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RESUMO

O molusco terrestre Subulina octona (Bruguiére, 1789) atua como hospedeiro
intermediario de helmintos parasitos de humanos e animais domésticos. Em alta densidade
populacional também pode atuar como praga agricola, o que levanta a necessidade de
medidas de controle. A busca por moluscicidas de origem vegetal tem se intensificado nos
ultimos anos devido as vantagens que as espécies vegetais apresentam. Os vegetais Bidens
pilosa Linné e Mikania glomerata Sprengel apresentam ampla distribuicdo geogréfica, séo
frequentemente utilizados na medicina popular e apresentam principios ativos sollveis em
agua e com reconhecida atividade moluscicida. Objetivou-se com esse trabalho comprovar a
presenca desses principios ativos, calcular as concentracdes de referéncia (CLsp € CLgg) sobre
adultos de S. octona e avaliar os efeitos das CLsy obtidas sobre aspectos bioldgicos e
comportamentais desse molusco em diferentes fases de desenvolvimento. Para a obtencéo das
CLso e CLgo foram utilizadas cinco concentracdes do extrato aquoso das espécies vegetais, no
qual 30 moluscos (10moluscos/grupo) foram utilizados para cada concentragdo e para 0
controle. Os grupos tratados foram expostos a 5mL dos extratos por contato direto com a
solucdo por 24 horas seguidas de 24 horas de recuperacdo e grupos controle foram expostos a
agua destilada pelo mesmo periodo. As concentracGes de referéncia foram obtidas pela analise
Probito utilizando o software BioStat 2008, versdo 2.5 . As CLsg obtidas foram testadas sobre
ovos, jovens recém-eclodidos e jovens de 30 dias e adultos que ficaram expostos aos
tratamentos por 24 e 48 horas. Grupos controle ficaram expostos pelo mesmo periodo em
agua destilada. Para os adultos foram realizadas trés aplicac6es das CLso em intervalos de 30
dias. As observacdes para a analise de repeléncia em adultos foram realizadas nos primeiros
10 minutos apds a primeira aplicacdo. A eclosdo, sobrevivéncia e reproducdo foram avaliadas
e 0s dados comparados pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05) utilizando o software BioEstat
versdo 5.0. A andlise fitoquimica comprovou a presenca de flavonoides, taninos e saponinas
nos extratos aquosos dos dois vegetais. As CLsy e CLgy obtida para B. pilosa foi de
51,4mg/mL e 74,1mg/mL respectivamente, e para M. glomerata foi de 44,6mg/mL para CLs
e 71,9mg/mL para CLg. A atividade repelente dos extratos foi verificada logo apds a
aplicacdo. A sobrevivéncia dos adultos foi significativamente reduzida ap6s a segunda
aplicacdo dos extratos. Da mesma forma, a fecundidade diminuiu para 0s grupos expostos por
24 horas. N&o foi verificado diferenca significativa na eclosdo de moluscos da prole

provenientes dos adultos expostos aos tratamentos. Todavia, a eclosdo dos moluscos



provenientes de ovos expostos diretamente aos extratos aquosos das plantas testadas, foi, em
média, significativamente reduzida. O tempo de exposi¢cdo também influenciou, onde os
grupos expostos pelo maior tempo tiveram sua eclosdo reduzida. Os extratos também
influenciaram na sobrevivéncia dos eclodidos proveniente dos ovos tratados e dos jovens-
recém-eclodidos e dos de 30 dias. Alteracdes sobre o crescimento foi verificado para os
tratamentos. Os resultados observados nesse estudo provavelmente foram provocados pela
mistura complexa de principios ativos que podem interagir de forma sinérgica, aditiva ou até
facilitando a absorcdo de algum composto. A facilidade na obtencdo, preparacdo e aplicacédo
desses extratos tornam esses vegetais possiveis candidatos para programas de controle desse
molusco.

Palavras chaves: Molusco terrestre, extrato vegetal, moluscicida, toxidez



ABSTRACT

The land snail Subulina octona (Bruguiére, 1789) is an intermediate host of helmints that
parasitizes humans and domestic animals. In high densities it can also be a crop pest making
necessary the application of control measures. The search for plant molluscicide increased in
last years due to its advantages. The plants Bidens pilosa Linné and Mikania glomerata
Sprengel are widely distributed and are frequently used in folk medicine. They have active
principles that are water soluble and with proven action against snails. The aim of this study
was to confirm the presence of these active principles, to calculate the reference
concentrations (LCso € LCgy) in adult S. octona and to evaluate the effects of the LCsy
obtained on biological and behavioral aspects of this snail in different development phases.
To obtain the LCso e LCqo five concentrations were utilized for each plant aqueous extract,
and 30 snails (10snails/group) were utilized for each concentration and for control group. The
groups were exposed to 5mL of the extracts by direct contact with the solution for 24 hours
followed by 24 hours of recovery period and the control groups were exposed to distilled
water for the same time period. The reference concentrations were obtained using the Probit
analysis through (BioStat 2008 software, version 2.5). The LCs, obtained were tested on eggs,
newly hatched, 30 day old individuals and adults that were exposed to the treatments for 24
and 48 hours period. Control groups were exposed to distilled water. For the adults, were
utilized three applications of the LCso every 30 days. The observations to analyse the
repellency in adults were made at the realized at the 10 first minutes after the first application.
The hatchability, survival and reproduction were evaluated and the data were compared by
using the Kruskal-Wallis (p<0,05) (BioEstat software, version 5.0). The phytochemical
analysis confirmed the presence of flavonoids, tannins and saponins in the aqueous extracts of
both plants. The LCsy and LCgyy obtained for B. pilosa was 51.4mg/mL and 74.1mg/mL
respectively, and for M. glomerata was 44.6mg/mL for LCsy and 71.9mg/mL for LCqo. The
repellency of the extracts was verified after the application. The survival of adult snails was
signficantly diminished after the second application of the extracts. In the same way, the
fecundity was reduced in groups exposed for 24 hours. It was not verified significantly
difference in offspring hatchability from adult snails exposed to the treatment. However, the
eggs exposed directly to the treatments had significantly reduction in hatchability means. The
mean hatchability of the snail from eggs directly exposed to the treatments were significantly
reduced. The extracts also influenced the survival of snails hatched from treated eggs, in



newly hatched and 30 day old individuals. Alterations on growth were verified in all
treatments. The results obtained in this study were probably due to the complex combination
of the active principles that can interact synergistically, aditive or antagonist or even
facilitating absorption of some compounds. The facility in the plant collection, extract
preparation and application of these extracts turn these plants candidates in the control of this
species.

Key-words: Land snail, vegetable extract, molluscicide, toxicity



LISTA DE ILUSTRACOES

2. Revisao Bibliografica

Quadro 1:
Quadro 2:
Fotografia 1:

Estrutura 1:

Estrutura 2:

Estrutura 3:

Chalconas descritas para a espécie Bidens pilosa----------=----=-=-=nzumu--
Auronas descritas para a espécie Bidens pilosa--------------=-=--=mmnmeumu--
Espécies vegetais e Subulina octona em diferentes estagios de
desenvolvimento. (A) Adulta (B) ovos (C) recém-eclodidos (D) Jovens
de 30 dias de idade; E) Bidens pilosa; F) Mikania glomerata--------------
Nucleo fundamental dos flavondides e sua numeragao---------------=------

A) Tanino hidrolisavel: Aceritanino; B) Tanino condensado: modelo de

MU @ ==

A) Estrutura basica de saponina esteroidal, B) Estrutura basica de

saponina  triterpenCia----------=-=-==mmmmmm e

3. Prospeccao fitoquimica dos extratos aquosos de Bidens pilosa Linnée Mikania

glomerata sprengel (Asteraceae) e bioensaio toxicoldgico em adultos de Subulina

octona (Bruguiere, 1789) (Mollusca, Subulinidae) em laboratério

Fotografia 2:
Esquema 1:

Quadro 3:

Esquema 2:

Fotografia 3:

Esquema 3:

Moluscos Subulina octona. A - Individuos adultos; B — Matrizes---------
Representacdo esquematica do processo adotado para a realizacdo dos
testes piloto para a obtencdo das concentracGes limites dos extratos
aquosos de Bidens pilosa e Mikania glomerata------------=-==-==-===eono--
Volume (mL) de solucdo extrativa, dgua destilada e da solucdo final

para cada tubo de ensaio------------------------ memmmmmmmeemmeeeeeeeeeeeeees

Representacdo esquemética dos procedimentos adotados na anélise

FItOQUIMI €A== mmmmm e m oo

Moluscos Subulina octona ao longo do procedimento experimental
adotado para os testes de atividade moluscicida de extratos aquosos de
Bidens pilosa e Mikania glomerata. A — Moluscos sendo expostos aos
extratos aquosos; B — Etapa de recuperacdo ap0s a exposicéo ao extrato

0030 S —— e

Representacdo esquematica das possiveis interacdes entre taninos e

proteinas------------------- S — e

37
38

40

41

46

48

53

55



Fotografia 4:

Fotografia 5:

Gréfico 1;

Gréafico 2:

Gréfico 3:

Testes fitoquimicos para identificacdo de possiveis compostos com
atividade moluscicida sobre Subulina octona em extratos aquosos de
Bidens pilosa e Mikania glomerata. A) extrato aquoso de Bidens pilosa
evidenciando a coloracdo vermelha (a) ap6s adicdo de hidroxido de
sodio (NaOH), caracteristica para presenca de flavonoides (chalconas
e/ou auronas); B) extrato aquoso de Mikania glomerata apos adicdo de
NaOH (b) evidenciando a presenca de outros flavondides; C) extrato
aquoso de Bidens pilosa apds adicao de gelatina, apresentando turvacédo
(c) e indicando a presenca de taninos e/ou polifendis; D) extrato aquoso
de Mikania glomerata evidenciando auséncia de turvacdo (d) apos
adicdo de solucdo de gelatina; E) extrato aquoso de Bidens pilosa (e)
evidenciando reacdo negativa ao teste da cafeina para identificacdo de

