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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIODIVERSIDADE E SAUDE

Cesar Luiz Pinto Ayres Coelho da Silva

A esquistossomose € uma doenca parasitaria de veiculacdo hidrica
causada pelo trematédeo Schistosoma mansoni, que afeta mais de 200
milhdes de pessoas. Nas areas de maior endemismo, 0 acesso ao suprimento
de agua é precario sendo obtida em pocos, cacimbas e pequenos agudes, que
se tornam também “criadouros artificiais” de caramujos infectados pelo S.
mansoni. A doenca € de profilaxia complexa, ja que os moluscos aquaticos séo
de dificil controle, e pela parasitose incidir em zonas que favorecem um maior
contato do homem com a agua. No Brasil ocorrem dez espécies e uma sub-
espécie do género Biomphalaria, sendo trés espécies hospedeiras naturais do
S. mansoni: Biomphalaria glabrata, Biomphalaria straminea e Biomphalaria
tenagophila. O controle quimico é utilizado para reduzir as populacdes destes
hospedeiros intermediarios sendo a Niclosamida o moluscicida recomendado
pela OMS, porém com alta toxicidade para muitos organismos aquaticos.
Moluscicidas derivados de plantas tém provado sua efetividade, porém exigem
cuidados no manuseio, pois muitas espécies sdo toxicas a humanos e
organismos nao alvo. Iniciativas no passado para o uso de plantas como
moluscicida foram pouco promissoras ou desencorajadas em programas em
larga escala devido ao pequeno valor agregado que possuem para as
comunidades ou gestores publicos. A planta Moringa oleifera ndo € toxica
sendo utilizada na alimentacdo humana e animal, com varios estudos

realizados para testar seu multiplo uso, principalmente quanto a sua



propriedade purificadora de aguas. No presente estudo a semente moida de M.
oleifera (ESSMol) foi avaliada pela primeira vez quanto a sua atividade
moluscicida contra os moluscos B. glabrata, Physa marmorata e Melanoides
tuberculatus. Sua acdo ecotoxicolégica também foi avaliada com o
microcrustaceo Ceriodaphnia dubia e o peixe Danio rerio. Os resultados
mostraram que o ESSMol foi eficaz como moluscicida para B. glabrata (CL50 =
0,419 g/L; CL90=1,021 g/L e P. marmorata (CL50=0,339 g/L; CL90=0,789 g/L)
mas sem atividade moluscicida para M. tuberculatus. Para os organismos néo
alvo os valores foram: CL50 = 0,12 g/L (x* = 14,99; gl = 3; p<0,05) para C.
dubia; e CL50 = 0,20 g/L (x*= 2,57; gl = 4; p>0,05) para D. rerio. O efeito téxico
apresentado nos testes ecotoxicolégicos com organismos ndo alvo ocorreu em
concentragdes que permitem a manutencao de populagdes naturais. O ESSMol
demonstrou ser um produto ecologicamente menos agressivo ao ambiente e
seguro para manipulacao e utilizacdo pelo homem. A grande inovacao do uso
da M. oleifera como moluscicida, € apresentar um potencial para agregacao de
valor também como alimento para humanos e animais e na prestacédo de
servigo ecossistémico como purificador da qualidade da agua. O multi-uso da
M. oleifera integrando a relacdo do homem, planta e ecossistemas, compdem
uma cadeia na estrutura ecossistémica que fortalece os processos ecologicos,
envolvendo mais que apenas a acdo sobre o ciclo de transmissdo da

esquistossomose.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN BIODIVERSIDADE E SAUDE

Cesar Luiz Pinto Ayres Coelho da Silva

Schistosomiasis is a waterborne parasitic disease caused by the
trematode Schistosoma mansoni which affects more than 200 milion people. In
the most endemic areas, access to water supply, especially in rural areas, is
poor and is obtained from wells, ponds and small reservoirs, which also
potentially end up turning into "artificial breeding” of snails infected by S.
mansoni. The disease prophylaxis is complex, since their hosts, aquatic snails
are difficult to control, and since this parasitosis occurs in very hot and irrigated
areas favoring an increased human contact with the water. In Brazil there are
10 species and one subspecies of the genus Biomphalaria, three of which are
natural hosts of S. mansoni: Biomphalaria glabrata, Biomphalaria straminea and
Biomphalaria tenagophila. Chemical control is used to reduce populations of
vector snails being Niclosamide the only recommended by the WHO,
demonstrating, however, severe toxicity to some aquatic organisms. Plant
derived molluscicides have proven their effectiveness requiring, however, care
in handling because some species possess toxic properties to humans and
non-target organisms. Past initiatives to make effective the practice of use of
plants with molluscicidal property have been unpromising or not carried forward
in large scale programs due to the small value such plants have to target
communities or public managers. The plant Moringa oleifera is non toxic to
humans and used as food for humans and other animals with several studies

having been done to test the multiple uses of this plant, particularly with respect
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to its water purifying property. In this study the ground seed of M. oleifera
(GSEMol) was first evaluated for its molluscicidal activity against the snails B.
glabrata, Physa marmorata and Melanoides tuberculatus. Its ecotoxicological
action was also evaluated for the microcrustacean Ceriodaphnia dubia and the
fish Danio rerio. The results demonstrated that the GSEMol was an effective
molluscicide for B. glabrata (LC50 = 0.419 g/L; LC90 = 1.021 g/L) and P.
marmorata (LC50 = 0.339 g/L; LC90 = 0.789 ¢g/L) but had no molluscicidal
activity against M. tuberculatus. For the non-target organisms the values were:
LC50 = 0.12 g/L (x2 = 14.99, df = 3, p <0.05) for C. dubia, and LC50 = 0.20 g/L
(x2 = 2.57, df = 4, p> 0.05) for D. rerio. The toxic effects shown in the
ecotoxicity tests against non-target organisms however, occurred at
concentrations which enable the maintenance of natural populations. The
GSEMol proved to be a product environmentally less aggressive and safe for
handling and use by man. The great innovation of the use of M. oleifera,
besides being non toxic to humans, is to present the potential to add value as
food for humans and animals as well as the provision of ecosystem services
such as water purifier. The multi-potential use of M. oleifera integrating the
relationship between man, plants and ecosystems, make up a chain in the
ecosystem structure, strengthening the ecological processes involving more

than just action on the transmission cycle of schistosomiasis.
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1 INTRODUCAO

1.1 A Endemia

A esquistossomose encontra-se efetivamente entre as mais importantes
endemias do pais em termos de saude publica. Trata-se de uma doenca
parasitaria de veiculacdo hidrica causada pelo trematdédeo Schistosoma
mansoni (Sambon, 1907), que afeta mais de 200 milhdes de pessoas, com
cerca de 85% de todos os casos ocorrendo nos paises Africanos na regido do
Saara (Chitsulo et al., 2000).

O numero de portadores de esquistossomose no Brasil € estimado em
no minimo 2,5 milhdes de individuos parasitados e cerca de 25 milhdes de
pessoas vivendo em lugares com risco de contrair esta doenca. De acordo com
a endemicidade geografica, podemos encontrar diferentes niveis no Pais; os
estados de Minas Gerais, Bahia, Alagoas, Sergipe e Pernambuco sao
considerados como areas de alta endemicidade, enquanto areas de baixa e
média, séo registradas no Parana, Sado Paulo, Espirito Santo, Rio Grande do
Norte, Paraiba e Maranhdo. Ja os focos denominados como isolados estao
indicados nos estados de Ceara, Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul,
Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Para, Parana, Piaui e Santa Catarina (MS,
2008; Rey, 2001).

