de no minimo 50% da populacéo, o que nao foi possivel verificar
para o extrato de P. caldense, por ndo termos extratos suficiente para a
realizagdo dos experimentos. Outra dificuldade no estudo foi a

impossibilidade de observar os experimentos nos finais de semanas.
3.2.1 Ensaios biolégicos com moluscos

Nos ensaios biolégicos utilizou-se 10 caramujos por grupo, 0s quais
foram divididos em dois subgrupos e, colocados em recipientes de vidro (3,5
cm diametro x 5,0 cm de altura) com capacidade de até 50 ml do extrato ou
principio ativo. Os recipientes foram tampados com placas de petri para que
0s moluscos ficassem totalmente imersos na substéncia testada (Figura 12).
A exposicéao foi de 24 horas, com temperatura controlada, em média de 25°
C. ApOs a exposicao, os moluscos foram lavados em agua declorada e
transferidos para um recipiente de vidro (7 cm de diametro e 11 cm de
altura) contendo 200ml de &gua declorada. Foram feitas observactes
individuais, durante 10 dias (Figura 13). Para cada concentracao foram feitos
trés experimentos distintos, totalizando 30 exemplares por concentracdo. A
toxicidade das substancias testadas foram avaliadas pela mortalidade dos
caramujos, que foi detectada pela perda de movimentos, liberacdo de
hemolinfa, retracéo total do corpo para o interior da concha e auséncia de
batimentos cardiacos visualizados sob microscopio estereoscopico. Para o

calculo da mortalidade foi empregada a seguinte férmula:

M = (100 x P2) + P1, onde M é a taxa de mortalidade (%), P1 o
namero de individuos antes da exposicdo aos extratos e P2 o numero de

individuos sobreviventes apds a exposicao.
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Figura 12: Exposicédo dos moluscos adultos a extratos de Piperaceae.

Figura 13: Moluscos individualizados e mantidos na agua declorada, apos

as 24 horas de exposicéo a extratos de Piperaceae.

3.2.2 Ensaios bioldgicos com embrides

Para a obtencdo de desovas, como referido anteriormente, foram
colocadas folhas transparentes de polietileno (10 cm X 5 cm) nos aquarios,

que serviram como substrato para que 0s caramujos realizassem a
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oviposicao. A coleta das desovas foi realizada diariamente. Para isso, 0s
plasticos contendo as desovas foram cuidadosamente retirados dos aquarios
e recortados em torno das desovas, as quais foram identificadas sob o
microscopio estereoscopico de acordo com Kawano et al., (1992). Apés a
identificacdo, as desovas foram expostas nas concentracdes desejada da
substancia ativa e dos extratos de Piperaceae. Utilizou-se 5 desovas para
cada grupo (experimental, DMSO 1% e agua). A Metodologia segue o
mesmo padrao utilizado com os moluscos adultos. As desovas foram
expostas em placas de vidros (3,5 cm didmetro x 1,0 cm de altura) (Figura
14). Apés a exposicao, as desovas foram lavadas e colocadas em placas de
cultura de células de 24 pogos contendo agua declorada (Figura 15) e,
mantida em estufa incubadora a 25° C. As observacdes foram feitas durante

7 dias, pois apos este periodo se da a eclosdo dos ovos.

Figura 14: Exposi¢do de desovas a extrato de Piperaceae.
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Figura 15: Desovas individualizadas, mantidas em agua declorada, em
placa de cultura de células, apds as 24 horas de exposicao a extrato de

Piperaceae.

A avaliagéo da toxicidade dos extratos foi determinada pela morte do

embrido e malformagdes dos tipos exogastrulas e inespecifica.

Malformacéo do tipo exogéstrula: sdo embrides vesiculares, que nao
sofreram invaginacdo do arquéntero e geralmente morrem nos primeiros

dias de desenvolvimento (Figura 16) (Tallarico, 2003).

Malformacédo inespecifica: sdo embrides com desenvolvimento
anormal, nos quais ndo se identifica o tipo de malformagéo (Figura 17)
(Tallarico, 2003).
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Figura 16: Embrides de Biomphalaria glabrata no estadio embrionario de

trocofora jovem apresentando malformacgéo do tipo exogastrula.

Figura 17: Embrides de Biomphalaria glabrata no estadio embrionario de
véliger, apresentando malformagdes inespecificas.
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®
3.3 Experimentos com Bayluscide WP70

Pelo fato da populacdo de B. glabrata estudada ser proveniente de
uma populacdo mantida em laboratorio, desde 1982, foram feitos
experimentos para avaliar a sua suscetibilidade, com o moluscicida quimico

niclosamida (etanolamida de 2°, 5 dicloro-4 -nitrosalicilanilida), de nome

®
comercial Bayluscide WP70 . Os moluscos foram expostos as
concentracbes de 0.01; 0,02; 0,03; 0,04; 0,05; 0,06; 0,07; 0,08; 0,09 e 0,1

®
ppm a partir da solugdo de Bayluscide WP70 a 1%. A metodologia usada
foi a mesma estabelecida para a substancia ativa. Os experimentos foram

realizados em adultos.

3.4 Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada pela Dra. Regiane Maria Tironi de
Menezes do Laboratério de Entomologia Médica da Superintendéncia de
Controle de Endemias (SUCEN). Foram verificados os efeitos das

concentracfes dos extratos e da substancia ativa na mortalidade em adultos.

Nao foi possivel analisar estatisticamente o efeito das concentragcbes
em embrides de B. glabrata devido os grupos experimentais e grupos
controles agua e DMSO 1% apresentarem diferenca no ndamero de
embrides. Esta diferenca ocorrreu devido a dificuldade de se obter desovas

com 0 mesmo numero de embrides em um mesmo estadio embrionario.
3.4.1 Anélises dos dados

Os percentuais de mortalidade, sobrevivéncia e malformacdes de
adultos e embrides de B.glabrata foram confeccionados a partir do banco de
dados que foi formado contendo as variaveis de estudo, por meio do
programa Excel para Windows versao 2003. Esta planilha também permitiu a
selecdo de algumas variaveis para a confeccdo de bancos que foram

utilizados nas analises descritas nos paragrafos seguintes.
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Os dados de mortalidade de adultos de B.glabrata submetidas a uma
determinada concentragdo de extrato de Piperaceae, e do acido
caldensinico, além dos controles agua e DMSO (1%), foram submetidos a
analise de Probito, utilizando o programa Statistica para Windows versao 8.0
com o objetivo de estimar a CL 50 e CL 90. Apenas os dados de mortalidade
das bionfalarias submetidas ao acido caldensinico, P. trineura e P.caldense,
foram analisados, visto que, somente nestes extratos foi possivel realizar
experimentos em diferentes concentragcdes nos exemplares de B.glabrata e
por haver variagdo entre mortos e sobreviventes em cada experimento,

condicao necesséria para a variavel dependente.

Analise de regressao linear simples foi utilizada para verificar qual foi
o efeito das concentracGes de extratos de P.trineura, P.caldense e do &cido
caldensinico em relacdo ao nimero de mortos de adultos de B.glabrata para
cada experimento realizado. A variavel dependente (y) foi representada pelo
namero de mortos de B. glabrata e as variaveis independentes (x) foram
representadas pelas diferentes concentragdes dos extratos de Piperaceae e
do &cido caldensinico. Foram consideradas significantes as analises de
regressao que apresentaram distribuicdo de Fischer e Snedecor (F) com
p<0,05. Para as andlises de regressao linear foi utilizado o programa
estatistico BIOESTAT versao 5.0 para Windows.

S6 houve condicdes de analise de regressao linear quando a variavel
dependente “y” variou em pelo menos uma das concentragdes nos
experimentos observados. No caso dos experimentos em que foram
utilizados os extratos de Piper cubataonum, Piper cernuum, Peperomia
rubricaulis e Peperomia blanda ndo houve condi¢cdes de andlise pela ndo
variacdo da variavel dependente n° de mortos de B. glabrata, ou morriam
todos os exemplares no primeiro dia de observacéo de cada experimento ou

sobreviviam todos.

A distribuicdo qui-quadrado foi utilizada na comparacao de mortos e
sobreviventes de adultos de B. glabrata, submetidos a diferentes

concentracbes de &cido caldensinico. A mesma andlise foi utilizada na
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comparacao de mortos e sobreviventes de B. glabrata submetidos a 50 ppm

de Piper caldense e Peperomia trineura.

O nivel de significancia adotado para as analises foi de 5% (a = 0,05).
Como um complemento da analise de qui-quadrado utilizou-se analise de
residuos segundo Pereira (1999), para verificar diferencas entre as
frequéncias esperadas e observadas expressas em unidades de desvio
padrdo, ou seja, para o nivel de significancia de 5% (a = 0,05), houve
excesso de ocorréncias quando o residuo foi superior a 1,96 e falta de
ocorréncias quando o residuo foi inferior a — 1,96. A aplicacdo da analise de
residuos soO foi pertinente nas tabelas de qui-quadrado que apresentaram

algum tipo de associacao significativa.

Para a analise de qui-quadrado com analise de residuos, também foi
utilizado o programa estatistico BIOESTAT versédo 5.0 para Windows.
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4. Resultados
4.1 Experimentos com moluscos adultos

Os moluscos adultos foram expostos aos extratos brutos Piper
cubataonum, Piper caldense, Piper cernuum, Peperomia trineura, Peperomia
rubricaulis, Peperomia blanda e a substancia pura acido caldensinico, em

diferentes concentracdes.

O extrato de folhas de Piper cubataonum, na concentracdo de 100
ppm (anexo 1), ndo causou mortalidade ao longo dos 10 dias de observacéao

apos a exposicado dos moluscos ao extrato (Figura 18).
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Taxa de mortalidade (%)
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100 ppm (N=30) DMSO 1% (N=30) Agua (N=30)

Figura 18: Atividade moluscicida do extrato de folhas de Piper cubataonum
em Biomphalaria glabrata na concentracdo de 100 ppm, verificada ao longo

de 10 dias de observagéao.