L1021 1[0 1

Testes fitoquimicos para identificacdo de possiveis compostos com
atividade moluscicida sobre Subulina octona em extratos aquosos de
Bidens pilosa e Mikania glomerata. A) extrato aquoso de Bidens pilosa
evidenciando a coloracdo verde (a) ap6s adicdo de cloreto férrico
(FeCLs) caracteristica para presenca de taninos condensados; B) extrato
aquoso de Mikania glomerata apés adicdo de cloreto férrico (FeCLs3) (b)
caracteristica para presenca de taninos condensados C) extrato aquoso
de Bidens pilosa apos agitacdo e repouso de 15 minutos, indicando a
presenca de saponinas devido a formagéo de espuma (D) tubo 10 com
1cm de espuma; E) extrato aquoso de Mikania glomerata apds agitagédo
e repouso de 15 minutos, indicando a presenca de saponinas devido a
formacdo de espuma (D) tubo 9 com 1cm de espuma----------=--====--=----
Mortalidade média de adultos de Subulina octona, expostos aos extratos
aquosos das partes aereas de Bidens pilosa e Mikania glomerata, apos as
24 horas de recuperacdo. *"=Letras diferentes = médias diferem entre si
pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05)------ B GReEEEEEEEEEE PR

Correlagcdo de Pearson entre concentracdo do extrato aquoso de Bidens

pilosa e mortalidade de Subulina octona et
Correlacéo de Pearson entre concentracdo do extrato aquoso de Mikania

glomerata e mortalidade de Subulina octona----------------======-=-monmm---

62

63

66

67



Gréfico 4 : Relacdo concentracdo-resposta de Subulina octona exposta ao extrato
aquoso das partes aéreas de Bidens pilosa. Resposta
avaliada=letalidade, expressa em percentual de moluscos mortos--------- 70

Gréfico 5: Relacdo concentracdo-resposta de Subulina octona exposta ao extrato
aquoso das partes aéreas de Mikania glomerata. Resposta
avaliada=letalidade, expressa em percentual de moluscos mortos--------- 70

4. Efeitos de sucessivas aplicacdes da CLsy de Bidens pilosa Linné e Mikania glomerata
Sprengel (Asteraceae) sobre aspectos bioldgicos e comportamentais em adultos de
Subulina octona (Bruguiére, 1789) (Mollusca, Subulinidade), em laboraté6rio

Gréfico 6: Percentual de sobrevivéncia de Subulina octona, exposta ao extrato

aquoso de partes aéreas de Bidens pilosa, utilizando dois tempos de

exposicdo, 24 e 48 horas, e sendo efetuadas observacdes por 90 dias.

AP= aPlICAGAO--------mm = 82
Gréfico 7: Tamanho médio de moluscos Subulina octona expostos ao extrato

aquoso de partes aéreas de Bidens pilosa por 24 horas de exposicao.

Letras distintas indicam diferenca significativa entre as méedias

(P<O,05) === mmmm oo 82
Gréfico 8: Tamanho médio de moluscos Subulina octona expostos ao extrato

aquoso de partes aéreas de Bidens pilosa por 48 horas de exposicao.

Letras distintas indicam diferenca significativa entre as médias

(P<O,05) === mm e 82
Gréfico 9: NUmero médio de ovos postos por molusco Subulina octona expostos ao

extrato aquoso de partes aéreas de Bidens pilosa utilizando diferentes
tempos de exposicao, 24 e 48 horas. Letras distintas indicam diferenca

significativa entre as médias (p<0,05) e 84

Gréfico 10: Percentual de eclodibilidade de moluscos Subulina octona provenientes
de ovos postos por moluscos expostos ao extrato aquoso de partes
aereas de Bidens pilosa utilizando diferentes tempos de exposi¢éo, 24 e
48 horas. Letras distintas indicam diferenca significativa entre as médias
(P<O,05) === == mm e 85
Grafico 11: Percentual de sobrevivéncia de moluscos Subulina octona ao longo de

trés exposicfes ao extrato aquoso de partes aéreas de Mikania

glomerata, utilizando dois tempos de exposi¢éo, 24 e 48 horas, sendo



Gréfico 12:

Gréfico 13:

Gréfico 14:

Gréfico 15:;

Fotografia 6:

observados por 90 dias. Ap= aplicagao--------------=-==-==-m-mmmmmmemmeoo
Tamanho médio de moluscos adultos de Subulina octona expostos ao
extrato aquoso de partes aéreas de Mikania glomerata por 24 horas de
exposicdo. Letras distintas indicam diferenca significativa entre as
MEdias (P<0,05)--==mmmmmm e o e
Tamanho médio de moluscos adultos de Subulina octona expostos ao

extrato aquoso de partes aéreas de Mikania glomerata por 48 horas de
exposicdo. Letras distintas indicam diferenca significativa entre as
MEdias (P<0,05)--==mmmmmm e o e
Numero médio de ovos postos por molusco Subulina octona ao longo

de trés exposicOes ao extrato aquoso de partes aéreas de Mikania
glomerata, utilizando dois intevalos de exposicdo, 24 e 48 horas. Letras
distintas indicam diferenca significativa entre as medias (p<0,05)---------
Percentual de eclodibilidade de moluscos Subulina octona provenientes
de ovos postos por moluscos expostos ao extrato aquoso de partes
aéreas de Mikania glomerata utilizando diferentes tempos de exposicao,
24 e 48 horas. Letras distintas indicam diferenca significativa entre as
MEdias (P<0,05)--==mmmmmmm e oo e
A) Adultos de Subulina octona em fuga apés adi¢do do extrato aquoso

das partes aéreas de Bidens pilosa (B) e (C) exibindo o deslocamento
vertical; D) Adultos de Subulina octona em fuga para as laterais do
terrario apds adicdo do extrato aquoso das partes aéreas de Mikania
glomerata; E) Adultos de Subulina octona do grupo controle ap6s

aplicacdo de agua destilada (F) permanecendo no centro de aplica¢do----

89

89

90

90

92

5. Efeitos da CLs, dos extratos de Bidens pilosa Linné e Mikania glomerata Sprengel

(Asteraceae)

sobre diferentes fases do desenvolvimento de Subulina octona

(Bruguiére,1789) (Mollusca, Subulinidae), em laboratorio

Gréfico 16:

Gréfico 17:

Médias de eclosdo do molusco Subulina octona, expostos ao extrato
aquoso de partes aeras de Bidens pilosa, utilizando diferentes tempos de
exposicao, 24 e 48 horas. Letras distintas indicam diferenca significativa
entre as medias pelo teste Kruskal-Wallis (p<0,05)--------------

Médias de eclosdo do molusco Subulina octona, expostos ao extrato

aquoso de partes aeras de Mikania glomerata, utilizando diferentes

102



Grafico 18:

Grafico 19:

Gréafico 20:

Gréafico 21:

Gréfico 22:

Gréafico 23:

Gréafico 24:

Gréafico 25:

Gréafico 26:

Fotografia
7

tempos de exposigédo, 24 e 48 horas. Letras distintas indicam diferenca
significativa entre as médias pelo teste Kruskal-Wallis (p<0,05)-----------
Sobrevivéncia da prole de Subulina octona proveniente de ovos
expostos ao extrato aquoso de partes aéreas de Bidens pilosa, utilizando
dois tempos de exposicéo, 24 e 48 horas, em observacdes realizadas em
120 di@S---==-mmmmmm e e o e

Relacdo entre percentual de sobrevivéncia e tempo ap0s exposicdo de

Subulina octona proveniente de ovos expostos ao extrato aquoso de
partes aéreas de Bidens pilosa, utilizando 48 horas de exposi¢do, em
observacg0es realizadas durante 45 dias--------------=-==-==-==msmmrmmm oo

Temperaturas maximas e minimas registradas durante 120 dias-----------

Umidade relativa do ar registradas durante 120 dias-------------

Sobrevivéncia de jovens de Subulina octona, expostos ao extrato aquoso
de partes aéreas de Mikania glomerata, utilizando dois tempos de
exposicdo, 24 e 48 horas, em observacdes realizadas durante 120 dias----
Sobrevivéncia de jovens recém eclodidos de Subulina octona expostos
ao extrato aquoso de partes aéreas de Bidens pilosa,utlizando dois
intervalos de exposicdo, 24 e 48 horas, em observagOes realizadas
durante 90 dias e

Sobrevivéncia de jovens recém eclodidos de Subulina octona, expostos
ao extrato aquoso de partes aéreas de Bidens pilosa, utlizando dois
intervalos de exposicdo, 24 e 48 horas, observadas durante 90 dias, em
observacdes realizadas durante 45 dias apds a eXposi¢a0--------------------
Tamanho médio de moluscos Subulina octona expostos ao extrato
aquoso de partes aéreas de Bidens pilosa por 24 horas de exposicao.
Letras distintas indicam diferenca significativa entre as médias pelo teste
de Kruskal-Wallis (p<0,05)----=-===mmmmmmmmm oo oo
Tamanho médio de moluscos Subulina octona expostos ao extrato
aquoso de partes aereas de Bidens pilosa por 48 horas de exposicao.
Letras distintas indicam diferencga significativa entre as médias pelo teste
de Kruskal-Wallis (p<0,05)----=-==n=mmmmmm oo oo oo
Moluscos recém-eclodidos de Subulina octona expostos ao extrato

aquoso de partes aéreas Mikania glomerata por 48 horas-----------------

103

107

108

109

109

110

112

113

114

114



Gréfico 27:

Gréfico 28:

Gréfico 29:

Gréfico 30:

Gréfico 31:

Gréafico 32:

Gréafico 33:

Gréafico 34:

Sobrevivéncia de jovens recém eclodidos de Subulina octona, expostos
ao extrato aquoso de partes aéreas de Mikania glomerata, utilizando dois
tempos de exposicdo, 24 e 48 horas, em observacdes realizadas durante
75 dias ap0S @ EXPOSIGAO-----======mn == o o e
Tamanho médio de moluscos Subulina octona expostos ao extrato
aquoso de partes aéreas de Mikania glomerata por 24 horas de
exposicdo. Letras distintas indicam diferenca significativa entre as
médias pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05)---------=--=-====mmmmmmmcummomv
Tamanho médio de moluscos Subulina octona expostos ao extrato
aquoso de partes aéreas de Mikania glomerata por 48 horas de
exposicdo. Letras distintas indicam diferenca significativa entre as
médias pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05)---------=-=======nmmmmmmmcmenaev
Sobrevivéncia de jovens de Subulina octona com 30 dias de idade,
expostos ao extrato aquoso de partes aéreas de Bidens pilosa, utilizando

dois tempos de exposicdo, 24 e 48 horas, em observacdes realizadas

durante 90 dias apds a exposi¢éo--------- mmmmmm o
Sobrevivéncia de jovens de Subulina octona, com idade de 30 dias,
expostos ao extrato aquoso de partes aéreas de Bidens pilosa, expostos

por 48 horas, com 45 dias de observagao------------=-==-=====-m-mmmmmmmomoo-
Tamanho médio de moluscos Subulina octona expostos ao extrato
aquoso de partes aéreas de Bidens pilosa por 24 horas de exposicéo.
Letras distintas indicam diferenca significativa entre as médias pelo teste
de Kruskal-Wallis (p<0,05)------===mmmmmmm oo
Tamanho médio de moluscos Subulina octona expostos ao extrato
aquoso de partes aéreas de Bidens pilosa por 48 horas de exposicéo.
Letras distintas indicam diferenca significativa entre as médias pelo teste
de Kruskal-Wallis (p<0,05)----=-==n=mmmmmm oo oo oo
Sobrevivéncia de jovens de Subulina octona com 30 dias de idade,
expostos ao extrato aquoso de partes aéreas de Mikania glomerata,
utilizando dois tempos de exposicdo, 24 e 48 horas, em observacdes
realizadas durante 90 dias ap0s a exposi¢cdo. Pontos “X” e “Y”
marcados para avaliar a eficiéncia, em tempo de acdo, dos dois

intervalos de exposicao, 24 e 48 horas-----------=--=-==-m-emmmmmmmmm oo

117

118

118

119

121

122

122



Gréfico 35:

Gréfico 36:

Tamanho médio de moluscos Subulina octona expostos ao extrato
aquoso de partes aéreas de Mikania glomerata por 24 horas de
exposicdo. Letras distintas indicam diferenca significativa entre as
médias pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05)---------=--=-====mmmmmmmumnamv
Tamanho médio de moluscos Subulina octona expostos ao extrato
aquoso de partes aéreas de Mikania glomerata por 48 horas de
exposicdo. Letras distintas indicam diferenca significativa entre as

médias pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05)----------=-=-=-mmmmmmmmmmee

125



LISTA DE TABELAS

3. Prospeccao fitoquimica dos extratos aquosos de Bidens pilosa Linnée Mikania
glomerata sprengel (Asteraceae) e bioensaio toxicoldgico em adultos de Subulina octona
(Bruguiére, 1789) (Mollusca, Subulinidae)
Tabelal: Conteddo de tanino (expresso em ¢/100 g de planta seca) em extrato
aquoso das partes aéreas de Bidens pilosa e Mikania glomerata, percentual
de taninos no extrato e percentual de taninos na planta-------------------------- 60
Tabela2: Relacdo entre a concentracdo dos extratos aquosos de Bidens pilosa e
Mikania glomerata e a mortalidade de Subulina octona expostas a estes

extratos. Regressao linear, R?, CLsy e CL o € erro padrdo. R= Resposta;

C= CONCENLIAGAD-----==-==m == m o oo oo e - 71
4. Efeitos de sucessivas aplicacbes da CLso de Bidens pilosa Linné e Mikania glomerata
Sprengel (Asteraceae) sobre aspectos bioldgicos e comportamentais em adultos de
Subulina octona (Bruguiére, 1789) (Mollusca, Subulinidade) em laboratério
Tabela3:  NUmero médio e percentual de moluscos Subulina octona sobreviventes

apOs exposicdo ao extrato aquoso de partes aéreas de Bidens pilosa

utilizando dois tempos de exposicao, 24 e 48 horas, observados durante 30

Tabela4: Percentual de sobrevivéncia de moluscos Subulina octona ao longo de trés
exposicBes ao extrato aquoso de partes aéreas de Mikania glomerata,
utilizando dois tempos de exposic¢éo, 24 e 48 horas, sendo observados por
90 dias-------------------- e e e EE 87

5. Efeitos da CLsy dos extratos de Bidens pilosa Linné e Mikania glomerata Sprengel

(Asteraceae) sobre diferentes fases do desenvolvimento de Subulina octona
(Bruguiére,1789) (Mollusca, Subulinidae), em laboratorio
Tabela5:  Eclodibilidade de moluscos Subulina octona provenientes de ovos
expostos ao extrato aquoso de Bidens pilosa utilizando dois tempos de
exposicdo, 24 e 48 horas, e 30 dias de observagdo----------------=--=-=--=--=--- 102
Tabela 6:  Eclodibilidade de Subulina octona tratados com Mikania glomerata, nos
dois intervalos de exposicdo, observados durante 30 dias. (minimo,

méaximo, média, desvio padrdo e percentual de eclosdo)-----------=--=-==-=---- 104



Tabela 7:

Tabela 8:

Tabela 9:

Tabela 10:

Sobrevivéncia de recém- eclodidos de Subulina octona expostos ao extrato
aquoso de partes aéreas de Bidens pilosa, utlizando dois intervalos de
exposicdo, 24 e 48 horas, observadas durante 90 dias. (valor maximo,
minimo, média, desvio padrao e percentual)-----------=-=-==mmmmmmmmmmmeemmen
Sobrevivéncia de recém- eclodidos de Subulina octona expostos ao extrato
aquoso de partes aéreas de Mikania glomerata, utlizando dois intervalos de
exposicdo, 24 e 48 horas, observadas durante 90 dias. (Intervalo de

variacdo, média, desvio padréo e percentual)---------=--=-==-==mmmmmmmmmm oo

Sobrevivéncia de jovens de Subulina octona com 30 dias de idade,
expostos ao extrato aquoso de partes aéreas de Bidens pilosa, utlizando
dois intervalos de exposicdo, 24 e 48 horas, observadas durante 90 dias.
(Intervalo de variacdo, média, desvio padrdo e percentual)--------------------
Sobrevivéncia de jovens de Subulina octona com 30 dias de idade,
expostos ao extrato aquoso de partes aéreas de Mikania glomerata,
utlizando dois intervalos de exposicao, 24 e 48 horas, observadas durante

90 dias. (valor maximo, minimo, média, desvio padrao e percentual)--------

112

117

120



LISTA DE EQUACOES

3. Prospeccao fitoquimica dos extratos aquosos de Bidens pilosa Linnée Mikania
glomerata sprengel (Asteraceae) e bioensaio toxicoldgico em adultos de Subulina octona
(Bruguiére, 1789) (Mollusca, Subulinidae) em laboratério

Equacéo 1: Masssa de residuo gerado apds extragao-----------=-==-=-=======-mmmmmommommoo- 51
Equagdo 2: Percentual de extrativos totais--------------------- —-mmememnee- ---- 51
Equacéo 3:  Percentual de taninos N0 eXtrato-------=-=-=======mmmmmmmmmmmm oo 52
Equacdo 4: Percentual de taninos condensados no vegetal--------------=--=----=-mcmmmeuo 52

Equagdio 5:  INdiCe 08 ESPUMA ==========mmmmmmmmmm o 54




Apud:

CLso:
CLogo:
cm:
DLso:
Kag:
mg:
mL:

mm:

ML

ppm:

WHO:

LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

Citado por

Concentracdo letal que causa a morte de 50% dos animais testados
Concentracdo letal que causa a morte de 90% dos animais testados
Centimetro

Dose letal que causa a morte de 50% dos animais testados
Kilograma

Miligrama

Mililitros

Milimetro

Microlitros

NUmero de animais

Partes por milh&o

World Health Organization



IV

IA

Maior
Maior ou igual
Menor

Menor ou igual

LISTA DE SIMBOLOS



SUMARIO

1. INtrodUGAQ-==============smmsm e emcm oo e e e oo e eee - 26
2. Revisdo Bibliografica---------=-=-==mmmmmm oo oo 28
2.1. Subulina 0CtONA@ -----=-========m == mm oo - --- 28
2.2. Moluscicidas vegetais -------===============----- memem oo een e e eees 30
2.3. Bidens pilosa LiNNg =----mnmmmmmmm oo oo o e 33
2.4. Mikania glomerata Sprengel ------------------- mememememememeeeoes s 36
2.5. Metabdlitos secundarios com atividade moluscicida presentes em Bidens pilosa
Linné e Mikania glomerata Sprengel (Asteraceag)----------------=-=------ 38
2.5.1. Flavonoides - Caracteristicas gerais e efeito toxico sobre moluscos-------------- 38
2.5.2. Taninos - Caracteristicas gerais e efeito toxico sobre moluscos ------------------- 39
2.5.3. Saponinas - Caracteristicas gerais e efeito txico sobre moluscos----------------- 41

3. Prospeccdo fitoquimica dos extratos aquosos de Bidens pilosa Linnée Mikania
glomerata Sprengel (Asteraceae) e bioensaio toxicoldégico em adultos de Subulina octona

(Bruguiére, 1789) (Mollusca, Subulinidag)------=============msmmmm oo 44
3.1. MATERIAL E METODOS-----=-nn=mmmnmmmmmmmmmmmmmm e oo e 46
3.1.1. Local dos Experimentos e condi¢Oes experimentais----------==============nznmnuuo- 46
3.1.2. Obtencéo dos moluscos------------------- e oo 46
3.1.3. Obtencao, identificacdo e processamento do material vegetal--------------------- 47
3.1.4. TeSteS PilOt0S--=-=-n=nmmmmmm oo e e e 47
3.1.5. EXPerimMeNtOS----=-nmmmmm e m oo oo e 49
3.1.5.1. Experimento I- Prospeccéo fitoquimica de Bidens pilosa e Mikania 49

GlOME A== === m e e o e

3.1.5.2. Experimento I1- Atividade moluscicida dos extratos aquosos de Bidens

pilosa e Mikania glomerata sobre Subulina octona e céalculo das CLsp €

CLgmmmmmmmmmmmmm e e e e e e e e 56
3.1.6. Analise estatistica dos dados--------------- e ————— 58
3.2. RESULTADOS E DISCUSSAO e 59

3.2.1. Experimento I- Prospeccéo fitoquimica de Bidens pilosa e Mikania glomerata 59

3.2.2. Experimento I1- Atividade moluscicida dos extratos aquosos de Bidens pilosa

e Mikania glomerata sobre Subulina octona e CLs € CLgg--------------------- --- 64
3.3. CONCLUSOES----=mmnnnmmmmmmmmme e 74



4. Efeitos de sucessivas aplicacdes da CLsp de Bidens pilosa Linné e Mikania
glomerata Sprengel (Asteraceae) sobre aspectos bioldgicos e comportamentais em

adultos de Subulina octona (Bruguiére, 1789) (Mollusca, Subulinidade), em

[aboratorio  —----m-mmmm oo 75
4.1. MATERIAL E METODOS--mmnnnmmmmm e e 76
4.1.1. Local dos experimentos e condi¢Bes experimentais---------=---==-=====znmnmnmoumuov 76
4.1.2. Obtencao e manutencao dos adultos de Subulina octona --- 76
4.1.3. Obtencado, identificacdo e processamento do material vegetal------------=--------- 76
4.1.4. EXperiment0s-------------==-==-==-=--=-mm--- e 77