A regido Nordeste e Norte do estado de Minas Gerais sdo as areas de
maior endemismo, onde 0 acesso ao suprimento de agua principalmente em
areas rurais € precario sendo obtida por pocos, cacimbas e pequenos acudes,
gue potencialmente acabam se transformando também em “criadouros
artificiais” de caramujos hospedeiros infectados por S. mansoni. Assim, com
excecdo de areas mais desenvolvidas no Brasil e em alguns outros paises
(China, Republica Dominicana, Filipinas, Egito, Ird, Marrocos, Porto Rico e
Venezuela) a maiorias dos 76 paises endémicos ainda sdo incapazes de
adotar e executar politicas para reducdo da transmissdo do parasito (OMS,
2011).



1.2 Ciclo de Transmissao

Os helmintos adultos do S. mansoni vivem nas veias mesentéricas do
homem e de outros mamiferos e eliminam seus ovos ao ambiente através das
fezes do hospedeiro. Quando atingem as cole¢Bes hidricas limnicas, o0s
miracidios, larvas ciliadas, eclodem e nadam a procura de moluscos
suscetiveis, onde penetram através de seu tegumento. Apds trés a cinco
semanas de desenvolvimento e multiplicacdo por poliembrionia, as cercérias,
formas larvais infectantes para o vertebrado, alcancam o meio aquatico e
nadam ativamente até o encontro do hospedeiro definitivo apropriado,
penetrando ativamente através da pele. Por meio da circulagdo sanguinea
chegam ao sistema porta-hepético, onde fazem postura dos ovos, 0s quais
alcancam a luz intestinal. As manifesta¢cdes clinicas variam, dependendo de
uma seérie de fatores, desde casos assintomaticos até quadros graves (Rey,
2001; Coura & Amaral, 2004; Brasil, 2006). O ciclo evolutivo do S. mansonil
esta descrito na Figura 1.

Figura 1 - Ciclo evolutivo do Schistosoma mansoni Sambon, 1907.

A: Schistosoma mansoni - vermes adultos acasalados; B: hospedeiro definitivo
eliminando ovos nas fezes; C: eclosédo dos miracidios na agua; D: esporocistos
primario e secundario no interior do hospedeiro intermediario; E: cercéria livre na agua
em busca de um novo hospedeiro definitivo. (Fonte: Rey, 2001).

2



Além da grande extensao de ocorréncia da esquistossomose, a situagcao
torna-se ainda mais grave, pois a doenca é de profilaxia complexa, ja que seus
transmissores, moluscos aquaticos, sdo de dificil controle, e pela parasitose
incidir em zonas muito quentes e irrigadas, favorecendo um maior contato do

homem com a agua (Pessoa, 1988).

Ha ainda uma grande linha de estudos com reservatérios ndo humanos,
principalmente roedores silvestres, tendo os primeiros relatos sido feitos por
Amorim (1953) e Amorim et al. (1954). Kawazoe e Pinto (1983) conduziram
experimentos em uma é&rea de média endemicidade de esquistossomose
mansonica humana para verificar a infeccdo natural dos roedores por S.
mansoni e mostrar o seu papel como reservatorio e disseminador de ovos do
helminto. Atualmente ainda existem varios trabalhos importantes contribuindo
para o conhecimento das relagbes desses animais silvestres com parasitoses
de interesse médico e veterinario (D'Andrea et al., 2000; Maldonado Junior et
al., 2001, 2006; Machado-Silva et al., 2011).

A imunizacdo por vacina espera-se ser a forma mais efetiva para tratar a
esquistossomose, principalmente pelo desenvolvimento da molécula SM14
(Tendler et al., 1996; Tendler e Simpson, 2008) porém ainda ndo esta
disponivel para o uso em humanos. Em 1999, Katz publicou um artigo
discutindo as dificuldades no desenvolvimento de uma vacina para a
esquistossomose mansoni. A quimioterapia pelo prazinquantel, até o presente
momento, é a forma mais eficiente para o tratamento da doenca ou diminuicédo

da carga parasitaria (Bergquist, 2008; Galvéo et al., 2010; Olliaro et al., 2011).

1.3 Moluscos

Os moluscos da Classe Gastropoda possuem uma grande importancia
médica por ter varios taxons envolvidos em ciclos de parasitos. Os moluscos
hospedeiros intermediarios do S. mansonil sdo descritos como da familia

Planorbidae do género Biomphalaria, que constituem um elo imprescindivel na

3



transmissdo da doenca. No Brasil ocorrem dez espécies do género
Biomphalaria e uma sub-espécie, sendo separadas em relagdo a infeccao por
S. mansoni: como mostra a Tabela 1 (Ministério da Saude, 2008)

Tabela 1 - Espécies e subespécie de Biomphalaria descritas para o Brasil,
assinalando as hospedeiras naturais, as potenciais e as ndo hospedeiras de S.
mansoni (Fonte: Ministério da Saude, 2008).

Biomphalaria glabrata (Say, 1818)
Hospedeiras naturais Biomphalaria tenagophila (d’Orbigny, 1835)

Biomphalaria straminea (Dunker, 1848)

Hospedeiras potenciais Biomphalaria amazonica Paraense, 1966

Biomphalaria peregrina (d’Orbigny, 1835)

Biomphalaria intermedia (Paraense & Deslandes,
1962)

Biomphalaria kuhniana (Clessin, 1883)
N&o hospedeiras Biomphalaria schrammi (Crosse, 1864)

Biomphalaria oligoza Paraense, 1975

Biomphalaria occidentalis Paraense, 1981

Biomphalaria tenagophila guaibensis (Paraense,
1984)

Estudos bem detalhados sobre a morfologia das trés espécies
hospedeiras estdo representados nos trabalhos de Paraense (1970, 1972) e
Paraense e Deslandes (1955a,b,c). As duas espécies de hospedeiras
potenciais foram investigadas quanto a susceptibilidade ao S. mansoni com
resultados positivos para algumas cepas do parasito em laboratério (Corréa e
Paraense, 1971; Paraense e Corréa, 1973). A respeito das outras espécies de

Biomphalaria que ndo s&do hospedeiras naturais, existe um artigo sobre a
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insusceptibilidade de B. occidentalis para linhagens do S. mansoni (Paraense e
Corréa, 1982).

Das trés espécies hospedeiras naturais do S. mansoni, Biomphalaria
glabrata e Biomphalaria straminea tém sua é&rea de ocorréncia
preferencialmente na regido Nordeste e no Estado de Minas Gerais como
mostram asFiguras 2 e 3, enquanto Biomphalaria tenagophila ocupa
principalmente, as regides Sudeste e Sul como apresenta a Figura 4. Estas
areas possuem condicdes ambientais particularmente favoraveis a manutencao
dos criadouros desses moluscos, como: po¢os, cacimbas, acudes, riachos e
areas de captacdo de agua que favorecem o0 contato humano nesses

ambientes.
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Figura 2 - Distribuicdo geografica de Biomphalaria glabrata no Brasil. (Extraida
de Carvalho e Caldeira (2004).



Figura 3 - Distribuicdo geogréfica de Biomphalaria straminea no Brasil. (Extraida
de Carvalho e Caldeira (2004).

Figura 4 - Distribui¢cdo geografica de Biomphalaria tenagophila no Brasil.
(Extraida de Carvalho e Caldeira (2004).