O extrato de folhas de Piper caldense foi testado nas concentracdes
de 100, 80 e 50 ppm (anexo 2). Durante as 24 horas de exposi¢cdo dos
moluscos ao extrato, observou-se 100% de mortalidade nas concentracdes

de 100 e 80 ppm e de 93,33% na concentragéo de 50 ppm (Figura 19).
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Figura 19: Atividade moluscicida do extrato de folhas de Piper caldense em
Biomphalaria glabrata, nas concentracdes de 100 ppm, 80 ppm e 50 ppm,

verificada ao longo de 10 dias de observacgéao.

O extrato de folhas de Piper cernuum foi testado na concentracéo de
100ppm (anexo 1), sendo observado 36.66 % de mortalidade apos as 24
horas de exposicdo, ou seja ao longo dos 10 dias de observacgbes (Figura
20).
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Figura 20: Atividade moluscicida do extrato de folhas de Piper cernuum em
Biomphalaria glabrata, na concentracdo de 100 ppm, observada, verificada

ao longo de 10 dias de observagéao.

O extrato de folhas de Peperomia trineura foi avaliado nas
concentracbes de 100, 80, 60 e 50 ppm (anexo 3). Observou-se 100% de
mortalidade nas concentraces de 100, 80 e 60 ppm e 50% de mortalidade

na concentracao de 50 ppm, durante as 24 horas de exposicédo (Figura 21) .
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Figura 21: Atividade moluscicida do extrato de folhas de Peperomia trineura
em Biomphalaria glabrata, nas concentracdes de 100 ppm, 80 ppm, 60 ppm

e 50 ppm, verificada ao longo de 10 dias de observacgéao.

O extrato de folhas de Peperomia rubricaulis foi testado na
concentracédo de 100ppm (anexo 4), ndo sendo observado mortalidade dos

moluscos ao longo de 10 dias de observagao (Figura 22).
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Figura 22: Atividade moluscicida do extrato de folhas de Peperomia
rubricaulis em Biomphalaria glabrata, na concentracdo de 100 ppm,

verificada ao longo de 10 dias de observacgéao.

O extrato de folhas de Peperomia blanda foi analisado na
concentracdo de 100 ppm (anexo 4), sendo a taxa de mortalidade de 3,33%

apos as 24 horas de exposicao (Figura 23).
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Figura 23: Atividade moluscicida do extrato de folhas de Peperomia blanda
em Biomphalaria glabrata, na concentracdo de 100 ppm, verificada ao longo

de 10 dias de observagéo.

A substancia ativa, 4cido caldensinico, foi testada nas concentragdes
20, 10, 9, 8 e 5 ppm (anexo 5). Observou-se 100% de mortalidade dos
moluscos nas concentragbes de 20 e 10 ppm, 63,33% de mortalidade na
concentracédo de 9 ppm, 50% de mortalidade na concentracdo de 8 ppm e
30% de mortalidade na concentracdo de 5 ppm, durante as 24 horas de
exposicao (Figura 24).
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Figura 24: Atividade moluscicida do acido caldensinico em Biomphalaria
glabrata, nas concentracfes de 20 ppm, 10 ppm, 9 ppm, 8 ppm e 5 ppm.
verificada ao longo de 10 dias de observacgao.

4.2 Experimentos com embrides

Os embrides foram expostos aos extratos brutos Piper cubataonum,
Piper caldense, Piper cernuum, Peperomia trineura, Peperomia rubricaulis e
Peperomia blanda e a substancia ativa acido caldensinico, em diferentes

concentracoes.

O extrato de folhas de Piper cubataonum na concentracdo de 100
ppm foi testado nos estadios embrionarios de blastula e gastrula (anexo 6).
Em blastula ndo se observou mortalidade, enquanto que no estadio de
gastrula houve 7,52% de mortalidade, em 24 horas de exposicdo. (Figura
25). Nao foram feitos testes nos demais estagios embrionarios, pelo fato de
nao ter sido observado malformacbes e mortalidade significativa até o

estadio gastrula, que séo os estadios embrionarios mais sensiveis.
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Figura 25: Atividade ovicida do extrato de folhas de Piper cubataonum a 100

ppm em embribes de Biomphalaria glabrata, nos estadios de blastula e

gastrula.

O extrato de Piper caldense, na concentracdo de 100 ppm, foi avaliado
nos estadios embrionarios de blastula, gastrula, trocofora, véliger e hipo
(Figura 26) (anexo 7). No estaddio de blastula observou-se 100% de
mortalidade nas 24 horas de exposicdo. Em gastrula observou-se 87,8% de
mortalidade nas 24 horas de exposicéo e 3,65% de mortalidade, durante os
sete dias de observacfes, devido a malformacdes inespecificas, totalizando
um indice de mortalidade de 91,46%. No estadio de trocofora observou-se
mortalidade de 86,06% nas 24 horas de exposi¢cdo. Os demais 13,94% dos
embribes desenvolveram-se até o estadio de hipo, mas como ndao
conseguiram eclodir, acabaram morrendo, totalizando 100% de mortalidade.
No estadio de veéliger observou-se 66,96% de mortalidade nas 24 horas de
exposicdo e 3,57% de mortalidade devido a malformagdes inespecificas,
totalizando 70,53% de mortalidade até o final dos 7 dias de observagdes. No

estadio de hipo observou-se 59,09% de mortalidade nas 24 horas de
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exposicdo e 6,06% de mortalidade devido a malformacdes inespecificas

(Figura 27), totalizando, até o final das observacdes, indice de mortalidade

de 65,15%.

B Mortalidade em 24h de exposi¢do

Mortalidade apéds as 24h de exposigdo (Periodo de 7 dias)
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Figura 26: Atividade ovicida de folhas de Piper caldense a 100 ppm em

embribes de Biomphalaria glabrata, nos estadios de blastula, gastrula,

trocofora, véliger e hipo.
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Figura 27: Embrido no estadio embrionario de hipo com malformacéo

inespecifica, apds exposicdo a 100 ppm do extrato de folhas de Piper
caldense.

O extrato de Piper caldense foi testado, também a 80 ppm, nos
estadios embrionarios de blastula, géastrula, trocéfora, véliger e hipo (Figura
28) (anexo 8).

No estadio de blastula houve 100% de mortalidade (Figura 29), sendo
gue 80,61% dos embrides morreram durante as 24 horas de exposi¢cédo e
19,39% morreram apos as 24 horas de exposi¢éo, neste caso, ao longo dos
sete dias de observacdo. Em gastrula houve 89,71% de mortalidade durante
as 24 horas de exposicado e 0,94% de mortalidade devido a malformacdes
inespecificas, totalizando 90,65% de mortalidade no decorrer dos sete dias
de observacdo. No estadio de trocofora houve 35,29% de mortalidade nas
24 horas de exposicao, sendo que até o final dos sete dias de observacgfes a
mortalidade subiu para 66,17%. Em véliger houve 22,72% de mortalidade
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durante as 24 horas de exposicédo e 25,76% de mortalidade ao longo dos

sete dias de observacdes, sendo que destes, 1,51% foram devido a

malformacdes.

Em Hipo, 12,85% dos embrides morreram com 24 horas de exposi¢cao

(Figura 30) e 21,43% ao longo dos sete dias de observacdes, totalizando

34,28% de taxa de mortalidade.
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Figura 28: Atividade ovicida de folhas de Piper caldense a 80 ppm em

embribes de Biomphalaria glabrata, nos estadios de blastula, gastrula,

trocofora, véliger e hipo.
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Figura 29: Embrides no estadio embrionario de blastula, mortos apos a

exposicao de 80 ppm do extrato de folhas de Piper caldense.

Figura 30: Embrides no estadio embrionario de hipo mortos apds exposi¢cdo
de 80 ppm do extrato de folhas de Piper caldense.
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O extrato de Piper cernuum foi avaliado na concentracédo de 100 ppm
nos estadios embrionarios de blastula, gastrula e trocéfora (anexo 9).
Apenas no estadio de gastrula houve 1,78% de mortalidade durante as 24

horas de exposicéo (Figura 31).

B Mortalidade em 24h de exposigdo

Taxa de mortalidade (%)

Figura 31: Atividade ovicida de folhas de Piper cernuum a 100 ppm em

embribes de Biomphalaria glabrata, nos estadios de blastula, gastrula e
trocofora.

O extrato de Peperomia trineura foi avaliado nas concentracées de
100ppm, 95 ppm, 90 ppm, 80 ppm, 60 ppm e 50ppm.

Na concentracdo de 100 ppm observou-se 100% de mortalidade com

24 horas de exposicdo em todos os estadios embrionarios (Figura 32)
(anexo 10).
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Figura 32: Atividade ovicida de folhas de Peperomia trineura a 100 ppm em
embrides de Biomphalaria glabrata, nos estadios de blastula, gastrula,

trocéfora, véliger e hipo.

Na concentracdo de 95 ppm observou-se 100% de mortalidade nos
estadios de blastula e géastrula, durante as 24 horas de observagdes. No
estadio de trocofora houve 61,16% de mortalidade durante as 24 horas de
exposicdo e 38,84% de mortalidade devido a malformacgdes inespecificas,
totalizando no final dos sete dias de observacbes um indice de 100% de
mortalidade. No estadio de véliger observou-se 2,38% de mortalidade com
24 horas de exposicdo e até o final dos sete dias de observacbes mais
53,57% de mortalidade. No estadio de hipo observou-se 21% de mortalidade
com 24 horas de exposic¢ao e até o final dos sete dias de observagbes mais
58% de mortalidade, totalizando uma taxa de mortalidade de 79% (Figura
33) (anexo 11).
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Figura 33: Atividade ovicida de folhas de Peperomia trineura a 95 ppm em
embribes de Biomphalaria glabrata, nos estadios de blastula, gastrula,

trocéfora, véliger e hipo.