4.1.4.1. Experimento |- Efeitos de sucessivas aplicagbes da ClLsy do extrato
aquoso de Bidens pilosa sobre a sobrevivéncia, crescimento e reproducdo de
adultos de Subulina octona, expostos por 24 e 48 horas aos tratamentos----------- 77

4.1.4.2. Experimento Il- Atividade repelente dos extratos de Bidens pilosa e

Mikania glomerata sobre adultos de Subulina octona--------------=--=--=-=--=--—---- 78
4.1.5. Andlise estatistica dos dad0s--------=-=-=====mmmmmm oo 78
4.2. RESULTADOS E DISCUSSAO e 79

4.2.1. Experimento |- Efeitos de sucessivas aplicacdes da CLsp do extrato aquoso de

Bidens pilosa e Mikania glomerata sobre a sobrevivéncia, crescimento e reprodugéo

de adultos de Subulina octona, expostos por 24 e 48 horas aos tratamentos--------------- 79
4.2.1.1. Efeitos de sucessivas aplicacdes da CLsy do extrato aquoso de Bidens
pilosa sobre a sobrevivéncia, crescimento e reproducdo de adultos de Subulina
octona, expostos por 24 e 48 horas aos tratamentos----------------=-==--===om-moumo-- 80
4.2.1.2. Efeitos de sucessivas aplicagdes da clsp do extrato aquoso de Mikania
glomerata sobre a sobrevivéncia, crescimento e reproducdo de adultos de
Subulina octona, expostos por 24 e 48 horas aos tratamentos---------------=-------- 86

4.2.2. Experimento II- Atividade repelente dos extratos de Bidens pilosa e Mikania

glomerata sobre adultos de Subulina octona--------------------------- - 91
4.3. CONCLUSOES----=mmmnnmmmmmmmmme e e 95

5. Efeitos da CLsy dos extratos de Bidens pilosa Linné e Mikania glomerata

Sprengel (Asteraceae) sobre diferentes fases do desenvolvimento de Subulina
octona (Bruguiere,1789) (Mollusca, Subulinidae), em laboratério----------------------- 96
5.1. MATERIAL E METODOS--mmnm e 97

5.1.1. Local dos experimentos e condi¢Oes experimentais---------------=-==-=--=----moum--- 97




5.1.2. Obtencdo e manutencdo dos ovos, jovens recém-eclodidos e de 30 dias-----------
5.1.3. Obtencéo, identificacdo e processamento do material vegetal-----------------------

5.1.4. EXPEriMENTOS-=-=nmmmmmm o m e oo oo o o e e e

5.1.4.1. Experimento I- Efeitos das CLso de Bidens pilosa e Mikania glomerata
sobre a ecloséo de Subulina octona, expostos por 24 e 48 horas---------------------
5.1.4.2. Experimento Il- Sobrevivéncia da prole proveniente dos ovos expostos

A0S  tratamentOS--=-======mmmmmmmmm e

5.1.4.3. Experimento Il11- Efeitos da CLsy de Bidens pilosa e Mikania glomerata
sobre a sobrevivéncia, crescimento e alcance da maturidade sexual de jovens
recém-eclodidos, expostos por 24 e 48 horas----------======z=mmmmmmmmmmmemmoee
5.1.4.4. Experimento 1V- Efeitos da CLsy de Bidens pilosa e Mikania glomerata

sobre a sobrevivéncia, crescimento e alcance da maturidade sexual de jovens de

30 dias, expostos por 24 € 48 hOras------=-=-========mmmmm oo
5.1.5. Anélise estatistica dos dados-- e LT e
5.2. RESULTADOS E DISCUSSAO e

5.2.1. Experimento |- Efeitos das CLsy de Bidens pilosa e Mikania glomerata sobre a
ecloséo de Subulina octona, expostos por 24 e 48 horas--------------======-====mmmcmmumuueo
5.2.1.1. Efeitos das CLso de Bidens pilosa sobre a ecloséo de Subulina octona,
eXPOStOS POr 24 € 48 NOraS---=-=====mmmmmmm e oo

5.2.1.2. Efeitos das CLso de Mikania glomerata sobre a eclosdo de Subulina

octona expostos por 24 e 48 horas------------------- e -—mmmee-
5.2.2. Experimento Il- Sobrevivéncia da prole proveniente dos ovos expostos aos

LU L 1 O

5.2.2.1. Sobrevivéncia da prole proveniente dos ovos tratados com a CLsy de

Bidens pilosa, expostos por 24 e 48 horas-----------=-=-======mmmmmmmm oo

5.2.2.2. Sobrevivéncia da prole proveniente dos ovos tratados com a CLsy de

Mikania glomerata, expostos por 24 e 48 horas------------==-========mmmmmmmmmmmee -
5.2.3. Experimento IllI- Efeitos da CLs, sobre a sobrevivéncia, crescimento e

reproducdo de jovens recém eclodidos tratados com Bidens pilosa e Mikania

glomerata expostos por 24 e 48 horas----------===========mmmmmmmmmm oo
5.2.3.1. Efeitos da CLsy sobre a sobrevivéncia, crescimento e reproducédo de
recém-eclodidos tratados com Bidens pilosa, expostos por 24 e 48 horas--------

5.2.3.2. Efeitos da CLso sobre a sobrevivéncia, crescimento e reproducdo de

98

98

99

100

100

101

101

101

103

106

106

110

111

111



jovens recém eclodidos de Subulina octona tratados com Mikania glomerata,
expostos por 24 e 48 horas------------=-=-=------ e 116

5.2.4. Experimento IV- Efeitos da CLsp sobre a sobrevivéncia, crescimento e

reproducdo de jovens de 30 dias de Subulina octona tratados com Bidens pilosa e

Mikania glomerata, expostos por 24 e 48 horas----------=-==-==-====-mmmmmmm oo 119
5.2.4.1. Efeitos da CLs sobre a sobrevivéncia, crescimento e reproducgédo de
jovens de 30 dias de Subulina octona tratados com Bidens pilosa, expostos por
24 e 48 horas---------------=-=---cmmmeemeoo- - 119

5.2.4.2. Efeitos da CLsp sobre a sobrevivéncia, crescimento e reproducéo de
jovens de 30 dias de Subulina octona tratados com Mikania glomerata, expostos por 24

e 48 horas----------------- e e 123
5.3, CONCLUSOES----mmmmmmmmm e e 127
5.4. REFERENCIAS BIBLIGRAFICAS-------nnnnmmmmmmmmmmemmmmmmc e 128

CONSIDERACOES FINAIS-------mmmmmmmmmmmee S 144

GLOSSARIQ----===nsmmmmmmmmmmmmmmmmm e — S 145




26

INTRODUCAO

Estudos que visam o controle de moluscos tem se intensificado nos Gltimos anos
devido a importéncia epidemioldgica que esses apresentam. Em espécies terrestres, além da
importancia médico-veterinaria apresentam ainda prejuizos na agricultura por atuar como
praga de culturas. Dentre as espécies de moluscos terrestres que atuam como hospedeiro
intermediario de varios parasitos encontra-se a espécie Subulina octona (Bruguiere, 1789)
(Subulinidae). Esses registros ndo ocorrem apenas com relacdo aos helmintos de animais,
mas também com relacdo a alguns parasitos do homem (ALICATA, 1940; CALDEIRA et al.,
2007; RIBEIRO, 2004). Essa espécie apresenta distribuida em todo territdrio brasileiro sendo
geralmente encontrada em locais Gimidos e sombreados, como jardins e hortas (ARAUJO &
BESSA, 1993). Seu habito alimentar herbivoro e sua elevada capacidade reprodutiva
caracteriza-a como praga agricola (BESSA & ARAUJO, 1995a, 1995b). Além disso, essa
espécie atua como um bom modelo bioldgico por ser uma espécie facilmente criada em
laboratdrio facilitando estudos de vérias naturezas, como biologia, ciclo de vida de helmintos
e em testes com substancias moluscicidas (BESSA & ARAUJO, 1995a, 1995b; BESSA et al.,
2000, FERREIRA et al., 2009; NASCIMENTO, 2008; SOUZA, 2003) além de estudos
comportamentais (D’AVILA et al., 2006).

Visando menores impactos ambientais a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (WHO,
1983) recomenda 0 uso de extratos vegetais como substituicdo aos moluscicidas sintéticos.
Entretanto, alguns moluscicidas sintéticos ainda sdo utilizados e esses apresentam uma
elevada toxidez ao ambiente (GASPAROTTO et. al., 2005), muitos sdo a base de metaldeido,
substancias medianamente toxicas para outras espécies de animais. A niclosamida (2,5-
dicloro-4-nitrosalicilanilida) é o Gnico moluscicida sintético recomendado pela OMS (WHO,
2002), todavia, 0 seu alto preco, alto custo operacional, danos ambientais (Ministério da
Saude, 2008) e dificuldade de formulacado (WHO, 1965) dificultam a sua utilizacdo.

Desta forma, pesquisas sobre moluscicidas de origem vegetal tem se intensificado nos
ultimos anos, porém, a escolha da espécie vegetal deve ocorrer de forma criteriosa, pois
muitos apresentam consideravel toxidez ao homem. Para que uma substancia possa ser
utilizada como moluscicida, esta deve atender a determinadas caracteristicas indispensaveis a
qualquer praguicida, tais como, toxidez em todos os estagios de vida do molusco, ativo em
baixas concentragdes, inofensivo ao homem e aos animais, facilidade de preparacdo e
aplicacdo alem de apresentar baixo custo (MARSTON & HOSTETTMAN, 1985; Ministério
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da Saude, 2008; MOTT, 1987). Todavia, sdo poucos os estudos realizados com a flora
brasileira em moluscos terrestres sendo a maioria direcionada aos aquaticos, em especial ao
género Biomphalaria (Preston, 1910).

Diversos estudos tém evidenciado a atividade moluscicida de varias espécies da
familia Asteraceae sobre espécies aquaticas (HMAMOUCHIU et al., 2000; BARDON et al.,
2007; MENDES et al., 1999). Esses resultados indicam o potencial de espécies dessa familia
para tal utilizacdo.