Representantes de outros géneros de moluscos n&o hospedeiros de S.
mansoni como as espécies Physa marmorata Guilding, 1828, Melanoides
tuberculatus (Mdller, 1774) e Lymnaea columella Say, 1817, estdo
frequentemente associadas aos criadouros de Biomphalaria, tendo uma
expressiva importancia ecoldgica seja por ocupagdo de nicho ou competicao
por recursos. Portanto, qualquer estratégia de controle das espécies
hospedeiras também pode afetar outras espécies que coabitam um

ecossistema e precisam de atencdo especial nas intervencoes.

1.4 Moluscicidas Sintéticos

O controle quimico é uma das formas mais utilizadas para reduzir
drastica e rapidamente as populacbes dos moluscos hospedeiros do S.
mansoni, com a aplicacdo de produtos toxicos nos criadouros dos
planorbideos, as substancias moluscicidas. Muitas drogas foram submetidas a
ensaio com esse proposito, de maneira a reunir algumas propriedades
indispensaveis, como: ser eficaz contra os moluscos, suas posturas e larvas do
S. mansoni, mas que nado afete o homem, a fauna e a flora locais; ser
econdmico e de baixo custo; ser de facil aplicacdo e ndo apresentar risco para
o individuo que o aplica, aléem de ser estavel em diversas condi¢cdes ambientais
(MS, 2008).

Diversas substancias foram utilizadas em larga escala com acéo
moluscicida como, por exemplo, sulfato de cobre, pentaclorofenato de sédio
(conhecido como poé-da-china), carbonato de cobre, entre outras. Entretanto,
problemas como resultados insatisfatérios quanto a sua toxicidade em relacao
aos moluscos e por afetarem a fauna e a flora locais levaram ao desuso (Rey,
2001). Baixas concentracfes (entre 0,1 e 0,5 mg/L) durante uma hora, de N-
Tritilmorfolina (Frescon), tém acdo sobre os moluscos. Apesar de ndo ser de
alto custo, ndo mata os ovos dos moluscos, devendo ser reaplicada diversas
vezes. Este produto ndo possui efeito toxico para fauna e flora locais, mas
devido a demanda limitada, ndo é mais comercializado sendo fabricado apenas
sob encomenda (Webbe, 1987; Rey, 2001).
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Atualmente o Bayluscide® (niclosamida) é o moluscicida considerado
mais potente no combate aos caramujos do género Biomphalaria (MS, 2008).
Ele apresenta alta toxicidade para o0os moluscos, mesmo em baixas
concentracdes (1 mg/L) apds 8 horas de contato com os caramujos, sendo letal
ainda para as posturas e larvas de S. mansoni (McCullough, 1992). Testes
mostraram também sua letalidade para bio-ensaios realizados com M.
tuberculatus, moluscos associados aos criadouros de Biomphalaria (Giovanelli
et al., 2002).

O tratamento seletivo por moluscicidas em corpos d'agua infestados por
caramujos e que servem de locais de contato com seres humanos, tem sido
alvo de estratégias de controle das populacdes de moluscos. A Niclosamida é o
unico moluscicida comercialmente disponivel e recomendado pela OMS para
uso em larga escala em programas de controle da esquistossomose.
Entretanto, bioensaios ecotoxicoldégicos demonstram a severidade toxica para
alguns organismos aquaticos como peixes, insetos e outros moluscos
(Andrews et al, 1982; Oliveira-Brett et al, 2002). Apesar da alta eficiéncia os
moluscicidas quimicos, apresentam limitacfes devido ao seu custo elevado em
paises com baixo nivel de desenvolvimento e com altos indices de

esquistossomose.

1.5 Moluscicidas de Origem Vegetal

Moluscicidas de origem vegetal se apresentam como 0 campo mais
promissor para o encontro de uma solucéo viavel tendo sido testadas mais de
1100 espécies de plantas, desde a década de 1930 (Kloos & McCullough,
1987). Extratos obtidos com solventes aquosos, alcodlicos e lipofilicos de
caules, cascas, raizes, flores, folhas ou frutos tém sido testados (Duncan,
1987; Kloos & McCullough, 1987).

A avaliacdo da propriedade moluscicida de plantas normalmente é
iniciada ao se selecionar a planta de maneira aleatoria, realizando-se
seguidamente, testes pra verificar sua letalidade (Jurberg et al, 1989). Segundo

Jurberg et al. (1989), Kloos e McCullough em 1987, baseados no Banco de
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Dados do Napralert, listaram a propriedade moluscicida de 571 plantas. Ainda
no ano de 1987, pesquisadores chineses mostraram que, dentre cerca de 500
plantas testadas, 20 delas tinham um alto potencial moluscicida (Kuo, 1987).
Ainda segundo Jurberg et al. (1989), foram analisadas 73 familias com um total
de 344 espécies. Destas, 214 exemplares de 26 espécies pertencentes a 18
familias apresentaram mortalidade em concentrages inferiores a 100ppm.
Estas familias sdo: Anarcadiaceae, Apocynaceae, Bignoniaceae, Celastraceae,
Compositae, Euphorbiaceae, Graminaceae, Lauraceae, Magnoliaceae,
Melastomaceae, Rhamnaceae, Rubiaceae, Rutaceae, Sapindaceae,
Vochysiaceae, L. Caesalpinoideae, L. Mimosoideae, L. Papilionoideae.

No entanto a aplicagdo limitada dessas plantas como produto
moluscicida esta em geral associada a efeitos toxicologicos em concentracfes
elevadas, dificuldade de manejo da planta e extracdo da substancia ativa
(Baptista et al. 1994). Inumeros vegetais continuam sendo testados
exaustivamente na busca de novas espécies com potencial moluscicida
(Oliveira-Filho & Paumgartten, 2000; Mello-Silva et al, 2006; Santos et al 2010).

Moluscicidas derivados de plantas tem provado sua efetividade,
entretanto sdo dificeis de serem manipulados, além disso, varias espécies,
embora eficazes, em particular aquelas do género Euphorbia (Baptista et. al.,
1994; Vasconcellos & Schall, 1986; Al-Zambagi et al, 2001; Giovanelli et al.,
2001; Schall et al, 2001; Sing et al, 2005; Patel et al, 2011) exigem cuidados no
manuseio por possuirem propriedades toxicas a humanos e organismos
aquaticos (Clark et al, 1997; Oliveira-Filho & Paumgartten 2000). Estudos
bioquimicos das plantas do género Euphorbia tém sido feitos para tentar
entender melhor sua forma de acdo nos moluscos. No trabalho de Mello-Silva
et al. (2011) foi demonstrada alteracdo no metabolismo de B. glabrata
infectados com S. mansoni expostos a concentrcdes sub-letais do latex de
Euphorbia splendens através da analise das proteinas totais e produtos
nitrogenados. Oliveira-Filho & Paumgartten 2010 sugerem que o latex da
Euphorbia milii possui atividade embriotoxica que contribui para efetividade do

moluscicida.



As iniciativas no passado para tornar efetiva a pratica do uso de plantas
com propriedade moluscicida foram pouco promissoras ou nao levadas adiante
em programas em larga escala, devido ao pequeno valor agregado que essas
plantas possuem. No caso das espécies da familia Euphorbiacea, em geral a
agregacao de valor se dava pelo seu potencial uso como planta ornamental,
atividade que desperta pouco interesse para as comunidades alvo. Diante
deste fato, acreditamos que M. oleifera seja uma excelente candidata, visto que
atualmente procuram-se plantas que possuam potencial moluscicida capaz de
agregar outros valores a seu uso e que beneficiem as comunidades que estédo

vulneraveis a transmissdo da esquistossomose.