Na concentracdo de 90ppm observou-se 100% de mortalidade nos
estadios de blastula e gastrula, durante as 24 horas de exposi¢cdo. Em
trocofora observou-se 89,87% de mortalidade com 24 horas de exposicéo,
acrescido de mais 10,13% de mortalidade devido a malformagdes
inespecificas, totalizando, no final dos sete dias de observacdes, 100% de
mortalidade. No estadio de véliger o indice de mortalidade foi de 87,27% até
o final dos sete dias de observacées. Em hipo observou-se 13,25% de
mortalidade durante as 24 horas de exposicdo e 39,76% de mortalidade ao
longo dos sete dias de observacodes, totalizando 53,01% de mortalidade
(Figura 34) (anexo 12).
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Figura 34: Atividade ovicida de folhas de Peperomia trineura a 90 ppm em
embribes de Biomphalaria glabrata, nos estadios de blastula, gastrula,
trocofora, véliger e hipo.

Na concentracdo de 80ppm houve mortalidade de 100% nos estadios
embrionarios de blastula, gastrula e trocofora durante as 24 horas de
exposi¢do. No estadio de véliger houve 12,5% de mortalidade com 24 horas
de exposicdo e 76,38% de mortalidade devido a malformacdes inespecificas,
totalizando 88,88% de mortalidade. No estadio de hipo observou-se 32,98%
de mortalidade com 24 horas de exposicado e 48,93% de mortalidade devido
a malformacbes inespecificas, totalizando 81,91% de mortalidade (Figura
35) (anexo 13).
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Figura 35: Atividade ovicida de folhas de Peperomia trineura a 80 ppm em
embribes de Biomphalaria glabrata, nos estadios de blastula, gastrula,

trocéfora, véliger e hipo.

Na concentragédo de 60 ppm observou-se 100% de mortalidade nos
estadios de blastula e gastrula, ao longo dos sete dias de observacdes. No
estadio de trocofora houve 22,72% de mortalidade com 24 horas de
exposicdo sendo que no final dos 7 dias de observagbes a mortalidade teve
um acréscimo de 71,21%, totalizando 93,93% de mortalidade. No estadio de
véliger observou-se 64,76% de mortalidade durante as 24 horas de
exposicdo e 25,71% de mortalidade em decorréncia de malformagdes
inespecificas, totalizando 90,47% de mortalidade. No estadio de hipo
observou-se 62,58% de mortalidade com 24 horas de exposi¢cdo e 19,73%
de mortalidade em decorréncia de malformagfes inespecificas, totalizando

até o final das observacdes 82,31% de mortalidade (Figura 36) (anexo 14).
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Figura 36: Atividade ovicida de folhas de Peperomia trineura a 60 ppm em
embribes de Biomphalaria glabrata, nos estadios de blastula, gastrula,

trocofora, véliger e hipo.

Na concentracao de 50 ppm o estadio de blastula apresentou 55,12%
de mortalidade em 24 horas de exposicdo e 44,88% de mortos em
decorréncia de malformacfes do tipo exogastrula, sendo 100% o indice de
mortalidade. No estadio de gastrula o indice de mortalidade durante as 24
horas de exposicdo foi de 64,91%, neste mesmo estadio observou-se 35,
09% de malformacgbes inespecificas, que acarretaram no final das
observacdes, indice de 100% de mortalidade. No estadio de trocofora houve
63,63% de mortalidade durante as 24 horas de exposicdo e 36,37% de
mortalidade em decorréncia de malformacdes inespecificas, totalizando
100% de mortalidade. No estadio de veéliger observou-se 47,36% de
mortalidade durante as 24 horas de exposi¢éo e 43,15% de mortalidade em

decorréncia de malformacdes inespecificas, totalizando um indice de
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90,52% de mortalidade. No estadio de hipo, houve 37,75% de mortalidade
com 24 horas de exposicdo e 55% de mortalidade em decorréncia de
malformacdes inespecificas, totalizando 88,75% de mortalidade (Figura 37)

(anexo 15).
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Figura 37: Atividade ovicida de folhas de Peperomia trineura a 50 ppm em
embrides de Biomphalaria glabrata, nos estadios de blastula, gastrula,

trocéfora, véliger e hipo.

O extrato de Peperomia rubricaulis foi avaliado nas concentracdes de
100, 80, 70 e 60 ppm. Na concentracdo de 100 ppm observou-se 100% de
mortalidades nos cinco estadios embrionarios, durante as 24 horas de
exposicao (Figura 38) (anexo 16).
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Figura 38: Atividade ovicida de folhas de Peperomia rubricaulis a 100 ppm
em embrides de Biomphalaria glabrata, nos estadios de blastula, gastrula,

trocéfora, véliger e hipo.

Nos estadios embrionarios de blastula, gastrula e trocéfora exposto a
80 ppm, observou-se 100% de mortalidade durante as 24 horas de
exposi¢do. No estadio de véliger houve 12,5% de mortalidade durante as 24
horas de exposicdo e 76,38% de mortalidade em decorréncia a
malformacdes inespecificas, sendo que ao final dos sete dias de
observacfes, a mortalidade alcancou 88,88%. No estadio de hipo o indice
de mortalidade foi de apenas 2,85% devido a malformacgdes inespecificas
(Figura 39) (anexo 17).
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Figura 39: Atividade ovicida de folhas de Peperomia rubricaulis a 80 ppm
em embribes de Biomphalaria glabrata, nos estadios de blastula, gastrula,
trocéfora, véliger e hipo.

Na concentracdo de 70 ppm observou-se que no estadio de blastula
houve 32,83% de mortalidade com 24 horas de exposicdo, 4,47% de
mortalidade em decorréncia de malformacdes do tipo exogastrula e 13,44%
de mortalidade até o final das observagbes, totalizando 50,74% de
mortalidade. Em gastrula observou-se indice de mortalidade de 34,93% com
24 horas de exposicdo, 13,25% de mortalidade em decorréncia de
malformacdes do tipo exogastrula e 1,21% de mortalidade até o final dos
sete dias de observacdes, totalizando no final do periodo 49,39% de mortos.
No estadio de trocofora observou-se 34,93% de mortalidade durante as 24
horas de exposicdo e 3,77% de mortalidade em funcdo de malformacdes
inespecificas. Neste estadio, ao final dos sete dias de observacdes, a taxa

de mortalidade teve um acréscimo de 26,42%, totalizando um indice de
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52,83%. Em véliger, verificou-se mortalidade de 16,66% com 24 horas de
exposicdo e de 18,52% devido as malformagfes inespecificas, totalizando
35,18% de mortos (Figura 41). Em Hipo observou-se 20,83% de mortalidade
com 24 horas de exposicdo e 8,33% de mortos devido a malformacdes
inespecificas (Figura 40) (anexo 18).

B Mortalidade em 24h de exposigdo
B Mortalidade por malformagdes do tipo exogastrula
B Mortalidade por malformagdes do tipo inespecifica
Mortalidade apds as 24h de exposi¢do (Periodo de 7 dias)
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Figura 40: Atividade ovicida de folhas de Peperomia rubricaulis a 70 ppm

em embribes de Biomphalaria glabrata, nos estadios de blastula, gastrula,
trocofora, véliger e hipo.
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Malformacao .
inespecifica . EmbriGes mortos

Figura 41: Embrides mortos e com malformacdes inespecificas no estadio
de véliger, devido a exposicdo pelo extrato de folhas de Peperomia
rubricaulis, na concentracdo de 70 pmm.

Na concentragdo de 60 ppm observou-se, no estadio de blastula,
18,18% de mortalidade durante as 24 horas de exposi¢do, mantendo o
mesmo indice até o final das observacdes. No estadio de gastrula houve
apenas 1,63% de mortalidade durante todo o periodo observado. Em
trocofora ndo se observou mortalidade até o final das observacdes (Figura
42) (anexo 19). Em virtude do baixo indice de mortalidade nos estadios

iniciais, ndo foram realizados exposi¢cdes nos estadios de véliger e hipo.
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Figura 42: Atividade ovicida de folhas de Peperomia rubricaulis a 60 ppm

em embribes de Biomphalaria glabrata, nos estadios de blastula, gastrula e
trocofora.

O extrato de Peperomia blanda foi avaliado na concentragdo de 100
ppm, nos estadios embrionarios de blastula, gastrula e trocéfora. Em
blastula observamos 1,42% de mortalidade devido as malformacfes do tipo
exogastrula. No estadio de gastrula observou-se 1,85% de indice de
mortalidade devido a malformacfes inespecificas. Em trocofora houve
mortalidade de 1,6% durante as 24 horas de exposicao (Figura 43) (anexo
20). Nao foram realizados testes nos demais estadios embrionarios, ja que
os estadios de blastula, gastrula e trocofora apresentaram baixos indices de
mortalidade.
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Figura 43: Atividade ovicida de folhas de Peperomia blanda a 100 ppm em
embrides de Biomphalaria glabrata, nos estadios de blastula, gastrula e
trocéfora.

O acido caldensinico foi avaliado na concentracdo de 20 ppm nos
estadios embrionarios de blastula, gastrula, trocofora, véliger e hipo.
Observou-se mortalidade de 1,23% e 0,7%, apenas em blastula e troco6fora,

respectivamente. (Figura 44) (anexo 21).
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Figura 44: Atividade ovicida da substancia ativa acido caldensinico, a 20
ppm em embrides de Biomphalaria glabrata, nos estadios de blastula,
géstrula, trocofora, véliger e hipo.