As espécies Bidens pilosa Linné e Mikania glomerata Sprengel, ambas pertencentes a
essa familia, apresentam-se amplamente distribuida em todo territdrio brasileiro, conhecidas
popularmente como “picdo preto” (ADEGAS et al.; 2003) e “guaco” (ROCHA et al., 2008),
respectivamente. Os principios ativos presentes nesses vegetais, flavonoides, taninos e
saponinas, sao conhecidos pela sua atividade biocida, inclusive moluscicida (CANTANHEDE
et al., 2010; FILHO, 2010; SCHAUFEBBERGER & HOSTETTMANN, 1983; SIMOES, et
al., 2010) e apresentam como grande vantagem a solubilidade em agua, fato que torna o
processo de extracdo ecologicamente correto e menos dispendioso economicamente.

O presente estudo teve como objetivo identificar a presenca desses principios ativos
nos extratos aquosos B. pilosa e M. glomerata, e avaliar a agdo moluscicida sobre S. octona,
calcular as concentragOes de referéncia (CLso € CLgo) e avaliar os efeitos das CLsy sobre a
eclodibilidade, sobrevivéncia, crescimento e reproducdo de S. octona nas diferentes fases de
vida a partir de 24 e 48 horas de exposicdo aos tratamentos, bem como verificar a atividade

repelente desses extratos sobre os adultos.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Subulina octona (Bruguiére, 1789) (Subulinidae)

Subulina octona (Bruguiere, 1798) (Subuliniade) € um gastropode pulmonado com
ampla distribuicdo geografica, sendo encontrado na América tropical (DUNDEE 1974),
Caribe (DEISLER & ABBOTT, 1984), na América do Norte e na Europa (Gré-Bretanha,
Irlanda, Dinamarca e Alemanha) (JURICKOVA, 2006). Foi registrada pela primeira vez no
Brasil nos estados da Bahia e Ceara (FISHER & CROSSE, 1878) (Fotografia 1). Devido ao
comércio de vegetais, sua presenca € comum em varias regides do Brasil, foi relatada nos
estados do Rio de Janeiro, Minas Gerais, Para4, Amap4, Bahia, Amazonas, Rio Grande do Sul,
S40 Paulo, Ronddnia e Parana (ARAUJO & BESSA, 1993). Ocorre em florestas tropicais e
subtropicais, e também em ambientes abertos (ALVAREZ & WILLIG, 1993), bem como em
jardins e hortas (ARAUJO & BESSA, 1993).

Sua presenca é mais frequente em épocas quentes e chuvosas do ano. Habita o solo,
sob pedras e fragmentos de madeira e alimenta-se preferencialmente de vegetais tenros ou
fragmentaveis (ARAUJO, 1982).

Tal espécie apresenta significativa importancia médica e veterinaria, participando
como hospedeiro intermediario no ciclo de parasitos de humanos e animais domésticos, tais
como Platynossomun illiciens (Braum, 1901) parasito do gato doméstico (MALDONADO,
1945), Postharmostomum gallinum (Witenberg, 1923) (Brachylaimidae) de aves domésticas
(ALICATA, 1940), Angiostrongylus vasorum (Baillet, 1866) de canideos, Aleurostrongylus
abstrusus (Railliet, 1898) do gato doméstico (Angiostrongylidae), Paratanaisia bragai
(Santos, 1934) Freitas, 1959 (Digenea, Eucotylidae) de aves domésticos e Davainea
proglottina (Davaine, 1860) (Davaineidae) de galinaceos (ARAUJO & BESSA, 1993).

O primeiro registro da participagcdo de S. octona no ciclo de Angiostrongylus
cantonensis (Chen, 1935) (Angiostrongylidae), parasito de roedores e humanos, foi feito em
Porto Rico (ANDERSEN et al., 1986). No Brasil Caldeira et al. (2007) apresentaram o
primeiro registro da presenca desse parasito em S. octona, coletada no estado do Espirito
Santo. Carvalho et al. (2011) coletaram varias espécies de moluscos de regides portuarias da
costa brasileira para verificar a possivel presenga de A. cantonensis. Constataram a presenca

desse helminto em vérias espécies entre elas, S. octona. Esses autores relataram ainda que a
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presenca desse helminto foi verificada em cerca de 36% dos portos, o que segundo eles indica
uma ampla distribuicdo pela costa brasileira. Bessa et al (2000) verificaram a evolugéo larval
de A. vasorum em S. octona e a infectividade de larvas de terceiro estagio provenientes de
S. octona, para cées.

Platynosomum concinnum (Braun, 1901) (Trematoda, Dicrocoeliidae) é um
trematodeo que habita os ductos biliares e a vesicula biliar de gatos e tem como hospedeiro
intermediario a espécie S. octona (RIBEIRO, 2004).

O ciclo de vida do Platynosomum fastosum (Kossack, 1910) (Trematoda,
Dicrocoeliidae), parasito do figado mais importante de gatos domeésticos, necessita de
hospedeiros intermediarios, sendo o primeiro a espécie S. octona (LIMA et al., 2008).

Bessa & Araljo (1995a) verificaram a ocorréncia de autofecundacdo em individuos
isolados de S. octona e maturidade sexual ocorrendo entre o 38° e 50° dia de vida. Verificaram
também o periodo de ecloséo dos filhotes, ocorrendo entre 0 1° e 0 15° dia, ap06s a postura e
uma viabilidade dos ovos de aproximadamente 95%. Em outro estudo, constataram a
influéncia da temperatura sobre a fecundidade, sendo observado maior nimero de oviposi¢des
nos meses de fevereiro, marco e abril, em contraste para os meses de maio, junho e julho
(BESSA & ARAUJO, 1995b). Os ovos sdo depositados no fundo da caixa, através de fendas
abertas na terra pelo préprio molusco ao enterrar-se. Esses mesmos autores verificaram
também que a espécie S. octona apresenta atividade noturna, o que também foi verificado por
D’avila (2003).

Durante o periodo de atividade reprodutiva, 0os ovos sdo vistos no Utero devido a
transparéncia da concha (ARAUJO, 1982; BESSA & ARAUJO, 1995b, D’AVILA, 2005a).

D’avila & Bessa (2005b) verificaram um menor crescimento de S. octona quando
criados em terra vegetal em comparacdo com o0s criados com areia e argila. Segundo essas
autoras o consumo de substrato em detrimento ao consumo de racdo pode ser a justificativa
para tal ocorrido. Neste mesmo trabalho as autoras verificaram um declinio progressivo do
aumento do crescimento apos o alcance da maturidade sexual e observaram uma relacdo
positiva entre 0 aumento do tamanho corporal com a producgéo de ovos.

Segundo D’avila et al. (2011) essa espécie é ovoviparo devido a retengcdo dos ovos no
oviduto e liberagdo no ambiente em estagio avancado de desenvolvimento embrionario.

D’avila et al. (2006) descreveram o comportamento de S. octona como sendo
agregativo, concluiram ainda que esse comportamento pode ser uma estratégia para a
resisténcia a dessecacgdo e para o encontro de parceiros sexuais em espécies que apresentam a

capacidade de deslocamento limitada, como € o caso de moluscos terrestres. Segundo D’ vila
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(2003) essa espécie apresenta baixa capacidade de deslocamento vertical movimentando-se de
modo preferencial horizontalmente no substrato.

Dias et al. (2007) verificaram a influéncia da umidade do substrato sobre a resisténcia
a dessecacao desse molusco. Individuos foram distribuidos em grupos com substrato seco e
grupos com substrato Umido, esses foram expostos a 35°C por 48 horas. Ao final do
experimento foi constatada a mortalidade de todos os individuos dos grupos com substrato
seco enguanto os dos potes Umidos sobreviveram.

Souza (2003) verificou a atividade moluscicida da cafeina e do timol sobre S. octona
encontrando para as duas substancias um efeito tdxico para ovos, jovens e adultos.

Trabalhos em laboratério tem sido realizados com o objetivo de encontrar substancias
com potencial moluscicida para o controle desse molusco (FERREIRA et al., 2009; FRANCA
et al., 2009; GOMES, 2008; NASCIMENTO, 2008; SOUZA, 2009).

2.2 . Moluscicidas vegetais

A partir da década de 1930 comecaram a surgir os primeiros trabalhos com
moluscicidas vegetais. Deste entdo ja foram estudadas cerca de 1.100 espécies vegetais no
mundo (Mott, 1987) sé no Brasil foram aproximadamente 360 aproximadamente (JURBERG
et al., 1989). As primeiras espécies vegetais estudadas no Brasil foram as Serjania spp e
Sapindus saponaria L. (Sapindaceae) e a atividade moluscicida dos extratos aquosos sobre
Biomphalaria glabrata (Say, 1818) (Planorbidae) foi associada a presenca de saponinas.

Devido aos problemas causados pelos moluscicidas sintéticos a OMS (WHO, 1983)
recomenda o uso de moluscicida de origem vegetal devido aos menores impactos ambientais.
Porém existem muitos pré-requisitos para que uma determinada planta possa ser utilizada
como moluscicida. As espécies vegetais devem ser abundantes e apresentar desenvolvimento
continuo, os principios ativos devem ser soluveis preferencialmente em agua (SILVA et al.
2002). Além disso, os extratos devem ser de fécil preparacdo e aplicacdo ndo apresentar
toxidez ao homem, a fauna e a flora e ser ativo em baixas concentracdes em todas as fases de
desenvolvimento do molusco (JURBERG et al., 1989; WHO, 1965),

Com o objetivo de adquirir produtos com acdo moluscicida a partir de extratos
vegetais, muitos autores se dedicaram a pesquisa com plantas regionais, principalmente

espécies ornamentais e medicinais quanto a possivel acdo sobre moluscos.
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Jurberg et al. (1989) fizeram um levantamento de plantas testadas no Brasil quanto ao
efeito moluscicida para as espécies do género Biomphalaria, sendo 26 espécies em 19
diferentes familias apresentaram mortalidade em concentracdes inferiores a 100 ppm, com a
familia da Euphorbiaceae com duas espécies e Sapindaceae com uma espécie apresentando
100% de mortalidade nas concentragdes inferiores a 100 ppm.

Afonso-Neto (2003) testou a atividade moluscicida do latex de trés espécies de
euphorbias, E. cotinifolia L., E. milii desMoul. var. splendens (Bojer ex Hook) Ursch &
Leandri e E. tirucalli L. Sendo a espécie E. spendens atingindo elevada acdo moluscicida
sobre a espécie Leptinaria unimellata d’Orbigny, 1865 (Subulinidae) nas dilui¢cbes do latex
em agua na proporcao de 1:10 e 1:100.

Nascimento et. al. (2006) verificaram mortalidade de 80% de recém eclodidos para
Bradybaena similares (Férussac, 1821) (Bradybaenidae) nas concentracGes de 1:10 e 1:100
do extrato aquoso de Alamanda catharitica L. (Apocynaceae).