Um produto a ser usado como moluscicida, precisa reunir algumas
propriedades indispensaveis, a exemplo do que ocorre com outros defensivos:
deve ser eficaz contra os moluscos, mesmo quando empregado em baixas
concentragOes; ter baixo custo, propriedade que nem sempre depende da
primeira; ndo pode ser toxico ao homem, aos animais aquaticos ou as plantas;
nao pode ter efeitos acumulativos nos tecidos do homem e dos animais

aquaticos e ser de facil manipulacéo (Ministério da Saude, 2008).

1.6 Moringa oleifera Lam

A Moringa oleifera pertencente a Ordem Papalerales, Familia
Moringaceae, € composta de apenas um género e quatorze espécies descritas
até agora. E nativa da regido Noroeste da india, atualmente difundida em

diversos paises tropicais (Duke, 1987).

Esta espécie € do tipo arboreo de crescimento rapido, alcancando 12m
de altura. Possui copa aberta com tronco delgado, folhas compostas bipinadas
e flores perfumadas de cor creme como mostra a Figura 5. Os frutos parecidos
com uma vagem, longos e traguinados sdo compostos de varias sementes
escuras externamente, mas formados em seu interior por uma massa branca
oleaginosa apresentada na Figura 6. A raiz possui casca de cor pardo-clara em
sua parte externa e branca em seu interior, é espessa e mole. Seu lenho é
mole, poroso e amarelado.
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Figura s - Moriga oleifera Lam., planta adulta com flores e frutos —

Campus Fiocruz, Rio de Janeiro (foto do autor).

Figura 6 - Detalhe das sementes de Moringa oleifera Lam. A: semente sem casca, B:
semente com casca. (foto do autor)
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No Brasil, ha relatos de que sua introducdo ocorreu a partir de 1950
sendo utilizada inicialmente apenas para ornamentagdo nos parques publicos
(Silva & Kerr, 1999). Na regido Nordeste existem varias agfes como da
Fundacdo Deusmar Queirds no Ceara que atua como mobilizadora na
divulgacdo dos beneficios da M. oleifera desde 2000 através do projeto
"Moringa a Semente da Vida". Em Sergipe, a EMBRAPA Tabuleiros Costeiros
sediada em Aracaju possui varios projetos de pesquisa para diversos usos da
planta, desde seu uso como purificador de dguas e esgotos até como matéria
vegetal forrageira para as criagdes animais. Com o objetivo de incentivar o
desenvolvimento da cadeia produtiva e exploragdo agroindustrial da moringa
na regido Semiarida Brasileira, desde 2009 acontece anualmente o Encontro
Nacional de Moringa — ENAM, para divulgacdo e fortalecimento desses

projetos.

A propagacao da semente da M. oleifera ocorre facilmente e seu plantio
e direto, com producdo de mudas a partir de sementes ou estacas. A taxa
germinativa mais alta é obtida apds a imersdo da semente por 24 horas na
agua a temperatura ambiente e seu plantio em viveiro deve ser realizado

imediatamente em seguida (Céaceres et al. 1992).

A idade da arvore em sua primeira frutificacdo varia, porém em
condicGes ideais de manejo geralmente ocorre durante o primeiro ano. Sua
floracdo normalmente acontece ao final da estacdo Umida, com perda das
folnas no periodo seco. As suas vagens possuem tamanho variavel e séo
separadas em curtas, médias e longas, variando de 15 a 90 cm. Acredita-se
gue cada arvore consiga produzir de 1000 até 1.600 vagens por ano € 0
numero de sementes oscilando entre 10 a 20 por vagem. Pode-se classificar a
producdo anual de sementes como baixa, média e alta, sendo de 1.500 a

24.000 sementes/planta.

1.7 Multiplos Usos da Moringa oleifera

Historicamente a planta foi difundida durante a colonizacdo inglesa nos

continentes africano e asiatico do século XIX quando os viajantes levaram suas
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sementes da India para a Africa Oriental, principalmente para o Sud&o. As
propriedades do 6leo de suas sementes aumentaram consideravelmente seu
valor comercial e a partir do século XIX foi observado que poderia ser utilizado
no mecanismo de precisdo dos reldgios, por manter a lubrificacdo mais
eficiente devido ao fato de n&o secar. Durante a Primeira Guerra Mundial servia
como um dos ingredientes na fabricacdo de sabdo. No Haiti é utilizado como
6leo de cozinha. Uma pasta resultante da extracdo do 6leo das sementes pode
ser utilizada como fertilizante (Dahot, 1998). Estas sé&o indicacdes da
viabilizacdo de seu uso em escala industrial. Do ponto de vista nutricional, as
folhas de M. oleifera podem conter um percentual de 27% de proteinas, sendo
ricas em vitamina A e C, célcio e fésforo, podendo ser utilizada na alimentacéo
humana e/ou animal (Dahot,1998). A planta é integralmente utilizada na
medicina natural na india (Matos, 1998). Na Guatemala varias partes desta
arvore sdo usadas como anti-inflamatorio e antiespasmaodico. O suco das suas
raizes frescas misturado ao leite tem sido empregado na medicina popular
como diurético, anti-litico e digestivo, e também no tratamento da asma. No
tratamento de queimaduras e ferimentos da pele, utiliza-se uma pomada feita
com a massa branca do interior das sementes, tornando a cicatrizacdo mais
rapida (Eilert et al., 1981).

1.8 Sua Utilizagdo como Purificador de Agua

O efeito como coagulante primario das sementes de M. oleifera sobre as
particulas em suspensdo na agua parece ser sua funcdo mais promissora.
Pesquisas com cotilédones de seis espécies do género Moringa tém
demonstrado que estes possuem propriedades de coagulacdo semelhantes ao
sulfato de aluminio. Um projeto piloto para o tratamento de agua no Malawi na
Africa, constatou que o aluminio é eficiente como coagulante em apenas uma
faixa restrita de niveis de pH da 4gua a ser tratada, enquanto que as sementes
da M. oleifera atuam sem levar em conta o pH (Okuda et al., 2001). A
perspectiva de purificacdo de agua a um custo de apenas uma fracdo do

tratamento quimico convencional, favorece o uso das sementes trituradas da
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M. oleifera como uma alternativa da mais alta importancia pelo seu potencial de

uso multiplo com um alto valor agregado.

No tratamento fisico das aguas barrentas pela semente da M. oleifera
sdo utilizadas duas etapas: na primeira etapa ha a preparacdo da suspensao
ativa com o p6 da semente e na segunda etapa a clarificacdo da agua que é
obtida com o despejo da suspensao ativa na 4gua a ser tratada. Este método
apresenta duas vantagens: o efeito fisico, levando a diminuicdo da turbidez da
agua pela coagulacdo do material em suspenséao; e, ja que grande parte de
microrganismos patogénicos estd4 fisicamente ligada as particulas em
suspensao na agua, ha o efeito de tratamento bioldgico, eliminando estes
microrganismos (Folkard et al., 1993; Sanchez-Martin et al.,2010). Ferreira et
al. (2011), mostraram a atividade coagulante e antibacteriana do extrato
aquoso de M. oleifera.

Ha também a atividade anti-cianobacteriana sobre Microcystis
aeruginosa (Lurling & Beekman, 2010), que é um grave problema de saude
publica global (de Figueredo et al, 2004). O trabalho de Olsen (1987), com
purificacdo de agua de baixa tecnologia, relatou a eliminacdo de 90% das
cercarias de S. mansoni presentes na agua. Diversos estudos foram feitos para
verificar a toxicidade e citotoxicidade de M. oleifera em humanos e animais
domeésticos e ndo foram observados efeitos significativos (Gamila et al., 2004;
Nair & Varalakshmi, 2011). Nado ha relatos de que o po desta planta tenha

endotoxinas.