4.3 Obtencdes de CL50 e CL90 para adultos de Biomphalaria glabrata

A analise de probito que mostra o efeito de diferentes concentracdes
de acido caldensinico sobre o percentual de mortalidade de adultos de B.
glabrata pode ser visto na figura 45, bem como a equacdo do modelo de
regressao que permite prever o percentual de mortos (valor de y) de adultos
de B. glabrata quando submetidos a diferentes concentracdes de acido
caldensinico (valor de x). A analise mostrou que a concentracdo de acido
caldensinico capaz de causar a mortalidade de 50% (CL50) da populacédo de
B. glabrata foi de 7,54 ppm com intervalo de confianca de 95% [5,97 — 9,17]
ppm. Os resultados também mostraram que é necessario uma concentragdo
maior para causar a mortalidade de 90% (CL90) de B. glabrata. Esta
concentracéo foi de 13,62 ppm com intervalo de confianca de 95% [11,33 —
15,92] ppm.
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y =0,0799+0,0556*x; 0,95 Conf.Int.

Mortalidade de B. glabrata (%)
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Figura 45: Concentracao letal (ppm) do acido caldensinico contra percentual
de mortalidade de Biomphalaria glabrata.

Na figura 46 observa-se o efeito de diferentes concentracbes de P.
caldense, sobre os adultos de B. glabrata, causando a mortalidade dos
mesmos. Os resultados da andlise de probito, mostraram que as
concentragdes letais, com intervalo de 95%, para causar a mortalidade de
50% da populagéo (CL50) para este extrato foi de 39,09 ppm [27,35 — 50,83]
ppm e a CL90 foi de 70,99 ppm [57,19 — 84,79] ppm. Da mesma forma a
equacado da reta poderd ser utilizada para previsdes de mortalidade de B.

glabrata causada por diferentes concentracdes de P. caldense.
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y =0,0795+0,011*x; 0,95 Conf.Int.
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Figura 46: Concentracao letal (ppm) de Piper caldense contra percentual de
mortalidade de Biomphalaria glabrata.

Quanto ao extrato de P. trineura verificou-se que a CL50 foi de 41,70
ppm com intervalo de confianca de 95% de [33,01 — 50,38] ppm e a CL90 foi
de 73,43 ppm com intervalo de confianca de 95% de [62,99 — 83,87] ppm
(Figura 47). Observa-se que valores maiores da concentragdo do extrato
foram necessarios para matar 0s mesmos percentuais da populacdo

comparados ao extrato de P. caldense.
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y =0,0376+0,0113*x; 0,95 Conf.Int.
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Figura 47: Concentracdo letal (ppm) de Peperomia trineura contra
percentual de mortalidade de Biomphalaria glabrata.

4.4 Associacdo entre mortos e sobreviventes de adultos de

Biomphalaria glabrata expostos aos extratos de Piperaceae

Os resultados mostram o0s moluscos adultos de B. glabrata
submetidos a diferentes concentracdes de extratos de plantas da familia
Piperaceae e a substancia ativa representada pelo &cido caldensinico.

Na tabela 1 observa-se um nimero maior de mortos de adultos de B.
glabrata comparado ao numero de sobreviventes, quando submetidos a
concentracdes decrescentes do acido caldensinico. A ocorréncia crescente
de sobreviventes foi observada a partir da concentracdo de 9 ppm. Nas
concentracdes de 20 ppm e 10 ppm a mortalidade foi total. A analise de qui-
qguadrado revelou que a diferenca entre mortos e sobreviventes submetidos
a concentracdes decrescentes de 4cido caldensinico foi significante (X? obs.
=53.5; gl=4; p<0.0001).
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Tabela 1: Distribuicdo dos mortos e sobreviventes de adultos de
Biomphalaria glabrata submetidos a substancia ativa, acido

caldensinico.

Concentracbes Mortos Sobreviventes

N° % N° % Total
20 ppm 30 29.1 0 0 30
10 ppm 30 29.1 0 0 30
9 ppm 19 18.4 11 23.4 30
8 ppm 15 14.6 15 31.9 30
5 ppm 9 8.7 21 44.7 30
Total 103 100.0 47 100.0 150
X? obs = 53.841 X? crit. (4g.) =9.488  (a = 0,05)

A analise de residuos mostrou que o0 excesso de ocorréncias de
mortes de B. glabrata nas concentracdes de 20 e 10 ppm (Zres= 4.1366) e
consequentemente a falta de sobreviventes nestas concentragdes (Zres= -
4.1366), bem como, a falta de mortes na concentracdo de 5 ppm (Zres= -
5.1048) e consequentemente 0 excesso de sobreviventes nesta
concentragdo ((Zres= 5.1048), contribuiram com o valor muito significante da
analise de qui-quadrado.

N&o foi possivel a utilizacdo da mesma analise de qui-quadrado nas
comparacdes de mortos e sobreviventes submetidos as diferentes
concentracbes dos extratos de plantas, visto que, 100% dos adultos
morreram ou sobreviveram quando submetidos a diferentes concentracgoes,
como por exemplo, 100% de mortalidade foram registradas nas
concentracfes de 100, 80 e 60 ppm de P. trineura e em 100 e 80 ppm de P.
caldense, como também foram observadas 100% de sobrevivéncia nas
concentracdes de 100 ppm de P. cubataonum e P. rubricaulis. Faz excecéo
a comparacdo de mortos e sobreviventes de B. glabrata submetidos a
diferentes extratos na mesma concentracdo de 50 ppm (tabela 2). Nesta
observa-se que a mortalidade de B. glabrata € maior quando submetidas a
concentracdo de 50 ppm de Piper caldense comparada a mortalidade
gquando submetida a mesma concentracdo de Peperomia trineura. Este

altimo extrato matou apenas 34.1% da populagdo de B. glabrata comparado
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ao extrato de P. caldense que matou 65.9% das bionfalarias. A
sobrevivéncia de B. glabrata foi muito maior quando submetida a P. trineura
(93.8%) do que quando submetida a P. caldense (6.3%). A Andlise de qui-
quadrado mostrou que essa diferenca foi estatisticamente significante (X
obs. =16.7; gl=1; p<0.0001).

Tabela 2: Distribuicdo dos mortos e sobreviventes de adultos de
Biomphalaria glabrata submetidos a Piper caldense e Peperomia

trineura a 50 ppm.

Extratos Mortos Sobreviventes
50 ppm

N° % N° % Total
Piper caldense 29 65.9 1 6.2 30
Peperomia trineura 15 34.1 15 93.8 30
Total 44  100.0 16 100.0 60
X? obs = 16.705 X2 crit. (1g.1) = 3.841 (a = 0,05)

Como ndao foi possivel avaliar a mortalidade e a sobrevivéncias nos
demais extratos de Piperacea em moluscos adultos de B. glabrata, optou-se
entdo, por analisar as variaveis, nimero de mortos e as concentracées dos

extratos por meio de regressao linear simples.

4.5 Efeito de diferentes concentracdes de extratos de Piperaceae

sob a populacéo adulta de Biomphalaria glabrata.

Na analise do modelo dos numeros de mortos de adultos de B.
glabrata em fungédo das concentracdes de extrato de P. trineura verificou-se
que o modelo foi adequado, visto que o coeficiente de regresséo (B1) é
diferente de zero com p<0,05. A regressdo explicou 45% (R?=0,45) da
variabilidade do numero de mortos de B. glabrata (y) em relagcdo a sua

meédia. Quanto ao residuo a meédia foi igual a zero (p=0.2746) (Figura 48).
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Equacéo estimada da reta: Y=2.7684+0.0814x

Indica que um aumento de 10 ppm na concentracdo de P.trineura
aumenta em 0.0814 o numero de mortos de B.glabrata. Na concentracao de
50 ppm do extrato morrem 6.8384 individuos e 100% de mortalidade ocorre

a partir de 60 ppm.
Estatistica de Fisher e Snedecor: F=8.2785; p=0.0159 (p<0,05)
Coeficiente de correlacéo: r=0,6730

Coeficiente de determinacdo: R?=0.4529
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Figura 48: Mortalidade de Biomphalaria glabrata em funcdo da

concentracdo do extrato de Peperomia trineura.

Analisando o modelo da mortalidade de B. glabrata em funcéo da
concentracdo do &cido caldensinico verificou-se que o modelo foi adequado,
ja que B; foi diferente de zero e p=0.0009. A regressdo explicou 60%
(R?=0.60) da variabilidade de nimeros de mortes de B. glabrata (y) em
relacdo a sua média. Quanto ao residuo a média foi igual a zero, porém o

p=0.02, considerou-se de tendéncia normal por ter se analisado trinta
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individuos de B. glabrata neste experimento, o que viabilizou esta analise
(Figura 49).

Equacéo estimada da reta: Y=2.4448+0.4252x

A cada 1lppm da concentracdo de acido caldensinico aumenta em
0,4252 o numero de mortos de B. glabrata. Nas concentracdes de 5S5ppm,
8ppm e 9ppm do acido caldensinico tendem a morrer 4.5708, 5.8464, 6.2716
individuos para cada experimento respectivamente. A mortalidade foi de

100% a partir de 10ppm.
Estatistica de Fisher e Snedecor: F=19.9482; p=0.0009 (p<0,05)
Coeficiente de correlacéo: r=0.7781

Coeficiente de determinacéo: r"2=0.6054
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Figura 49: Mortalidade de Biomphalaria glabrata em funcdo da

concentracdo do acido caldensinico.