Silva et al. (2006) verificou que das sete espécies de Solanum coletadas no Nordeste
do Brasil seis apresentaram atividade moluscicida contra B. glabrata.

Mello-Silva et al. (2006) utilizando uma dose subletal de 0,16 g de Solanum
malacoxylon (Sendter) (Solanaceae) sobre B. glabrata e constataram alteragdes fisioldgicas
no metabolismo de carboidratos, o que levou a diminui¢do das reservas de glicogénio nos
tecidos. Esses autores também verificaram 0 aumento da concentragdo de proteinas totais e
acido drico na hemolinfa dos moluscos o que indica a degradacdo dessa como fonte de
producdo de energia devido a intoxicacao dos animais.

Lustrino et al. (2008) verificou alteracBes das concentracfes nos depdsitos de
carboidratos da espécie B. similaris expostos aos extratos aquosos de A. cathartica L.
(Apocynaceae), verificaram ainda que, a exposi¢cdo ao p6 das sementes alterou severamente o
metabolismo de carboidratos.

O latex de Euphorbia splendens var. hislopii reduziu a fecundidade de B. glabrata
Mello-Silva et al. (2007). O latex dessa mesma espécie reduziu significativamente as reservas
de glicogénio de Achatina fulica (Bowdich, 1822) (Achatinidae) (OLIVEIRA, 2007).

Souza et al. (2009) verificaram atividade repelente do extrato aquoso de A. cathartica
sobre adultos de S. octona e Dysopeas muibum (MARCUS & MARCUS, 1968)
(Subulinidae). Essa atividade sobre S. octona para diferentes vegetais tambem é
compartilhada por outros autores (FRANCA et al., 2009; NASCIMENTO, 2008) e observada
para outras espécies terrestres (AFONSO-NETO, 2003; NASCIMENTO et al., 2006).
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Nascimento (2008) testou extratos aquosos de Furcraea foetida (L.) (Agavaceae)
sobre S. octona com a presenca e auséncia de substrato, 0s resultados mostraram uma maior
acao moluscicida dos grupos em potes com a auséncia de substrato. Neste mesmo trabalho a
autora nao verificou alteracéo sobre o crescimento e fecundidade desse molusco. Essa mesma
espécie de molusco teve a eclodibilidade e sobrevivéncia dos jovens reduzida apo6s aplicacéo
da CLsp do extrato aquoso de Solanum paniculatum (SILVA et al., 2011).

Souza et al. (2011) verificaram a reducdo no consumo de racdo de A. fulica apos
sucessivas aplicacdes do extrato aquoso de Solidargo microglossa D.C. (Asteraceae).

A baixa atividade ovicida de extratos vegetais tem sido relatada por alguns autores.
Leyton et al. (2005) ndo verificaram atividade dos extratos aquosos e alcodlicos das folhas de
Lycopersicon esculentum, Mill. (Solanaceae) sobre ovipostura de B. glabrata nas
concentracdes que foram letais para os adultos. Extratos hexanicos das folhas de E. cotinifolia
foram ativos sobre ovipostura de B. glabrata em concentragfes aproximadamente 20 vezes
superiores as eficazes nos adultos (PEREIRA et al., 1978).

Espécies da familia Asteraceae ja foram estudas quanto ao efeito moluscicida.
Mendes et al. (1999) testaram a acdo de 66 especies dessa familia sobre adultos da espécie B.
glabrata e detectaram atividade moluscicida nos extratos etanolico de seis espécies,
Achyrocline satureoides (Lam.) D.C., Actinoseris angustifolia (Gardn.) (Cabr.), Alomia
myriadenia Baker; Piptocarhpa rotundifolia Baker e Vanillosmopsis erythropappa Sch. Bip.,
Verbesina clausseni Sch. Bip. Hmamouchiu et al., (2000) obtiveram resultados positivos
com a espécie Artemisia herba alba Asso (Asteraceae) sobre B. truncatus no Marrocos. Para
esse vegetal foi mencionada a presenca de flavondides e saponinas. Bardon et al. (2007)
também verificaram a atividade moluscicida dos extratos de 14 espécies vegetais dessa

familia coletadas na Bolivia e Argentina sobre B. peregrina.

2.3. Bidens pilosa Linné (Asteraceae)

A espécie Bidens pilosa L. pertence a familia Asteraceae, originaria da America
tropical largamente distribuida em vérias regides do mundo. Ocorre amplamente em regides
tropicais sendo classificada como planta invasora, crescendo espontaneamente em todos 0s
solos agricolas e em outras areas exploradas pelo homem formando densas infestacGes
(KISSMANN & GROTH, 1992; ADEGAS et al.; 2003) (Fotografia 2). No Brasil, é
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geralmente conhecida como “picdo-preto” (ADEGAS et al.; 2003) de ciclo anual e curto e
com capacidade de produzir até trés geracdes por ano (LORENZI, 2000). E utilizada na
medicina popular para tratamento de varias doencas entre elas, hepatite febre, angina,
diabetes, infeccdes e inflamacdes (KUMARI, 2009; RAINTREE NUTRITION).

Anadlises fotoquimicas dessa espécie revelaram uma ampla constituicdo quimica, sendo
poliacetilénicas e flavonoides as principais substancias ja isoladas dessa planta (BRANDAO
et al., 1997). Varios principios ativos ja foram identificados em extratos aquosos e etanolicos,
entre eles, compostos fenodlicos, taninos condensados, saponinas, agucares redutores e
pectinas (BORGES, 2009; GUTIERREZ et al., 1998; VALDES &. REGO, 2001),
flavondides, especificamente as chalconas, (HOFFMANN & HOLZL, 1988), auronas e
flavonas (HU et al., 1994), desses flavonoides algumas estruturas ja foram isoladas e
elucidadas (Quadros 1 e 2).



Quadro 1: Chalconas descritas para a espécie Bidens pilosa L.

34

R1
R3 O | ‘ oH
R2
OH O
R1 R2 R3 Nome
OH OH OH Ocanina
OH H OH Buteina
OH OGlc OH Mareina
CH3 OGlc OH
OH OH (27,4”,6”-triacetil)-glicose
OH OH O-gentiobiose
OH OH OGlc
OH OH 6”-acetil-glicose
OH OH (4-acetil-6"-p-cumaroil)-
glicose

OH OH (2”,4”-diacetil-6"-p-

cumaroil)-glicose
OH OH (3”,4”-diacetil-6"-p-

cumaroil)-glicose
OH OH (6”-p-cumaroil)-glicose
OH H OGlc Coreopsina

Fonte: Lucchetti et al. (2009)



35

Quadro 2: Auronas descritas para a espécie Bidens pilosa L.

R1 R2 Nome

H b-D-glucopiranosil (2)-7-O-b-D-glucopiranosil-
6,7,3",4"-tetraidroxiaurona

H H Maritimetina
6-O-p-cumaroil-b- H (2)-6-0-(6-O-p-cumaroil-b-
Dglucopiranosil D-glucopiranosil)-6,7,3",4"-

tetraidroxiaurona

6-O-acetil-b-D- H (2)-6-O-(6-O-acetil-b-Dglucopiranosil)-
glucopiranosil 6-7-3",4"-
tetraidroxiaurona

b-D-glucopiranosil H (2)-6-0O-b-D-glucopiranosil-
6,7,3",4 -tetraidroxiaurona

3”,4”,6”-triacetil-b- H (2)-6-0-(37,4”,6”-triacetil-b-
Dglucopiranosil D-glucopiranosil)-6,7,3",4"-
tetraidroxiaurona

2”.4” 6”-triacetil-b- H (2)-6-0-(2”,4”,6”-triacetil-b-
Dglucopiranosil D-glucopiranosil)-6,7,3",4"-
tetraidroxiaurona

Fonte: Lucchetti et al. (2009)

Gutiérrez et al., (1998) obtiveram uma DLs, do extrato etanolico desse vegetal em
ratos de 7494 mg/kg, que segundo eles classifica essa espécie com praticamente ndo toxicas.

Haida et al., (2007) verificaram a atividade antimicrobiana dos extratos aquosos e
etanolicos de B. pilosa a 50% devido a atividade sobre Escherichia coli.

A acéo anti-diabética do extrato metandlico e de uma mistura de dois poliacetilenos
foi constatada em modelos de ratos diabéticos, evidenciada pela diminui¢do da concentragdo

de glicose no sangue desses (CHIEN et al., 2009). O extrato aquoso apresentou atividade anti-
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hiperglicémica onde foi observada uma diminuic¢éo de glicose no sangue de ratos na dose de
50mg/Kg e um aumento dos niveis séricos de insulina (HSU et al., 2008).
Bach & Silva (2010) verificaram que o0 extrato aquoso dessa planta na concentracédo de

10% nao interfere na germinacdo plantulas de Lactuca sativa L. (Compositae).

2.4. Mikania glomerata Sprengel (Asteraceae)

O género Mikania, pertencente a familia Asteraceae apresenta cerca de 430 espécies
distribuidas principalmente na América do Sul. No Brasil, sdo aproximadamente 171
espécies, sendo sua principal area de dispersao os estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro e
Séo Paulo. (OLIVEIRA, 1972). Mikania glomerata Sprengel € conhecida popularmente como
“guaco”, (ROCHA et al., 2008), “coragdo-de-jesus”, “guaco-liso”, “cipd-caatinga” e “erva-
de-cobra” (BRANDAO et al., 2006) Fotografia 3.

Ocorre no Brasil, Paraguai, Argentina e Uruguai como um vegetal subarbustivo
trepador, o caule quando seco, apresenta fratura fibrosa e aspecto estriado (NEVES & SA,
1991). E encontrada principalmente nas margens dos rios, onde cresce espontaneamente em
matas primarias, capoeiras, capoeirdes, orla de matas, terrenos de aluvido, varzeas sujeitas a
inundacdes, possui também boa adaptacdo ao cultivo doméstico, reproduz-se por sementes ou
pelo plantio de estacas do caule, de preferéncia em terrenos arenosos e Umidos.

Diversos trabalhos na literatura relatam as atividades bactericida, anti-ofidica,
antialérgica e anti-inflamatoria dessa espécie (FRIERRO et al., 1999; HOLETZ et al., 2002;
SALGADO et al., 2005; SOARES et al., 2002).