Varios estudos tém sido feitos para testar a multipla aplicabilidade da
planta, principalmente com relacdo a sua propriedade purificadora de aguas. A
partir dai surgiu a proposta de testar o extrato seco das sementes de M.oleifera

(ESSMol) como moluscicida.
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1.9 JUSTIFICATIVA

Relevancia do Uso de Moringa oleifera Em Um Programa de Controle
da Esquistossomose

« Utilizacdo de um produto natural de facil obtengcdo com menor impacto
ambiental (protecao a Biodiversidade).

« A planta é conhecida e usada pelo ser humano h& vérios séculos como
purificador de aguas naturais para consumo e varias partes da planta
sdo usadas como alimento (raiz, folhas, frutos e sementes) para o

homem e animais, ndo sendo classificada como uma planta téxica.

« Uma vez confirmada a hipétese testada, introduz-se uma nova
abordagem no controle de moluscos hospedeiros do S. mansoni,
utilizando uma planta comestivel e ndo téxica ao ser humano que é
usada como purificadora de agua natural, podendo assim ser plantada e

utilizada pela propria populacao de areas endémicas.

« Portanto, oferece facil utilizacdo e baixo custo para o controle de
moluscos hospedeiros do S. mansoni., em relagdo ao controle quimico

de referéncia.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral:

Avaliar a acdo moluscicida do extrato seco da semente de Moringa
oleifera Lam (ESSMol) sobre Biomphalaria glabrata, molusco hospedeiro do S.

mansoni e os efeitos na fauna aquética associada.
2.2 Objetivos Especificos:

1- Testar se 0 ESSMol pode atuar como moluscicida de origem vegetal para B.
glabrata, através da determinacdo das concentracdes letais para 50% e 90%
da populacgéo testada (CL50 e CL90).

2- Verificar se as espécies de moluscos nao transmissores da
esquistossomose Physa marmorata e Melanoides tuberculatus s&o mais

resistentes a acdo do ESSMol.

3- Avaliar a agao ecotoxicologica do ESSMol através de testes de toxicidez
aguda com o microcrustaceo Ceriodaphnia dubia (Richard, 1894) e o peixe

Danio rerio (Hamilton, 1822).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Planta

As sementes usadas neste estudo vieram de um exemplar de M. oleifera
de 4 anos de idade plantada no campus da Fundacéo Oswaldo Cruz (Fiocruz),
Rio de Janeiro, Brasil (Fig. 7). As coletas foram feitas em dois periodos
diferentes (abril de 2008, maio de 2010). Uma amostra do material foi
depositada como espécime voucher numero RB498458, no Herbarium do
Jardim Botanico do Rio de Janeiro/DIPECJBRJ, sendo identificado por Marcus
Alberto Nadruz Coelho como Moringa ovalifolia Dinter e Berger (sinonimia para

M. oleifera).

P 4 Moringa oleifera
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Figura 7 — Localizagéo da arvore Moringa oleifera Lam. no campus da Fundacéo
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, RJ, Brasil (Google Earth) (22°52'33"S 43°14'46”0).
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3.2 Caramujos

Os espécimes de caramujos limnicos utilizados neste estudo foram
descendentes de exemplares coletados em Sumidouro, RJ, Brasil e mantidos
no Laboratério de Avaliacdo e Promocdo da Saude Ambiental (LAPSA) do
Instituto Oswaldo Cruz, separados com diametro de concha variando de 8 mm
a 18mm (Fig. 8).

Figura 8 - Exemplares das trés espécies de moluscos: Melanoides tuberculatus (A),

Physa marmorata (B) e Biomphalaria glabrata (C) utilizados nos experimentos

(foto do autor).

3.3 Bioensaios com Moluscos Alvo

Os cotilédones de M.oleifera foram macerados utilizando capsula de
porcelana e pistilo como mostra a Figura 9 e o extrato seco (ESSMol), foi

pesado em aliquotas separadas para cada concentracdo usada no teste. Cada
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massa de extrato foi dissolvido em 1000 mL de &gua do fornecimento publico
(CEDAE) filtrada, e divididas em sete diferentes concentragdes: 0,0 (controle),
0,4,06,08,10,15e 2,04g/L.

Figura 9 — Cépsula de porcelana e pistilo utilizados no preparo do extrato seco
das sementes de Moringa oleifera Lam. (foto do autor).

Para determinar as concentracdes sub-letais CL50 e concentracdes
letais CL90, foram utilizados 140 exemplares de B. glabrata. Em cada bequer
contendo o extrato dissolvido foram colocados dez individuos B. glabrata, de
acordo com a metodologia de bioensaios para plantas moluscicidas (OMS,
1983) como mostra a Figura 10(A). O periodo de exposicao foi de 24 horas e a
temperatura mantida em 25+/- 1°C. O teste controle foi realizado
simultaneamente aos bioensaios também em duplicata, como todo o

experimento.
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Figura 10 — Bioensaios mostrando os béqueres com as diferentes concentragées do
extrato seco das sementes de Moringa oleifera (ESSMol) sobre as trés espécies de
moluscos alvo. A: periodo de exposicao; B: periodo de recuperacdo; C: moluscos
vivos; D: moluscos mortos apés a fase de recuperacao (fotos do autor).

ApOs este periodo (24 horas), os caramujos foram retirados e lavados
em agua filtrada (CEDAE), com o auxilio de uma peneira, com cuidado para
nao serem danificados, em seguida foram colocados em béqueres com agua
filltrada sem ESSMol, permanecendo por mais 24 horas, denominado de
periodo de recuperacao (Fig. 10B). Durante todo 0 experimento 0s caramujos
foram alimentados com pedacos de alface fresca (Fig 10 C e D). Ao final do
ensaio foram contados o numero de caramujos mortos, vivos e o eventual

comportamento de escape d’agua.

3.4 Bioensaios com Moluscos néo Alvo

Com o objetivo de verificar a especificidade do efeito letal do ESSMol
sobre outras espécies de moluscos limnicos, foram realizados testes usando

exemplares adultos de P. marmorata e M. tuberculatus (Figs 8 A e B)
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procedentes de criadouros do LAPSA/IOC. Esses espécimes foram submetidos
ao mesmo experimento com a mesma metodologia do bioensaio utilizada para
B. glabrata com as mesmas concentracdes: 0,4, 0,6, 0,8, 1,0, 1,5 e 2,0 g/L

inclusive o controle sem o extrato.

3.5 Experimentos de Toxicidade

Foram realizados testes com outros organismos aquaticos usados como
indicadores de ecotoxicidade como C. dubia (Fig 11) e D. rerio (Fig 12). O
procedimento utilizado seguiu as recomendactes da ABNT(2004) e Knie &
Lopes (2004) detalhado a seguir.

Figura 11 - Ceriodaphnia dubia (foto obtida da internet no site:
http://cfb.unh.edu/cfbkey/html/Organisms/CCladocera/FDaphnidae/GCeriod
aphnia/Ceriodaphnia_dubia/ceriodaphniadubia.html acesso em
07/05/2013).
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Figura 12 — O peixe Danio rerio (foto obtida na internet no site:
www.taxateca.com acesso em 07/05/2013).

3.5.1 Preparo das amostras:

Foram preparadas solucbes com o extrato de M. oleifera (ESSMol)
utilizando agua de abastecimento publico filtrada e desclorada como diluente,
nas concentra¢cdes 0 0,05; 0,07; 0,1; 0,5 e 1,0 g/L mais o grupo controle, para

realizacao de teste ecotoxicologico com peixes (Fig.13).