Analisando-se 0 modelo do nimero de mortes de B. glabrata em

funcdo das concentracdes de P. caldense verificou-se que a regressao
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explicou apenas 21% (R?=0.21) da variabilidade de nimeros de mortos de
B.glabrata (y) em relacdo a sua média. A funcdo concentracdo nao se
explicou pelo modelo. O coeficiente de regressao 3; ficou muito proximo de
zero com p>0.05, indicando que o modelo é inadequado; o efeito da
variacdo da concentracdo da variavel x sobre a varidvel y néo foi
considerado adequado. A partir de 50 ppm verificou-se alta mortalidade, que
se manteve constante nas concentracdes subsequentes, 80ppm e 100ppm

mostrando que o extrato é eficiente.
Equacédo estimada da reta: Y=9.3509+0.0070x

A cada aumento de 10ppm aumenta apenas 0,07 mortos de B.
glabrata. Resultando em um modelo n&o significante como mostra a

estatistica abaixo.

Estatistica de Fisher e Snedecor: F=1.8667; p=0,2128 (p>0,05)
Coeficiente de correlacéo: r=0.4588

Coeficiente de determinagéo: R?*=0.2105

Da andlise de regressédo para mortalidade B. glabrata em funcdo da
concentracdo de P. caldense obteve-se o coeficiente de correlacdo de
Pearson (r=0.45) indicando que existe 45% de correlagéo positiva entre as
duas variaveis (Figura 50).
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Figura 50: Correlagdo entre a mortalidade de Biomphalaria glabrata em

funcdo da concentracéo do extrato de Piper caldense.

4.6 Suscetibilidade da populacdo de Biomphalaria glabrata pelo

®
Bayluscide WP70

A populacdo de moluscos estudada € proveniente do Laboratorio de

Malacologia do Instituto Butantan e, vem sendo mantida desde 1982. Para

®
testar a sua suscetibilidade foram realizados testes com Bayluscide WP70
nas concentracbes de 0,01 ppm a 0,1 ppm em moluscos adultos e nos

estadios embrionarios de B. glabrata.

Na figura 51 observamos a atividade moluscicida de Bayluscide nas
concentracdes de 0,01 a 0,1 ppm. Nas concentracdes de 0,01 ppm a 0,04
ppm ndo se observa mortalidade. Em 0,05 ppm houve 10% de mortalidade,
em 0,06 ppm houve 20% de mortalidade, em 0,07 ppm houve 40% de
mortalidade, em 0,08 ppm, 0,09 ppm e 0,1 ppm houve 100% de mortalidade
(Figura 51) (anexo 22).
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Figura 51: Atividade moluscicida de bayluscide nas concentracdes de 0,01

ppm a 0,1 ppm, observada no periodo de 10 dias, em moluscos adultos de
Biomphalaria glabrata.
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5. Discussao

O Controle das populacdes dos caramujos do género Biomphalaria é
extremamente importante para a saude publica, visto serem moluscos
hospedeiros intermediarios do S. mansoni e responsaveis pela eliminacao

da forma larval do parasita infectante para o homem.

A profilaxia da esquistossomose € o conjunto de medidas que
envolvem saneamento basico, educacdo sanitaria, tratamento de individuos
infectados e o0 controle dos caramujos hospedeiros intermediarios do
parasita, que pode ser feito pelo uso de moluscicidas quimicos ou de origem
vegetal. Os moluscicidas quimicos nao séo indicados por serem toxicos, nao
apenas para as bionfalarias, mas também para outros organismos,
causando inumeros prejuizos ao meio ambiente. Além disso, as bionfalarias
dispdem de mecanismos de escape quando as condicbes do ambiente se
tornam desfavoraveis. Em condicdes adversas do ambiente, os caramujos
tendem a sair da agua ou enterram-se no substrato para se protegerem,
como por exemplo, quando em contato com o0s moluscicidas quimicos.
Nestes casos, sd0 necessarias varias aplicagdes do moluscicida quimico,
tornando o controle muito complexo e dispendioso (Chitsulo et al., 2000;
Coura e Amaral, 2004; Engels, 2002).

A busca por alternativas no controle das bionfalarias, que ndo agrida
o0 ambiente e outros organismos, cresceu muito nestes anos. Os estudos de
plantas com ag¢do moluscicida vém desde 1933, com os trabalhos de
Archibald (1933), Jurberg (1987) e Kloos e McCullough (1981), o que
permitiu o uso de extratos de plantas em programas de controle de
caramujos. Estes autores mostram que plantas de regides onde a
esquistossomose ocorre de forma endémica, por serem abundantes na

regido, tornam baixo o custo do controle dos caramujos.

Dentre as plantas de maior interesse estdo as pertencentes a familia
Piperaceae, que tem sido bastante pesquisada com relagcdo ao seu efeito

toxico. A familia é tipica de regibes tropicais e subtropicais, sendo muito
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utilizada na medicina (Piper sarmentosum e Piper methysticum sé&o
utilizados como sedativo) e alimentacdo (Piper nigrum — pimenta-do-reino).
Além disso, conduzem a producdo de substancias biolégicamente ativas
bastante diversificadas, tendo sido observada a producdo de Oleos
essenciais, amidas, pironas, flavondides e ligndides (fenilpropandides,
lignanas e neolignanas) (Kato e Furlan, 2007).

A familia Piperaceae é composta por 14 géneros, sendo 0s géneros
Piper e Peperomia os mais abundantes em numero de espécies (Mabberley,
1997 e Dyer & Palmer, 2004).

Os géneros Piper e Peperomia foram tratados neste trabalho em vista
da importancia quanto a producdo de componentes resultantes de seu
metabolismo secundario, abundéancia e, por serem mantidos no Laboratorio
de Quimica e Produtos Naturais da USP, o que facilitou a aquisicdo do

material de estudo.

O género Piper apresenta mais de 1.000 espécies, sendo que destas
266 sdo registradas para o Brasil. E formado por plantas lenhosas, como
arbustos, trepadeiras e pequenas arvores e apresenta boa
representatividade comercial e destaque no cenério econdmico (Dyer &
Palmer, 2004; Guimardes & Giordano, 2004; Nunes et al., 2007). Sua
importancia econbmica é devido a producdo de Oleos essenciais e a
producdo de inseticidas, importantes para a industria farmacéutica e
alimenticia. Isto se deve a substancias como alcal6ide, acidos benzdicos,
cromones, flavondide e lignanas produzidas por algumas espécies

(Navickiene et al., 2000; Kato e Furlan, 2007; Rapado, 2011).

O género Peperomia apresenta cerca de 1.000 espécies, das quais
200 sdo registradas para o Brasil. E formado por plantas suculentas, do tipo
ervas terrestre ou epifita. E comumente utilizado como plantas ornamentais,
na culinaria e no tratamento de doencas (antiinflamatoério, antiasmatico,

analgésico, antibacteriano, Ulcera gastrica, esterelidade e antimalarica)



89

(Milliken, 1997; Dyer & Palmer, 2004; Wanker et al., 2006; Felippe et al.,
2008; Monteiro e Guimaraes, 2008).

Os resultados dos efeitos dos extratos (Piper cubataonum, Piper
caldense, Piper cernuum, Peperomia trineura, Peperomia rubricaulis e
Peperomia blanda) e da substancia ativa (4cido caldensinico) sobre as
formas adultas e embrionarias de B. glabrata sdo discutidos nos paragrafos

seguintes.

Piper caldense, popularmente conhecida como pimenta d’arda, é
comumente encontrada em locais umidos remanescentes da Mata Atlantica.
E muito utilizada no estado da Paraiba como sedativo, antidoto para picadas
de cobras e dor de dente. P. caldense foi utilizado contra espécimes de
fungos do género Cladosporium demonstrando acdo fungicida (Chaves e
Cardozo Jr, 2002). E verificado, neste trabalho, que o extrato bruto de folhas
de Piper caldense apresenta acdo tOxica sobre as formas adultas de B.
glabrata, nas concentracdes de 100ppm, 80 ppm e 50 ppm. Com relag&o
aos estadios embrionarios, observou-se que blastula, gastrula e trocéfora
foram os estadios mais sensiveis, quando expostos a 100 ppm e 80 ppm do
extrato de P. caldense, sendo que nestas concentragcdes constatou-se,
também, efeito nos estadios de véliger e hipo. Este € o primeiro estudo de
Piper caldense em moluscos. Acredita-se que a acdo moluscicida e ovicida
possa ser atribuida a uma flavona denominada 7,3’- di-O-metilluteolina,
recentemente isolada das folhas de P. caldense por Freitas e Kato (2007).
As flavonas, segundo Rapado (2007), sdo compostos téxicos para

caramujos.

O acido caldensinico isolado de folhas de Piper caldense possui um
grupo carboxila na cadeia lateral, sendo esta estrutura inédita para as
espécies de Piperaceae, a qual foi vista apenas em algumas espécies de
Myristicaceae (Freitas et al., 2009). Kim et al (2008) ao estudar o acido
sargaquindico que apresenta componentes similares ao do &cido
caldensinico, por apresentar um conjugado a,3 no grupo carboxila, verificou

que esta estrutura foi a responsavel na ativacdo dos receptores nucleares
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ativos da proliferacdo de peroxissomas que regula a homeostase da glicose.
Este fato é importante, pois a utilizacdo deste acido pode auxiliar no
tratamento da diabetes. Silva et. al (2007) verificou atividade antioxidante ao
estudar os tocotriendis, que também possuem um grupo carboxila em sua
cadeia lateral, mas estes sdo isdmeros do &cido caldensinico, portanto os
dois tem a mesma férmula quimica, mas diferem na sua férmula estrutural.
Até o0 momento ndo existem estudos que demonstrem a acdo moluscicida e
ovicida do acido caldensinico. Neste estudo o acido caldensinico apresentou
efeito toxico agudo em adultos nas concentracdes de 20 e 10 ppm. Os testes

feitos com embrides ndo demonstraram efeito ovicida.