Estudos fitoquimicos apontaram a presenca de cumarinas, esterdides e triterpendides
no extrato etanolico e no extrato aquoso foi evidenciada a presenca de taninos condensados e
hidrolisados, glicosideos saponinicos e acidos volateis (LIMA, 2003)

Em outras analises foram verificados lupeol, &cidos diterpénicos, grandiflérico,
caurenol, friedelina, triterpendides (OLIVEIRA et al., 1984; TALEB-CONTINI, 2006;
VENEZIANI & OLIVEIRA, 1999) e flavonoides (BOUZADA et al. 2007). Todavia, Bolina
et. al. (2009) nao verificaram a presenca de saponinas, taninos e de polifendis no extrato
etanolico dessa espécie. A auséncia de taninos nos extratos alcoolicos também é

compartilhada por Bouzada et al. (2007).
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Fotografia 1: Espécies vegetais e Subulina octona em diferentes estagios de desenvolvimento. (A)
Adulta (B) ovos (C) recém-eclodidos (D) Jovens de 30 dias de idade; E) Bidens pilosa; F) Mikania

glomerata. Fonte: Do autor
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2.5. Metabolitos secundarios com atividade moluscicida presentes em Bidens pilosa
Linné e Mikania glomerata Sprengel (Asteraceae)

2.5.1. Flavonoides- Caracteristicas gerais e efeito toxico sobre moluscos

Os flavondides representam uma importante classe de polifendis, forma um grupo
diversificado entre os produtos de origem natural, presente em relativa abundancia entre os
metabdlitos secundarios. Sao representados por 10 classes estruturais: antocianina,
leucoantocianina, flavonol, flavona, glicoflavonoide, biflavondide, chalcona, aurona,
flavanona e isoflavona (HARBORNE, 1976; 1994). A maioria dos representantes dessa classe
possui 15 atomos de carbono em seu ndcleo fundamental, e duas fenilas' ligadas por uma
cadeia de trés carbonos entre elas (Estrutura 1).

Os flavondides de origem natural apresentam-se, frequentemente oxigenados, onde um
grande numero ocorre conjugado com aguUcares, desta forma conjugada sdo conhecidos como
heterosideos. Os heterosideos sdo geralmente sollveis em &agua e em alcodis diluido
(SIMOES et al., 2010), as auronas, geralmente sdo encontradas nessa forma.

Diversas funcbes sdo atribuidas a essa classe entre elas, protecdo dos vegetais contra

insetos-praga, fungos e bactérias (SIMOES et al., 2010).

Estrutura 1: Nucleo fundamental dos flavonoides e sua numeracéao
Fonte: Simdes et al. (2010)

Os flavondides de maneira geral sdo identificados por reacdo colorimétrica com

substancias basicas onde apresentam coloracdo amarela que pode variar com a intensidade

! Fenilas: Radical derivado do benzeno.
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(MOUCO et al., 2003). Ja as chalconas e auronas sao identificadas devido a mudanca da
coloracdo amarela que passa a vermelha em meio alcalino. (SIMOES et al., 2010).

Lopes et al. (2011) verificaram a atividade moluscicida do extrato hidroalcodlico das
folhas de Caryocar brasiliense Camb. em B. glabrata (Say, 1818) (Planorbidae). A analise
fitoquimica desta planta constatou dentre outros principios ativos, a presenca de flavondides,
mais especificamente os grupos flavononas e flavononais.

O extrato hidroalcoolico de S. saponaria foi avaliado quanto ao seu efeito moluscicida
apresentando resultados positivos a 200ppm. Estudos fitoquimicos apontaram a presenca de
alto teor de flavonoides e saponinas (TSUZUKI, et al., 2004).

2.5.2. Tanino- Caracteristicas gerais e efeito toxico sobre moluscos

Os taninos sdo compostos quimicos secundarios de origem natural que caracterizam-se
devido a presenca de uma estrutura fendlica (polifendis), sendo soluveis em agua (SIMOES
et. al., 2010). Esse termo é largamente utilizado para designar qualquer grande composto
polifendlico contendo suficientes grupos hidroxila para formar complexos fortes com
proteinas e outras macromoléculas, promovendo sua precipitacdo (NETO & CAETANO,
2005). Sdo metabolizados pelas plantas e apresentam funcao de defesa encontrada em quase
todas as familias botanicas, podem ser divididos em dois grandes grupos: Os taninos
condensados (pro-antocianidinas) e os hidrolisaveis.

Os taninos hidrossoltveis sdo poliésteres do &cido galico ou dos derivados, sdo
caracterizados por um poliol central cujas funcGes hidroxilas sdo esterificadas com o acido
galico (Estrutura 2A), ja os condensados sdo polimeros que produzem antocianidinas, sob
hidrdlise &cida, proveninetes de flavondides (Estrutura 2B) (SIMOES et al., 2010).



40

Estrutura 2: Estruturas de moléculas de taninos. A - tanino hidrolisavel: Aceritanino; B - tanino
condensado - modelo de estrutura. Fonte: Sociedade Brasileira de Farmacognosia.

O efeito moluscicida de plantas taniferas foi comprovado por Schaufebberger &
Hostettmann (1983), que retirando 0 componente quimico, tanino, dos extratos, verificou que
estes ndo mais apresentaram efeito moluscicida. Marston & Hostettmann (1985)
demonstraram que plantas como Krameria triandra Ruiz & Pav., Hammamelis virginiana e
Quercus sp. ricas em taninos, apresentaram efeito moluscicida. Os autores enfatizaram que 0s
taninos poderdo constituir uma classe promissora de produtos naturais com efeito toxico.

A atividade moluscicida do extrato etantlico de Stryphnodendron polyphyllum Mart.
(Mimosoideae) sobre B. glabrata foi atribuida a presenca de taninos condensados
(BEZERRA, 2002). Cantanhede et al. (2010) em estudo de revisdo, apontou 0s taninos como
uma das classes de compostos com reconhecida atividade moluscicida.

A complexagdo entre taninos e proteinas é considerada a base da sua atividade
biolégica para o controle de insetos-praga, fungos, bactérias e de suas propriedades
farmacoldgicas (AERTS et al., 1999).

A estrutura molecular dos taninos € facilmente oxidavel pela acdo de enzimas vegetais
especificas e por metais, como cloreto férrico, 0 que ocasiona o0 escurecimento de suas
solugdes (MELLO & SANTOS, 2001). Alguns testes colorimétricos sdo frequentemente
utilizados para sua deteccdo. O teste com solucdo de gelatina fornece um precipitado ou
turvacdo da solucdo, porém esse teste ndo é especifico devido a resposta positiva de outros
compostos fenodlicos. Outro teste conhecido é a precipitacdo de taninos com cafeina ou
solugdes de cinchonina. Com o objetivo de diferenciar os grupos de taninos emprega-se 0
teste com cloreto férrico, onde os taninos condensados apresentam coloracéo esverdeada e 0s

hidrolisaveis azul intenso (SIMOES et. al., 2010). O teste de Stiasny é frequentemente
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utilizado para quantificar taninos condensados (DOAT, 1978; PAES et al., 2006,
TRUGILLHO et al., 1997).

2.5.3. Saponinas — Caracteristicas gerais e efeito toxico sobre moluscos

Quimicamente as saponinas sdo heterdsidos de genina® esteréide ou triterpénica,
possui uma parte com caracteristica lipofilica (triterpeno ou esterdide) e outra parte hidrofilica
(acucares) (SCHENKEL et al., 2007). As saponinas esteroidais e triterpénicas apresentam
distribuicdo diferenciada no reino vegetal. As esteroidais neutras sdo encontradas quase que
exclusivamente em  monocotiledéneas enquanto as triterpénicas  encontram-se
predominantemente em dicotiledoneas (SIMOES et al., 2010) (Estruturas 3A e B).
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Estrutura 3: Estruturas de saponinas. A - estrutura basica de uma saponina esteroidal; B - estrutura
basica de uma saponina triterpéncia. Fonte: LIMA (2009)

Essa classe tem como caracteristica comum a propriedade de reduzirem a tensdo
superficial da &gua, caracteristica que justifica sua acdo detergente, emulsificante, de
formacgéo de espuma persistente. Esta caracteristica € a mais comum dessa classe, razdo da

qual deriva seu nome (do latim sapone = sabdo) (SIMOES et. al., 2010). O comportamento

2 Genina: Metabdlitos de saponinas sem a/as moléculas de agtcar.
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anfifilico™ e a capacidade de formar complexos com esterdides, proteinas e fosfolipideos de
membranas sdo responsaveis por um grande numero de propriedades bioldgicas para essas
substancias, destacando-se a acdo sobre membranas celulares, alterando a sua permeabilidade,
ou causando sua destruicdo, essas propriedades podem justificar sua acdo hemolitica e
moluscicida (SCHENKEL et al., 2003).

Duas saponinas isoladas do extrato etandlico submetidos a particdo em acetato de etila
de Swartzia langsdorffii Raddi (Leguminosae) apresentaram atividade antifungica para fungos
patogénicos humanos Candida albicans, Candida krusei, Candida parapsilosis e Cryptococcus
neoformans (MARQUI et al., 2008).

Desde a descoberta de saponinas com potencial moluscicida isoladas de Phytolacca
dodecandra L'Hér (Phytolaccaceae) essa classe de compostos tem merecido uma atencéao
especial (THIILBORG et al., 1996). A presenca de saponinas em algumas espécies de vegetais
tem sido apontadas como responsavel pelos efeitos moluscicidas em muitos trabalhos.
Lemmich et al., (1995) obtiveram resultados positivos quanto ao efeito moluscicida para B.
glabrata expostos ao extrato etandlico de Catunaregam nil6tica (Stapf) Tirveng. Rubiaceae
obtendo uma CLsy de 3ppm. Apds a analise cromatografica do extrato foram identificadas
quatro saponinas, que foram relacionadas a mortalidade dos moluscos.

O extrato metandlico bruto de Gymnema sylvestre R. Br. (Asclepiadaceae) foi
fracionado e a fracdo metandlica desempenhou uma maior atividade moluscicida sobre B.
glabrata e a essa atividade foi atribuida a presenca de compostos hemoliticos evidenciados por
cromatografia de camada delgada, supostamente saponinas (BRUSTOLIN & CORTEZ, 2000).

Treyvaud et al., (2000) evidenciaram a atividade moluscicida dos extratos metanolicos
e aquosos de P. dodecandra, que contém 25% de saponinas nas bagas secas, a 200ug/ml e
25ug/ml respectivamente apos 24 horas de exposigdo para B. glabrata.

A seiva de F. foetida contendo saponinas esterdidais foi testada sobre S. octona e
avaliados os efeitos sobre aspectos bioldgicos e comportamentais. Essa seiva apresentou efeito
moluscicida e ovicida sobre esse molusco (NASCIMENTO, 2008).