Na segunda solucdo foi utilizada agua mineral natural Minalba® como
diluente, devido a padronizacdo de meétodo para esse organismo, nas
concentragbes 0,005; 0,01; 0,05; 0,1 e 0,5 g/L mais o grupo controle, para
realizacdo de teste ecotoxicoldgico com microcrustaceo. As solucbes foram
preparadas no dia do teste. Em cada teste foram utilizadas 5 concentracdes
preparadas a partir das solucbes-méae e testadas em sistema estatico (ndo
houve troca das diluicbes até o final do teste). Ao final foram medidos os

parametros pH e oxigénio dissolvido (mg/L).

A diferenca nas concentracfes experimentais entre o0s grupos de
organismos ndo alvo, se deve a diferente sensibilidade destas espécies a
concentracbes mais altas usadas para os testes com os moluscos, que foram
determinadas em pré-testes para possibilitar o teste de estabelecimento da
CL50.
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Figura 13 - Preparo das diluicBes para os testes com organismos nao alvo (foto do autor).

3.5.2 Teste de toxicidade aguda com Ceriodaphnia dubia:

Os ensaios seguiram as Normas NBR 12713 (ABNT, 2004) com
adaptacdes. Foram utilizados 30 neonatos do microcrutdceo com o tamanho
variando em torno de 1mm tendo 24 horas de nascido, divididos em trés
réplicas de 10 individuos por concentracdo teste (N=30 por concentracao).
Colocados em béqueres com capacidade de 50 mL, preenchidos com 30mL da
solucéo (Fig.14). Os controles foram expostos somente a agua de dilui¢cdo. Foi
utilizada agua mineral natural Minalba como diluente. O tempo de exposi¢ao foi
de 48 horas sob temperatura constante de 23,5° C e coberto com folha de
papel aluminio para abrigo de luz em estufa B.O.D. As concentracdes finais do
oxigénio dissolvido (OD mg/l) foram monitoradas no inicio e no final dos
experimentos, amostras com concentracdes abaixo de 2 mg/l de OD foram

descartadas das analises.
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Figura 14 - Montagem do experimento com Ceriodaphnia dubia contendo béqueres de
50 mL como recipientes de teste e o0 baldo volumétrico com a solucdo de ESSMol para
diluicdo concentrac¢fes teste (foto do autor).

3.5.3 Teste de toxicidade aguda com peixes Danio rerio:

Os procedimentos dos testes toxicolégicos com peixes seguiram o
padrdo adotado nos Manuais de Normas Técnicas da CETESB L5.019
(CETESB, 1990).

O método consiste na exposicao de 10 individuos por béquer de 3 litros.
Foram utilizados peixes adultos de 25 a 3,5 cm de comprimento
recomendados para teste ecotoxicologicos de acordo com a norma ISO 7346,
por um periodo continuo de 24 a 96 horas, ao abrigo de luz, para determinacéo
da CL50: 24-96h.

O teste foi realizado sem réplica em cristalizadores com capacidade de
5L preenchidos com 3L de concentracdo-teste. O controle foi exposto somente
a agua de diluicdo (agua de abastecimento publico filtrada e desclorada).
Foram utilizados 10 peixes jovens, machos e fémeas por concentragdo. A fim

de manter um nivel minimo de oxigénio, cada cristalizador recebeu aeracao
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constante com ar comprimido por diafragma de acionamento elétrico (bomba

para aquario) do inicio ao final do experimento (Figs 15 e 16).

Figura 15 - Montagem do teste toxicolégico com peixes Danio rerio: Sequéncia de
cristalizadores para cada concentragdo, indicando o procedimento de aeracao (foto do
autor).
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Figura 16 - Experimento com peixes Danio rerio. cristalizador da esquerda: grupo
tratado com Moringa oleifera. Béquer da direita: grupo de controle (foto do autor).

3.6 Analise Estatistica

As determinacfes das concentracdes letais CL50 e CL90, para todos os
experimentos, foram obtidas através da aplicacdo do teste estatistico de
Andlise Probita (Finney, 1971) com um programa de computador especifico
desenvolvido em DBase. A CL50 é aquela que expressa a concentracéo
estimada onde 50% dos organismos nao sobrevivem ou ficam iméveis (no caso
de C. dubia).
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4 RESULTADOS

4.1 Bioensaios com Moluscos Alvo e Nao Alvo

4.1.1 Bioensaios com Moringa oleifera para avaliacdo da acgéo

moluscicida em: Biomphalaria glabrata, Physa marmorata e

Melanoides tuberculata:

Os resultados mostraram que o extrato seco da semente de M. oleifera

(ESSMol) apresentou atividade moluscicida para B. glabrata com as
concentracdes letais CL50 = 0,419 g/L e CL90 = 1,021 g/L ( x* = 4,078; gl = 5;
p>0,05) e para P. marmorata CL50 = 0,339 g/L e CL90 = 0,789 g/L ( x* = 7,832;
gl = 5; p>0,05) nos dois casos nao foi observada diferenca significativa. Ja para

a espécie M. tuberculatus nédo foi observada mortalidade, ou seja, o produto

nao apresentou atividade moluscicida (Tabela 2).

Tabela 2 - Exposicdo de Biomphalaria glabrata, Physa marmorata e
Melanoides tuberculatus ao extrato seco das sementes de Moringa oleifera
(ESSMol) (n=20).

Concentragbes Biomphalaria glabrata Physa marmorata Melanoides
(g/L) tuberculatus
N°de % Escape N°de % Escape N°de % Escape
mortos da mortos da mortos da
agua agua agua
0,0 0 0 1 0 0 3 0 0 3
0,4 9 45 0 12 60 2 0 0 0®
0,6 15 75 0 20 100 0 0 0 0
0,8 16 80 0 20 100 0 0 0 0
1,0 20 100 0 19 95 1 0 0 0
15 20 100 0 20 100 0 0 0 o°
2,0 20 100 0 20 100 0 0 0 0

% - todos os individuos apresentaram-se retraidos. Consideramos na andlise de 24h
todos os mortos para que o teste de toque ndo pudesse causar nenhuma interferéncia
sobre os resultados. ° - Dois estavam bastante retraidos na concha.
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Foi observado o0 escape da agua, um importante comportamento de
protecdo desses moluscos, principalmente no controle (concentragcéo 0,0 mg/L)
para as trés espécies. O efeito observado da acdo do ESSMol sobre os
caramujos testados neste estudo foi a retracdo na concha sem resposta ao
estimulo de toque e a presenca de hemorragia da hemolinfa, caracteristicas
apresentadas por todos os individuos considerados mortos.

Nas figuras 17 e 18 estdo demontradas as curvas de mortalidade para B.
glabrata e P. marmorata, que foram ascendentes de acordo com aumento das
concentragOes de teste, indicando um tendéncia de mortalidade concentracao-
dependente.
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Mortalidade (%)

Figura 17 - Mortalidade (%) de Biomphalaria glabrata em diferentes concentracdes
(g/L) do extrato seco das sementes de Moringa oleifera (ESSMol) (n=20).
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Figura 18 - Mortalidade (%) de Physa marmorata em diferentes concentracfes (g/L)
do extrato seco das sementes de Moringa oleifera (ESSMol) (n=20).