Piper cernuum é conhecida popularmente como arvoleta, bojubu, pau-
de-cobra-cipd, jaborandi-cepoti e pimenta-de-morcego (Guimardes e
Giordano, 2004). Das folhas de P. cernuum foram isolados derivados do
acido cinamico, lignana cubebina e dleo volatil. Este 6leo volatil apresentou
atividade inibitéria contra Staphylococcus aureus e Candica albicans.
(Danelutte et al, 2005; Constantin, 2001). Ndo existem estudos até o
momento que demonstrem atividade moluscicida e ovicida de P. cernuum
em moluscos. Os resultados deste estudo mostraram que o extrato das
folhnas de P. cernuum, na concentracdo de 100 ppm néo foi eficiente em
adultos de B. glabrata. O mesmo foi observado com relacdo aos estadios

embrionarios de blastula, gastrula e trocofora.

Peperomia trineura é uma planta epifita ou rupestre, conhecida
popularmente como erva de vidro (Monteiro e Guimardes, 2008). Mota
(2007) realizou um estudo quimico e biolégico com Peperomia obtusifolia e
Peperomia trineura. Dos extratos e fracdes obtidas de P. obtusifolia, verificou
que o extrato bruto, fragbes n-butanol de caule e folhas desta espécie
apresentaram inibicdo =290% sobre células tumorais HL-60 (leucemia). A
fracdo hexanica apresentou potente atividade frente a C. krusei e C.
neoformans e atividade moderada para C. albicans e C. parapsilosis. De P.
trineura, o0 autor obteve varias fracdes e substancias. Dentre as fracoes

obtidas, a fracdo hexanica apresentou potente atividade frente a Candida
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krusei e Cryptococcus neoformans e fraca atividade frente a Candida
albicans e Candida parapsilosis. Esta também apresentou inibicdo ao
crescimento celular de 96% para as células tumorais HCT-8 (colo). A fracédo
hidroalcoodlica apresentou forte atividade frente a maioria das leveduras

testadas, com excecao de C. albicans, que obteve moderada atividade.

Ferreira (2009) ao isolar cinco tipos de policetideos de Peperomia
trineura observou que estes apresentaram atividade fungicida sobre
Cladosporium cladosporioides e Cladosporium sphaerospermum. No mesmo
estudo o autor verificou atividade antitumoral em células leucémicas K562 e

Nalm 6 apds exposicao as fracdes do extrato bruto.

N&o existe na literatura estudos que utilizem extrato de P. trineura
como moluscicida e ovicida. O extrato de folhas de P. trineura, aqui
estudado, teve efeito agudo toxico em adultos de B. glabrata, nas
concentracfes de 100 ppm, 80 ppm e 60ppm. Nos embrides, o mesmo
extrato na concentracdo de 100 ppm, apresentou atividade ovicida sobre
todos os estadios embrionarios, com 100% de mortalidade. Nas
concentragdes inferiores (95 ppm, 90 ppm, 80 ppm, 60 ppm e 50 ppm), a
gque os embrides foram expostos, também verificou-se efeito ovicida em

praticamente todos os estadios.

Peperomia rubricaulis é uma planta rupestre, com ramos sao
avermelhados, podendo atingir de 20 a 40 cm de altura (Monteiro e
Guimaraes, 2008). Esta espécie ndo possui caracterizacdo quimica e
estudos sobre sua acdo em animais. Neste estudo P. rubricaulis néo
apresentou efeito toéxico para adultos de B. glabrata. Observou-se efeito
agudo toxico de P. rubricaulis em todos os estadios embrionarios, nas
concentracbes de 100 ppm e 80 ppm, exceto em hipo exposto a 80 ppm,
onde a mortalidade foi de 2,8%. Nas concentragdes de 70 ppm e 60 ppm

nao foi verificado efeito ovicida.

Peperomia blanda é uma planta epifita, rupestre, umbrofila ou

heliéfila, sem nome popular conhecido (Montiro e Guimaraes, 2008). Felippe
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(2008) isolaram das folhas de P. blanda, lignanas e tetraidrofurancias, que
apresentaram atividade tripanocida. Dignani (2009) ao estudar o extratos
fracbes e substancias isoladas de P. blanda, observou que policetideos,
lignanas e flavonodides de P blanda apresentou atividade antibacteriana
sobre Staphylococcus aureus. Neste mesmo estudo foi observado atividade
oxidante sobre o radical ABTS, HOCI e taurina-cloramina. A partir dos
experimentos realizados com adultos e embrides de B. glabrata, n&o foi

possivel verificar efeito toxico na concentracdao de 100ppm.

A espécie Piper cubataonum ndo tem descrita sua caracterizacao
quimica e acdo em animais. O extrato, obtido das folhas, foi utilizado pela
primeira vez aqui neste trabalho e ndo demonstrou atividade moluscicida e

ovicida em B. glabrata.

Os resultados referentes ao modelo de regresséo linear e correlacao
para observar, respectivamente, o efeito ou a tendéncia de uma determinada
concentracéo de extrato sob a populacdo adulta de B. glabrata, mostrou que
muito provavelmente 50 ppm de P. trineura e de P.caldense é a

concentracdo minima requerida para matar adultos de B.glabrata.

O modelo do efeito da concentracdo do extrato de P.trineura sobre B.
glabrata explicou que 50% destes morrem a partir da concentragdo de 50
ppm do extrato. O modelo evidenciou que o efeito do aumento desta
concentracéo implica em 100% de mortalidade de B.glabrata, desta forma,
ressalta-se que concentragdes iguais e acima de 60 ppm podem matar
100% da populacao.

No caso da correlagdo do extrato de P. caldense em relacdo a
mortalidade de B. glabrata, os resultados indicaram que 50 ppm do extrato,
além de ter sido a concentracdo minima requerida para causar a mortalidade
de B.glabrata, foi também a que matou quase 100% da populacdo e,
aparentemente aumentos acima desta concentracdo continuariam

implicando em 100% de mortalidade.
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Com relacdo ao acido caldensinico pode-se observar que com o
aumento de sua concentracdo ocorre o aumento da mortalidade de B.
glabrata. Entre 8 e 9 ppm a mortalidade registrada € praticamente de 50 %,
e, provavelmente 10 ppm € a concentragdo minima requerida para matar
100% de adultos de B. glabrata.

Os resultados da andlise de probito mostraram que uma pequena
concentragéo de 4cido caldensinico ja pode causar a mortalidade de 50% de
adultos de B. glabrata. Ressalta-se que devido esta ser uma substancia
pura, portanto, mais concentrada quando comparada ao extrato bruto, era

esperado que uma peguena concentracdo fosse mais eficiente.

Com relacéo aos extratos brutos de P.caldense e P.trineura, pode-se
prever pela analise de probito que o primeiro extrato foi um pouco mais
eficiente que o segundo, tanto para causar a morte de 50% da populacdo
adulta de B.glabrata como para causar a morte de 90% desta populagao.

Contudo, a andlise de qui-quadrado mostrou que a diferenca entre
mortos e sobreviventes, de adultos de B. glabrata, tratados com 50 ppm dos
dois extratos foi muito significante (p< 0.001), indicando aparentemente que
P. caldense causa maior mortalidade que P. trineura. Ja para o acido
caldensinico a andlise de residuos do qui-quadrado indicou que 0 excesso
de mortes das bionfalarias, 100% da populacéo, submetidas a 10 ppm e 20
ppm, bem como, a falta de mortes para as submetidas a 5 ppm foi
responsavel pelo resultado significante na comparagdo entre mortos e
sobreviventes. A andlise de probito reforca este resultado, visto que prevé
gue apenas 7.54 ppm do acido ja é suficiente para matar 50% da populacdo

adulta de B.glabrata e, 13.62 ppm matou 90% da populagéo.

Os extratos de P. trineura e P. caldense demonstraram causar a
mortalidade de adultos e embrides de B. glabrata. O acido caldensinico e
Peperomia rubricaulis foram toxicas para adultos e embrides de B. glabrata,
respectivamente. Ndo ha como fazer comparagfes com outros estudos visto

que ndo existem relatos do efeito destes extratos sobre populagcbes de
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moluscos. Todavia os resultados aqui apresentados comprovam o potencial
de atividade moluscicida e ovicida destes extratos sobre B. glabrata. Faz-se
necessario, entretanto, testar em laboratdrio previamente a toxicidade destes
extratos em outros organismos aquaticos. E, posteriormente, verificar com
maior seguranca, o efeito de tais extratos em condi¢cbes de campo, afim de
determinar a possibilidade da utilizacdo segura nos diferentes criadouros do
caramujo, comprovando se tais extratos ndo causam efeito letal na fauna
que compdem o criadouro como fitoplancton, zooplancton, peixes e
insetos, causando desequilibrio ao ecossistema que comportam tais
criadouros. Sugere-se que outras partes das plantas da familia Piperaceae
que apresentaram atividade moluscida, sejam utilizadas na elaboracéo
destes extratos, ou ainda que diferentes fragcbes destes extratos aqui
estudados fossem testados em moluscos, assim como em outros
organismos, como, por exemplo, em Daphinia sp e peixes. Os resultados
agui apresentados sdo promissores na busca de moluscicidas naturais,
cabendo ressaltar que, de acordo com WHO (1973), a composi¢cao quimica
dos produtos vegetais, geralmente, ndo causa deposicdo no ambiente e

degradam mais rapido na natureza comparado aos sintéticos.
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6. Conclusao

Das espécies de Piperaceae estudadas, os extratos brutos de
Peperomia trineura, Piper caldense e a substancia ativa, acido caldensinico,
apresentaram atividade moluscicida em adultos de B. glabrata. Os extratos
brutos apresentaram atividade moluscicida em concentracdes de 100 ppm a

50ppm e o acido caldensinico em 20 ppm e 10 ppm.

Em embrides de B. glabrata, as Piperaceae que apresentaram
atividade ovicida foram Peperomia trineura nas concentracdes de 100ppm a
50ppm e Peperomia rubricaulis e Piper caldense nas concentracdes de 100

ppm e 80 ppm.