4.2 Testes com Organismos Aquéaticos Nao Alvo

Nos testes ecotoxicologicos os valores para CL50 (Tabelas 3 e 4)
mostraram que o ESSMol apresentou efeito toxico em 50% dos grupos

experimentais com C. dubia e D. rerio.
4.2.1 Teste de toxicidade aguda com Ceriodaphnia dubia:

Os valores das concentracfes sub-letais no final dos experimentos
foram: CL50 = 0,12 g/L (x* = 14,99; gl = 3; p<0,05) para C. dubia, apresentando
diferenca significativa. Neste teste foi observada a motilidade dos individuos,
onde foram considerados iméveis aqueles incapazes de nadar na coluna
d’agua até 15 segundos apds uma leve agitacdo do recipiente, além dos
individuos aparentemente mortos. Nao foi detectado nenhum comportamento

anormal dos ceriodaphnias sobreviventes.

Na Figura 19 pode-se verificar que as curvas de mortalidade para C.
dubia também foram ascendentes de acordo com aumento das concentracdes

de teste, indicando uma tendéncia de mortalidade concentracdo-dependente.
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Tabela 3 — Exposicdo de Ceriodaphnia dubia do extrato seco das sementes de
Moringa oleifera (ESSMol) (n=30).

Concentracdo  Imobilidade em 24h Imobilidade em 48h pH O.DP°

(g/L) R1° R2® R3%® R1 R2 R3

0,00 0 0 0 0 0 0 6,95 5,6

0,005 3 0 0 4 1 0 7,56 5,3
0,01 0 0 0 0 1 0 7,78 52
0,05 1 2 2 1 5 7 7,84 51
0,1 1 1 3 5 3 6 7,87 5,0
0,5 7 9 10 10 10 10 7,62 3,6

3 _ réplicas dos experimentos; ° — oxigénio dissolvido.
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Figura 19 — Mortalidade (%) de Ceriodaphnia dubia em diferentes concentragdes (g/L)
do extrato seco das sementes de Moringa oleifera (ESSMol) (n=30).
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4.2.2 Teste de toxicidade aguda com Danio rerio:

Para o peixe D. rerio os valores das concentracbes sub-letais no final
dos experimentos foram: CL50 = 0,20 g/L (x* = 2,57; gl = 4; p>0,05).nd0
apresentando diferenga significativa. Neste teste foi observado o estado geral
dos peixes, quanto a natacédo alterada, posicdo do corpo e velocidade de
deslocamento. N&o foi observado nenhum comportamento alterado ou
mudancas visiveis em relagdo ao grupo controle, nas concentracfes que
apresentaram efeito téxico, os individuos mortos ficavam imoéveis no fundo do
recipiente ou flutuando na superficie da agua. Os peixes mortos eram retirados

do recipiente teste quando observados.

A Figura 20 apresenta as curvas de mortalidade para D. rerio também
foram ascendentes de acordo com aumento das concentracfes de teste,

indicando uma tendéncia de mortalidade concentracdo dependente.

Tabela 4 — Exposicao de Danio rerio ao extrato seco das sementes de Moringa
oleifera (ESSMol) (n=10).

Concentragéo Mortalidade
g/L 24h 48h 72h 96h pH 0.D?
0,00 0 1 1 1 7,0 5,8
0,05 0 0 0 0 7,16 6,2
0,07 1 1 1 2 7,20 5,8
0,1 1 2 2 2 7,18 5,9
0,5 8 9 9 9 6,98 6,3
1,0 10 10 10 10 6,65 6,0

& — oxigénio dissolvido.
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Figura 20 - Mortalidade (%) de Danio rerio em diferentes concentracdes (g/L) do
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5 DISCUSSAO

Os bioensaios realizados neste trabalho confirmaram que houve acéo
moluscicida do ESSMol para B. glabrata e P. marmorata, porém, ndo houve
efeito letal para M. tuberculatus, um dos moluscos nao alvo testados. O fato
desta Ultima espécie possuir um opérculo cérneo que funciona como uma
tampa da abertura da concha, pode explicar a resisténcia a acao toxica do
produto moluscicida, a partir da retagcdo na concha, como ja foi relatado para
outra espécie de molusco prosobranquio Pomacea sp. (Vasconcellos &
Amorim, 2003). Este comportamento de protecao apresentou grande eficiéncia
para a espécie M. tuberculatus, garantindo a sobrevivéncia de 100% dos
individuos submetidos ao teste. B. glabrata e P. marmorata também
apresentaram o comportamento de retracdo na concha, porém ndo sendo tédo
eficiente por ndo apresentarem o opérculo cérneo. Particularmente nos ensaios
com B. glabrata, foi possivel observar o derrame de hemolinfa (hemorragia,
principalmente nas concentragcdes mais altas), uma vez que possui 0 pigmento
(vermelho) hemoglobina de facil visualizacdo no meio liquido. Nos ensaios com
P. marmorata ndo foi possivel observar o derrame de hemolinfa, por ser

transparente nesta espécie nao apresentando o pigmento vermelho.

Como até o presente momento ndo foi publicado nenhum artigo
cientifico referente ao uso do ESSMol como moluscicida para caramujos das
espécies B. glabrata, P. marmorata e M. tuberculatus, ndo € possivel comparar
com resultados pré-existentes. Entretanto Rocha-Filho et al. (2012)
apresentaram um resumo sobre a atividade moluscicida do extrato aquoso de
flores de M. oleifera em B. glabrata, onde estabeleceram a CL50=0,237%.
Transformando esse valor para g/L tem-se o valor da CL50=1,185 g/L,
enquanto que em nosso presente trabalho com o ESSMol obtivemos a CL50=
0,419 ¢g/L também para B. glabrata, ou seja uma concentracdo quase trés

vezes menor observado em nosso experimento.

Os mecanismos de acdo do produto sobre as espécies testadas nédo
foram avaliados no presente estudo. Entretanto, segundo Schwarz (1996) as

sementes da M. oleifera contém quantidades significativas de proteinas
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sollveis com carga positiva. Quando o pé das sementes é adicionado a agua
turva, as proteinas liberam cargas positivas atraindo as particulas carregadas
negativamente, como barro, argila, bactérias, e outras particulas presentes na
agua. O processo de floculagdo ocorre quando as proteinas se ligam com as
cargas negativas, agregando as particulas presentes na dgua. A Moringa pode
clarificar ndo somente aguas com alta turbidez, mas também com média ou
baixa turbidez. Outros autores mostram que o pé da semente de M. oleifera
tem um efeito aglutinador que esta relacionado as lectinas que promovem a
adesdo das particulas em suspensdo no meio liquido (Gassenshmidt et al,
1995; Ndabigengesere et al., 1995; Okuda et al., 2001; Ghebremichael et al.,
2005). Tal propriedade das lectinas, promovem a agregacdo de particulas
sblidas em suspensdo acarretando em um processo de clarificacdo e
purificacdo da agua. Caracteristica esta que poderia beneficiar as populacdes
localizadas em areas de transmissao da esquistossomose e que dependem do
uso de aguas de cacimbas e pequenos pocos para abastecimento, onde tais
locais acabam servindo de criadouros artificiais de moluscos e séo
potencialmente focos de transmissdo. Assim, acdo de controle aos moluscos
hospedeiros com solu¢cdes do ESSMol atuaria também como purificador das

aguas.

Santos et al. (2005), verificaram a atividade hemoaglutinante das
lectinas, portanto, pode-se sugerir que a absorcdo dessas lectinas com poder
hemoaglutinante, poderiam produzir um efeito toxico no nivel do sistema
circulatorio devido a alteracdo no processo de desregulacdo da hemoglobina

presente na hemolinfa dos moluscos.

Em um capitulo sobre Atividade Inseticida de Lectinas e Metabdlitos
Secundarios, Paiva et al. (2012) relatam as propriedades inseticidas das
lectinas de M. oleifera e outras plantas sobre varias ordens de insetos em
experimentos em que se observa a deplecdo nutricional no tubo digestivo
desses insetos pela acdo das lectinas. Portanto, o mecanismo fisico de entrada
e que ira gerar o efeito toxico sobre os moluscos, potencialmente poderia ser
decorrente da ingestdo do pé da planta. Entretanto neste caso ainda é

desconhecido o potencial mecanismo de acéo toxica do ESSMol. Outros dois
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estudos testaram o efeito téxico do extrato aquoso de M. oleifera em larvas de
Aedes aegypti (Coelho et al, 2009; Ferreira et al, 2009) mostrando a acéo letal

sobre essas larvas e ainda o atraso no desenvolvimento larval.

Em um trabalho sobre a toxicidade do latex de E. milii, que também é um
produto natural de origem vegetal, Oliveira-Filho e Paumgartten (2000)
testaram os efeitos toxicos sobre espécies aquaticas ndo alvo e concluiram que
esse produto vegetal possui um alto grau de seletividade para os caramujos
hospedeiros do S. mansoni, comparada a Niclosamida que € o moluscicida de

referéncia.

Apesar de ter apresentado efeito téxico nos testes ecotoxicolégicos com
organismos nao alvo, o ESSMol demonstra ser um produto ecologicamente
menos agressivo ao ambiente em relacéo a Niclosamida e possivelmente mais

seguro para manipulacao e utilizacdo pelo homem.

Partindo da informacdo do célculo da produtividade de sementes por
arvore de M. oleifera é de 24.000 sementes/planta (como descrito na
introducdo) e que para ter 1g do ESSMol precisa-se de 6 sementes
(aproximadamente) podemos projetar que cada arvore pode fornecer 4.000 g
(4Kg) de ESSMol. Utilizando a CL90 estabelecida para B. glabrata que foi de
1,02 g/L podemos dizer que a producdo de sementes de s6 uma arvore e
capaz de “tratar” aproximadamente 4.000 litros de agua. Tendo esse
“tratamento” o valor agregado de clarificagao, purificagdo da agua e controle de
moluscos hospedeiros naturais do S. mansoni. Além disso, a possibilidade de
armazenamento das sementes por anos, obtendo um estoque garantido e

pronto para o uso.

Tendo em vista o multi-uso potencial da M. oleifera integrando a relagéo
do homem, planta e ecossistemas (aquatico e terrestre), tais interacfes
compde uma cadeia na estrutura ecossistémica, a qual fornece as fundacdes
gue podem fortalecer os processos ecolégicos que ocorrem entre esses
elementos da cadeia ambiental envolvendo mais que apenas a a¢ao sobre o
ciclo de transmisséo da esquistossomose (Turner & Daily, 2008; Daly & Farley,

2004). Entendemos que uma das funcdes definidas pela “Avaliacdo do Milénio”
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gue classifica em servicos de provisdo e abastecimento de agua e alimento,
servigos culturais e servigos de suporte citados como preceitos da Convencéo
sobre Diversidade Bioldgica (Sukhdev, 2008), poderiam ser maximizados
através do uso de uma estratégia integrada do uso desta planta no controle dos
moluscos hospedeiros de S.mansoni.
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6 PERSPECTIVAS

Investir em pesquisas que determinem o principio ativo da ESSMol que
causa mortalidade e o modo de a¢ao do produto nos moluscos alvo.

Realizar os bioensaios com ESSMol principalmente com as outras
espécies hospedeiras naturais e outros moluscos limnicos, verificando também

os efeitos em moluscos jovens e desovas.

Dar prosseguimento em bioensaios ecotoxicolégicos agudos e cronicos
com uma diversidade maior de organismos nédo alvo (algas, helmintos e insetos

aquaticos).

Como estratégia de planejamento dentro de um programa piloto de
controle, a planta poderia ser cultivada e utilizada pela propria populagéo,
orientada pelo servico de saude, a baixo custo.

Continuar esta linha de pesquisa direcionada para produtos de origem
vegetal mais especificos para o controle de moluscos aquaticos hospedeiros
naturais do S. mansoni e outros helmintos de interesse médico e veterinario.
Que sejam mais seguros e com menor impacto ambiental, visando a protecéo
da biodiversidade e que possam ser utilizados pela populacdo para outras
finalidades (alimentacdo humana e animal), e também na melhoria de
condicbes de fornecimento de &gua para abastecimento e consumo,
potencializando a instauracdo de um programa multi-uso e integrado de

controle.
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7 CONCLUSOES

A atividade moluscicida do ESSMol, nunca antes testada para esta

finalidade, demonstrou eficacia contra os moluscos B. glabrata e P. marmorata.

Para a espécie M. tuberculatus nédo foi observada mortalidade, ou seja, 0
ESSMol ndo apresentou atividade moluscicida para esta espécie de molusco.

O ESSMol apresentou efeito toxico para o microcrustaceo C. dubia e
para o peixe D. rerio porém, em concentracfes que permitem a manutencédo de

populacdes naturais.

Devido a suas caracteristicas ndo toxica para o homem e animais
domeésticos, nutricional e coadjuvante no processo de purificacdo de agua para
consumo humano, torna-se um produto natural de origem vegetal de
importancia estratégica, para uma mudanca de paradigma dentro dos

programas de controle de moluscos hospedeiros do S. mansoni .
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9 ANEXOS

9.1 ANEXO A

PROTOCOLO DE TESTES MOLUSCICIDAS:

Responsavel: Temperatura Inicial: Final:
Data Inicio: Hora: Data Termino: Hora:
Produto: Local de coleta:
Tempo de estocagem: Caracteristica da solugao:
Espécie testada: Procedéncia:
Biometria: Amostra total:
Alimentagao: URA (%) Inicial: Final:
Concentragao Exposicao 24 haoras Recuperacdo 48 horas
(ML)
sairam nao sairam sairam nao sairam
Yivos maortos vivos mortos vivos mortos
Ohservagbes:
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9.2 ANEXO B

PROTOCOLO DE TESTE DE TOXICIDADE AGUDA COM CLADOCEROS:

Organismo teste: Responsavel:
Substancia teste:
Datadeinicio. __/ [/ a__: h Datade Término:__ / [/ as__: h
Concentrag0es Tempo de Reéplica 1 Réplica 2 Reéplica 3
eXPOSIGd0 [ Toral [ Mortos | Total | Mortos | Total | Mortos
Cl 24 hs
48 hs
C2 24 hs
48 hs
C3 24 hs
48 hs
C4 24 hs
48 hs
C5 24 hs
48 hs
C6 24 hs
48 hs
Cl C2 C3 C4 C5 C6
pH
0.D.(mg/L)
Observagdes:
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9.3 ANEXOC

PROTOCOLO DE TESTE DE TOXICIDADE AGUDA COM PEIXES:

Organismo-teste:

Responsavel:

Amostra-teste:

Requisitante:

Data de inicio: __ /[

as_ i

Data de Término:

I

/

Concentracdes Tempo de

Réplica 1

Réplica 2 %

exposicao Total

Mortos

Total

Mortos | 'ont.

pH

oD

Cond TDS

Sal.

24 h

48h

72h

96h

24 h

48h

7zh

ach

24 h

48h

72h

ach

24 h

48h

72h

96h

24 h

48h

72h

96h

24 h

48h

72h

96h

CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DA AMOSTRA:

Data de Chegada pH

0.D.

Condutividade

TDS

Salinidade

/ /

Tratamento da amostra:
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