P.caldense mostrou ser mais eficiente que P. trineura para causar a

mortalidade em B. glabrata a 50 ppm.

Os extratos de Piper caldense, Piper rubricaulis e Peperomia trineura,
que apresentaram atividade moluscicida e/ou ovicida, devem ser testados
em outros organismos, fracionados e terem suas estruturas quimicas

elucidadas.
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ANEXO 01

Atividade moluscicida do extrato das folhas de Piper cubataonum em
Biomphalaria glabrata na concentracdo de 100 ppm, observada ao longo de

10 dias da exposicao.

Concentracdo N°de animais N°de animais Mortalidade

opm utilizados mortos %)
100 30 0 0
DMSO 1% 30 0 0
Agua 30 0 0

Atividade moluscicida do extrato das folhas de Piper cernuum em
Biomphalaria glabrata na concentracdo de 100 ppm, observada ao longo de

10 dias da exposicao.

Concentragcdo N°de animais N°de animais Mortalidade

utilizados mortos
ppm (%)
100 30 11 36.66
DMSO 1% 30 0 0

Agua 30 0 0
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Atividade moluscicida do extrato das folhas de Piper caldense em

Biomphalaria glabrata em diferentes concentra¢cdes, observada ao longo de

10 dias da exposicao.

Concentragdo N°de animais N°de animais Mortalidade
utilizados mortos
ppm (%)
100 30 30 100
DMSO 1% 30 0 0
Agua 30 0 0
80 30 30 100
DMSO 1% 30 0 0
Agua 30 0 0
50 30 28 93.33
DMSO 1% 30 0 0
Agua 30 0 0
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ANEXO 03

Atividade moluscicida do extrato das folhas de Peperomia trineura em
Biomphalaria glabrata em diferentes concentracfes, observada ao longo de

10 dias da exposicao.

Concentracdo N°de animais N°de animais Mortalidade

opm utilizados mortos %)
100 30 30 100
DMSO 1% 30 0 0
Agua 30 0 0
80 30 30 100
DMSO 1% 30 0 0
Agua 30 0 0
60 30 30 100
DMSO 1% 30 0 0
Agua 30 0 0
50 30 15 50
DMSO 1% 30 0 0

Agua 30 0 0
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ANEXO 04

Atividade moluscicida do extrato das folhas de Peperomia rubricaulis em

Biomphalaria glabrata na concentracdo de 100 ppm, observada ao longo de
10 dias da exposicao.

Concentracdo N°de animais N°de animais Mortalidade

opm utilizados mortos %)
100 30 0 0
DMSO 1% 30 0 0
Agua 30 0 0

Atividade moluscicida do extrato das folhas de Peperomia blanda em

Biomphalaria glabrata na concentracdo de 100 ppm, observada ao longo de
10 dias da exposicao.

Concentracdo N°de animais N°de animais Mortalidade

utilizados mortos
ppm (%)
100 30 1 3.33
DMSO 1% 30 0 0

Agua 30 0 0
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ANEXO 05

Atividade moluscicida da substancia ativa, &cido caldensinico, extraido de
folhas de Piper caldense, em Biomphalaria glabrata em diferentes

concentracdes, observada ao longo de 10 dias da exposicao.

Concentracdo N°de animais N°de animais Mortalidade

opm utilizados mortos %)
20 30 30 100
DMSO 1% 30 0 0
Agua 30 0 0
10 30 30 100
DMSO 1% 30 0 0
Agua 30 0 0
9 30 18 63,33
DMSO 1% 30 0 0
Agua 30 0 0
8 30 15 50
DMSO 1% 30 0 0
Agua 30 0 0
5 30 9 30
DMSO 1% 30 0 0

Agua 30 0 0
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ANEXO 06

Atividade ovicida do extrato das folhas de Piper cubataonum na
concentracdo de 100 ppm, observada no periodo de 7 dias, a partir da
exposicao de 24 horas, nos estadios embrionarios de blastula e gastrula de
Biomphalaria glabrata.

Estadio Concentracédo N° de N° de N° de embribes N° total de
embribes embrides com embrides
ppm mortos em malformacdes mortos (%)
24 horas
(%)
100 87 0 0 0
Bléastula DMSO 1% 54 0 0 0
Agua 57 5,56 0 5,56
100 93 7,52 0 7,52
Gastrula DMSO 1% 87 2,29 0 2,29

Agua 9 2,22 0 2,22
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Atividade ovicida do extrato das folhas de Piper caldense na concentracdo de 100

ppm, observada no periodo de 7 dias, a partir da exposicdo de 24 horas, nos

estadios embrionarios de Biomphalaria glabrata.

Estadio Concentracéo N° de N° de N° de embrides N° total de
embrides embrides com embrides
ppm mortos em malformagdes mortos (%0)
24 horas
(%)
100 119 100 0 100
Blastula DMSO 1% 88 0 0 0
Agua 77 0 0 0
100 82 87,80 3,66 91,46
Gastrula DMSO 1% 97 3,09 1,03 4,12
Agua 56 0 1,78 1,78
100 122 86,06 0 100
Trocofora DMSO 1% 70 0 0 0
Agua 85 0 1,17 1,17
100 112 66,96 3,57 70,53
Véliger DMSO 1% 92 0 0 0
Agua 117 0 0,85 0,85
100 66 59,09 6,06 65,15
Hipo DMSO 1% 70 8,57 0 8,57
Agua 43 0 0 0




ANEXO 08

118

Atividade ovicida do extrato das folhas de Piper caldensena concentracdo de 80

ppm, observada no periodo de 7 dias, a partir da exposicdo de 24 horas, nos

estadios embrionarios de Biomphalaria glabrata.

Estadio Concentracéo N° de N° de N° de embrides N° total de
embrides embrides com embrides
ppm mortos em malformagdes mortos (%0)
24 horas
(%)
80 98 80,61 0 100
Blastula DMSO 1% 85 0 0 0
Agua 86 0 0 0
80 107 89,71 0,94 90,65
Géstrula DMSO 1% 100 0 0 0
Agua 110 0 0,90 0,90
80 68 35,29 0 66,17
Trocofora DMSO 1% 67 0 0 0
Agua 67 0 0 0
80 66 22,72 1,51 48,48
Véliger DMSO 1% 58 0 0 0
Agua 53 0 0 0
80 70 12,85 0 34,28
Hipo DMSO 1% 71 0 1,40 1,40
Agua 68 0 0 0
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Atividade ovicida do extrato das folhas de Piper cernuum na concentracao

de 100 ppm, observada no periodo de 7 dias, a partir da exposi¢cdo de 24

horas, nos estadios embrionarios de blastula, gastrula e trocéfora de

Biomphalaria glabrata.

Estadio Concentracao N° de N° de N° de embrides  N° total de
embrides embrides com embrides
ppm N
mortos em malformacdes  mortos (%)
24 horas
(%)
100 61 0 0 0
Blastula DMSO 1% 59 0 0 0
Agua 53 0 0 0
100 56 1,78 0 1,78
Géstrula DMSO 1% 29 0 0 0
Agua 22 0 0 0
100 70 0 0 0
Trocéfora DMSO 1% 25 0 0 0
Agua 39 0 0 0
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Atividade ovicida do extrato das folhas de Peperomia trineura na concentracao de

100 ppm, observada no periodo de 7 dias, a partir da exposi¢do de 24 horas, nos

estadios embrionarios de Biomphalaria glabrata.

Estadio Concentracéo N° de N° de N° de embrides N° total de
embrides embrides com embrides
ppm mortos em malformagdes mortos (%0)
24 horas
(%)
100 89 100 0 100
Blastula DMSO 1% 53 0 0 0
Agua 55 0 0 0
100 62 100 0 100
Gastrula DMSO 1% 49 0,49 0 0,49
Agua 54 0 0 0
100 81 100 0 100
Trocéfora DMSO 1% 55 0 0 0
Agua 75 0 0 0
100 121 100 0 100
Véliger DMSO 1% 79 0 0,79 0,79
Agua 99 0 0 0
100 53 100 0 100
Hipo DMSO 1% 26 0 0 0
Agua 32 0 3,12 3,12
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Atividade ovicida do extrato de folhas de Peperomia trineura na concentracdo de 95

ppm, observada no periodo de 7 dias, a partir da exposicdo de 24 horas, nos

estadios embrionarios de Biomphalaria glabrata.

Estadio Concentracéo N° de N° de N° de embrides N° total de
embrides embrides com embrides
ppm mortos em malformagdes mortos (%0)
24 horas
(%)
95 79 100 0 100
Blastula DMSO 1% 74 0 0 0
Agua 141 0 0 0
95 145 100 0 100
Géstrula DMSO 1% 134 0 0 0
Agua 143 0 0 0
95 103 61,16 38,84 100
Trocofora DMSO 1% 107 0 0 0
Agua 95 0 0 0
95 84 2,38 0 55,95
Véliger DMSO 1% 79 0 0 0
Agua 77 0 0 0
95 100 21 0 79
Hipo DMSO 1% 77 0 0 0
Agua 79 2,53 0 2,53
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Atividade ovicida do extrato de folhas dePeperomia trineura na concentracéo de 90

ppm, observada no periodo de 7 dias, a partir da exposicdo de 24 horas, nos

estadios embrionarios de Biomphalaria glabrata.

Estadio Concentracéo N° de N° de N° de embrides N° total de
embrides embrides com embrides
ppm mortos em malformagdes mortos (%0)
24 horas
(%)
90 159 100 0 100
Blastula DMSO 1% 99 0 0 0
Agua 132 0 0 0
90 104 100 0 100
Géstrula DMSO 1% 87 0 0 0
Agua 106 0 0 0
90 79 89,87 10,13 100
Trocéfora DMSO 1% 80 0 0 0
Agua 58 0 0 0
90 55 0 0 87,27
Véliger DMSO 1% 75 1,33 0 1,33
Agua 73 0 0 0
90 83 13,25 0 53,01
Hipo DMSO 1% 78 0 0 0
Agua 86 0 0 0
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Atividade ovicida do extrato de folhas de Peperomia trineura na concentracdo de 80

ppm, observada no periodo de 7 dias, a partir da exposicdo de 24 horas, nos

estadios embrionarios de Biomphalaria glabrata.

Estadio Concentracao N° de N° de N° de embrides NP° total de
embrides embrides com embrides
ppm mortos em malformacoes mortos (%)
24 horas
(%)
80 122 100 0 100
Bléastula DMSO 1% 71 1,22 0 1,22
Agua 76 0 0 0
80 116 100 0 100
Géstrula DMSO 1% 79 0 0 0
Agua 73 0 0 0
80 131 100 0 100
Trocofora DMSO 1% 106 0 0 0
Agua 130 0 0 0
80 73 12,5 76,38 88,88
Véliger DMSO 1% 64 0 0 0
Agua 64 0 0 0
80 94 32,98 48,93 81,91
Hipo DMSO 1% 89 0 0 0
Agua 90 0 0 0
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ANEXO 14

Atividade ovicida do extrato de folhas de Peperomia trineura na concentracdo de 60
ppm, observada no periodo de 7 dias, a partir da exposicdo de 24 horas, nos
estadios embrionarios de blastula, gastrula e trocofora de Biomphalaria glabrata.

Estadio Concentracéo N° de N° de N° de embrides  N° total de
embrides embrides com embrides
ppm mortos em malformagdes  mortos (%)
24 horas
(%)
60 56 0 0 100
Blastula DMSO 1% 55 0 0 0
Agua 46 0 0 0
60 66 0 0 100
Géstrula DMSO 1% 60 0 0 0
Agua 59 0 0 0
60 66 22,72 0 93,93
Trocéfora DMSO 1% 45 0 0 0
Agua 69 1,44 0 1,44
60 105 64,76 25,71 90,47
Véliger DMSO 1% 63 0 0 0
Agua 140 0 0 0
60 147 62,58 19,73 82,31
Hipo DMSO 1% 152 0 0 0

Agua 138 0 0 0
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Atividade ovicida do extrato de folhas de Peperomia trineura na concentracéo de

50 ppm, observada no periodo de 7 dias, a partir da exposicdo de 24 horas, nos

estadios embrionarios de Biomphalaria glabrata.

Estadio Concentracéo N° de N° de N° de embrides N° total de
embrides embrides com embrides
ppm mortos em malformagdes mortos (%0)
24 horas
(%)
50 78 55,12 44,88 100
Blastula DMSO 1% 82 0 0 0
Agua 79 0 0 0
50 57 64,91 35,09 100
Géstrula DMSO 1% 47 0 0 0
Agua 50 0 0 0
50 88 63,63 36,37 100
Trocofora DMSO 1% 76 0 0 0
Agua 72 0 0 0
50 95 47,36 43,16 90,52
Véliger DMSO 1% 71 0 0 0
Agua 86 0 1,16% 1,16
50 80 33,75 55% 88,75
Hipo DMSO 1% 56 1,78 0 1,78
Agua 56 0 0 0




ANEXO 16
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Atividade ovicida do extrato de folhas de Peperomia rubricaulis na concentracdo de

100 ppm, observada no periodo de 7 dias, a partir da exposi¢do de 24 horas, nos

estadios embrionéarios de Biomphalaria glabrata.

Estadio Concentracgéo N° de N° de N° de embrides N° total de
embribes embribes com embribes
PPM mortos em malformacdes mortos (%)
24 horas (%)
100 89 100 0 100
Blastula DMSO 1% 53 0 0 0
Agua 55 0 0 0
100 62 100 0 100
Géstrula DMSO 1% 49 0,49 0 0,49
Agua 54 0 0 0
100 81 100 0 100
Trocoéfora DMSO 1% 55 0 0 0
Agua 75 0 0 0
100 121 100 0 100
Véliger DMSO 1% 79 0 0,79 0,79
Agua 99 0 0 0
100 53 100 0 100
Hipo DMSO 1% 26 0 0 0
Agua 32 0 3,12 3,12




ANEXO 17
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Atividade ovicida do extrato de folhas de Peperomia rubricaulis na concentracdo de

80 ppm, observada no periodo de 7 dias, a partir da exposicdo de 24 horas, nos

estadios embrionéarios de Biomphalaria glabrata.

Estadio Concentracao N° de N° de N° de embrides N° total de
embrides embrides com embrides
ppm mortos em malformagdes mortos (%0)
24 horas
(%)
80 122 100 0 100
Bléastula DMSO 1% 71 1,22 0 1,22
Agua 76 0 0 0
80 116 100 0 100
Géstrula DMSO 1% 79 0 0 0
Agua 73 0 0 0
80 131 100 0 100
Trocofora DMSO 1% 106 0 0 0
Agua 130 0 0 0
80 73 12,5 76,38 88,88
Véliger DMSO 1% 64 0 0 0
Agua 64 0 0 0
80 70 0 2,85 2,85
Hipo DMSO 1% 67 0 4,47 4,47
Agua 65 0 3,07 3,07




ANEXO 18

128

Atividade ovicida do extrato de folhas de Peperomia rubricaulisna concentracéo de

70 ppm, observada no periodo de 7 dias, a partir da exposicdo de 24 horas, nos

estadios embrionarios de Biomphalaria glabrata.

Estadio Concentracéo N° de N° de N° de embrides N° total de
embrides embrides com embrides
ppm mortos em malformagdes mortos (%0)
24 horas
(%)
70 67 32,83 4,47 50,74
Blastula DMSO 1% 67 0 0 0
Agua 63 0 0 0
70 83 34,93 13,25 49,39
Géstrula DMSO 1% 77 0 0 0
Agua 81 0 0 0
70 53 22,64 3,77 52,83
Trocéfora DMSO 1% 53 0 0 0
Agua 57 0 0 0
70 54 16,66 18,52 35,18
Véliger DMSO 1% 58 0 0 0
Agua 53 0 0 0
70 48 20,83 8,33 29,16
Hipo DMSO 1% 50 0 0 0
Agua 50 0 0 0
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ANEXO 19

Atividade ovicida do extrato de folhas de Peperomia rubricaulisna concentracéo de
60 ppm, observada no periodo de 7 dias, a partir daexposicao de 24 horas, nos
estadios embrionarios de blastula, gastrula e trocofora de Biomphalaria glabrata.

Estadio Concentracéo N° de N° de N° de embrides N° total de

m . o o
PP embrides embrides com embrides

mortos em malformagdes  mortos (%)

24 horas
(%)
60 77 18,18 0 18,18
Blastula DMSO 1% 63 0 0 0
Agua 61 0 0 0
60 61 0 0 1,63
Gastrula DMSO 1% 41 0 0 0
AGUA 48 0 0 0
60 79 0 0 0
Trocofora DMSO 1% 63 0 0 0

Agua 71 0 0 0
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ANEXO 20

Atividade ovicida do extrato de folhas de Peperomia blanda na concentragédo de 100
ppm, observada no periodo de 7 dias, a partir da exposicdo de 24 horas, nos
estadios embrionarios de blastula, gastrula e trocofora de Biomphalaria glabrata.

Estadio Concentracéao N° de N° de N° de embrides N° total de
ppm embrid embrides com embrides
es mortos em malformagdes  mortos (%)
24 horas
(%)
100 70 1,42 1,42
Blastula DMSO 1% 53 0 0 0
AGUA 62 1,61 0 1,61
100 54 0 1,85 1,85
Gastrula DMSO 1% 47 0 2,12 2,12
AGUA 44 0 4,54 4,54
100 187 1,60 0 1,60
Trocéfora DMSO 1% 58 3,44 0 3,44

Agua 55 0 0 0
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Anexo 21

Atividade ovicidado &cido caldensinico, na concentragdo de 20 ppm, observada no
periodo de 7 dias, a partir da exposicao de 24 horas, nos estadios embrionéarios de
Biomphalaria glabrata.

Estadio Concentracéo N° de N° de N° de embrides N° total de
embrides embrides com embrides
ppm mortos em malformagdes mortos (%0)
24 horas
(%)
20 81 1,23 0 1,23
Blastula DMSO 1% 103 0 0 0
Agua 91 0 0 0
20 92 0 0 0
Géstrula DMSO 1% 73 0 0 0
Agua 108 0 0 0
20 142 0,70 0 0,70
Trocéfora DMSO 1% 99 0 0 0
Agua 129 0 0 0
20 120 0 0 0
Véliger DMSO 1% 84 0 0 0
Agua 100 0 0 0
20 101 0 0 0
Hipo DMSO 1% 93 0 0 0

Agua 89 0 0 0
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ANEXO 22

Atividade moluscicida de Bayluscide nas concentracBes de 0,01% a 0,1%, observada no
periodo de 10 dias, a partir da exposicdo de 24 horas, em moluscos adultos de
Biomphalaria glabrata.

Concentracéo N° de animais N° de animais Mortalidade
utilizados mortos

(%) (%)
0,01 10 0 0
Agua 10 0 0
0,02 10 0 0
Agua 10 0 0
0,03 10 0 0
Agua 10 0 0
0,04 10 0 0
Agua 10 0 0
0,05 10 1 10
Agua 10 0 0
0,06 10 2 20
Agua 10 0 0
0,07 10 4 40
Agua 10 0 0
0,08 10 7 70
Agua 10 0 0
0,09 10 9 90
Agua 10 0 0

0,1 10 10 100

Agua 10 0 0