Saponinas isoladas de extrato etandlico da casca dos frutos de S. saponaria
demonstrou uma pronunciada atividade moluscicida (LCyoo/ 24 h = 3 mg/L) contra as espécies

B. glabosus e B. glabrata (LEMOS et al., 1992). A andlise quimica para identificar saponinas

* Anfifilico: Toda substancia de origem organica ou inorganica que possui em sua estrutura quimica
uma parte polar e hidrofilica e outra apolar e hidrofébica.
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estd baseada na caracteristica principal desse grupo que é a formacdo de espuma persistente
em agua apds agitacdo enérgica e adicdo de acido mineral diluido (SIMOES et al., 2010).
Analises semi-quantitaivas podem ser realizadas calculando-se o indice de espuma ou
afrosimetro segundo OMS (WHO, 1992) e Farmacopéia Brasileira (2010).
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3. Prospeccdo fitoquimica dos extratos aquosos de Bidens pilosa Linné e Mikania
glomerata Sprengel (Asteraceae) e bioensaio toxicolégico em adultos de Subulina octona
(Bruguiére, 1789) (Mollusca, Subulinidae).

Vaérias espécies de moluscos participam como hospedeiros intermediérios no ciclo de
vida de parasitos hospedeiros do homem e animais domésticos. Muitos ainda atuam como
pragas agricolas, em especial, as espécies terrestres. O uso de extratos vegetais em
substituicdo aos moluscicidas utilizados tem sido recomendado pela (WHO, 1983) devido aos
menores impactos ambientais.

As espécies Bidens pilosa Linné e Mikania glomerata Sprengel (Asteraceae)
apresentam-se amplamente distribuidas em todo territério brasileiro. Esses vegetais
apresentam classes de compostos tais como, flavondides, taninos e saponinas que apresentam
elevada solubilidade em &gua e comprovada acdo moluscicida (MARSTON &
HOSTETTMANN, 1985; SIMOES et al.; 2010; TREYVAUD et al., 2000; TSUZUKI, et al.,
2004). A caracterizacdo desses principios ativos é frequentemente realizada por meio de
reacOes colorimétricas (MOUCO et al., 2003; LOPES et al., 2011; SANTOS, 2010).

De acordo com a OMS (WHO, 1965) deve haver uma referéncia para os moluscicidas
como forma de comparacdo de eficiéncia entre 0s novos e 0s ja existentes. Frequentemente
utilizam-se as CLsp e CLgg Obtidas em testes toxicoldgicos com moluscicidas como forma de
comparacdo para as diferentes substancias. Nesses testes alguns fatores podem influenciar no
valor dessas concentracdes obtidas, como o nimero de animais expostos, o tempo e a forma
de exposi¢do (LEITE & AMORIN, 2006). Acredita-se que 30 animais para cada grupo
exposto, o tempo de 24 horas de exposicdo e 24 horas de recuperacdo e a exposicdo dos
animais a apenas uma guantidade pequena do extrato seja 0 mais indicado para esses testes
toxicoldgicos.

A maioria das pesquisas € direcionada para moluscos aquaticos, em especial para o
género Biomphalaria (Say, 1818) transmissores do Shistossoma mansoni (Sambon, 1907)
(BRUSTOLIN & CORTEZ, 2000; GASPAROTTO Jr et al., 2005; KUMAR & SINGH, 2006;
LEYTON et al., 2005) que de um modo geral, seguem a metodologia preconizada pela
Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 1965). Como o propdésito é a comparagdo de
resultados torna-se necessario a padronizagdo de técnicas que possibilitem essa analise em

espécies terrestres.
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O molusco terrestre S. octona apresenta importancia epidemioldgica além de atuar
como praga na agricultura (ALICATA, 1940; BESSA et al., 2000; CALDEIRA et al., 2007).
Em altas densidades populacionais medidas de controle tornam-se necessarias visando a
prevencdo de doencas, além de reduzir possiveis prejuizos gerados na agricultura. Além disso,
essa espécie atua como um bom modelo bioldgico, facilitando estudos de vérias naturezas
como a biologia, comportamento e testes com moluscicidas (BESSA & ARAUJO, 1995a,
1995hb; BESSA et al., 2000, FERREIRA et al., 2009; NASCIMENTO, 2008; SOUZA, 2003).

Objetivou-se com esse estudo verificar a presenca de flavonoides, taninos e saponinas
nos extratos aquosos das partes aéreas de B. pilosa e M. glomerata e avaliar a atividade
moluscicida sobre adultos de S. octona, através do calculo das (CLsy € CLgg) bem como

propor uma metodologia para testes toxicolégicos com moluscos terrestres.
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MATERIAL E METODOS

3.1.1. Local dos experimentos e condicBes experimentais

Os experimentos foram realizados no laboratorio de Biologia de Moluscos do Museu
de Malacologia Prof. Maury Pinto de Oliveira da Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz
de Fora, MG. Os experimentos foram realizados sob temperatura, umidade e fotoperiodo
naturais sendo registradas a temperatura média e umidade relativa do ar por termo-higrémetro
(INCONTERM®).

3.1.2. Obtencéo dos moluscos

Os moluscos adultos com idade de 60 dias e comprimento médio de concha de 9,5+1,7
mm foram obtidos de matrizes presentes no mesmo laboratorio (Fotografia 2A e 2B). Esses
foram criados em recipientes de polietileno contendo como substrato terra vegetal esterilizada
(120°C/1h) e alimentados com racdo para aves de corte (composicdo bésica: proteina bruta
22%, calcio 1,5% e fdésforo 0,5%) e acrescida de carbonato de calcio na proporcdo de 3:1
segundo (ARAUJO & BESSA, 1993).

Fotografia 2: Moluscos Subulina octona. A - Individuos adultos; B — Matrizes. Fonte: Do autor.
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3.1.3. Obtencéo, identificacédo e processamento do material vegetal

As partes aéreas de B. pilosa foram coletadas em janeiro de 2011 no bairro Séo
Benedito, na cidade de Juiz de Fora, MG, (S 21°45.014> HO 43°19.684’ ¢ 814 m de altitude)
e M. glomerata (S 21° 44’ 985°’; HO 43° 19’ 894°’; 831 m de altitude) no mesmo bairro e
época. As exsicatas foram depositadas no herbario Padre Leopoldo Krieger da Universidade
Federal de Juiz de Fora com registro CESJ 58.406 para B. pilosa e CESJ 58.407 para M.
glomerata.

Apo6s coletadas foram lavadas em &gua corrente e submetidas a secagem em
temperatura ambiente por 10 dias (NETO & CAETANO, 2005) numa temperatura média de
265 °C. As partes secas foram transferidas para recipiente plastico e mantida sob
refrigeracio para conservacio (SIMOES et al., 2010). Para preparacdo dos extratos essas
foram trituradas e pesadas em balanca analitica modelo Bosch SAE 200 e deixadas em
processo de maceracdo estatica’ a frio em agua destilada por 72 horas seguida por uma

filtracdo simples, e reservada a parte aquosa para a realizacdo dos testes.

3.1.4. Testes pilotos

Para os dois extratos foram realizados testes pilotos para a determinacdo de duas
concentragfes limites. Uma concentracdo minima que ocasionasse 100% de mortalidade
(concentracdo maxima) e outra na maxima concentracdo que provocasse mortalidade proxima
ao grupo controle (concentragdo minima). Para a determinacdo da concentracdo maxima
testou-se as concentragdes de 100mg/mL, 90mg/mL e 80mg/mL, para a minima foram
testadas as de 10mg/mL, 20mg/mL e 30mg/mL, para esses testes foram utilizados 10
moluscos para cada concentracdo testada conforme Esquema 1. Dessas duas concentragdes
iniciais foram feitas trés outras intermedidrias, totalizando cinco concentragdes utilizadas para

o calculo das CLsg e CLgo para 0s dois vegetais.

* Maceracdo estatica: Contato direto do vegetal com o solvente sem agitagao.
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As concentracfes encontradas nos testes foram iguais para as duas plantas. A maxima foi

de 100mg/mL e a minima de 20mg/mL do vegetal bruto. As concentragdes intermediarias

determinadas foram 80mg/mL, 60mg/mL e 40mg/mL.

Concentragao Concentragio
maxima minima
100mg/mL 90mg/mL 80mg/mL 30mg/mL 20mg/mL 10mg/mL
10 10 10 10 10 10
moluscos moluscos moluscos moluscos moluscos moluscos
l \4 4 v
mortalidade || mortalidade || mortalidade mortalidade mortalidade mortalidade
=100% <90% <90% >10% =0% =0%
Concentragdo Concentragéo
maxima minima

Esquema 1: Representacdo esquematica do processo adotado para a realizacdo dos testes
piloto para a obtengdo das concentracGes limites dos extratos aquosos de Bidens pilosa e
Mikania glomerata.
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3.1.5. Experimentos

3.1.5.1. Experimento I- Prospeccdo fitoquimica de Bidens pilosa Linné e Mikania

glomerata Sprengel
» Analise qualitativa de flavonoides

Para a identificacdo de flavondides foi realizado um decocto® com 5g da planta seca
em 100 mL de &gua destilada por 15 minutos. Apos esse tempo as suspensdes foram filtradas
e usada a parte aquosa para a andlise. Utilizado 2 tubos de ensaio, ao primeiro foram
adicionados 5mL de solucdo extrativa e 5 gotas de solucdo de hidroxido de sédio a 10%
(NaOH) e ao segundo tubo foi adicionado apenas 5 mL de extrato para o teste em branco. A
presenca de flavondides é verificada pela formagdo da coloracdo amarela que varia de
intensidade (MOUCO et al., 2003). A presenca de chalconas e/ou auronas no extrato de B.
pilosa € confirmada devido a formacdo da coloracdo amarela que muda para vermelho em
meio basico (SIMOES et al., 2010).

» Anélise qualitativa e quantitativa de taninos
¢ Identificacdo de taninos com solucgéo de gelatina

Realizou-se com decocto com 5g do vegetal seco em 100 mL de agua destilada por 30
minutos seguido por uma filtracdo simples e reservado para os testes. Foi feito uma solucéo
de gelatina (Merck) a 2,5% em &gua destilada (Sociedade Brasileira de Farmacognosia).
Utilizou-se para os testes dois tubos de ensaio, ao primeiro adicionaram-se 2 mL de solucédo
extrativa e cinco gotas de solucdo de gelatina, ao segundo tubo foi adicionado apenas 2 mL da

solucgéo extrativa para o teste em branco.

> Decocto: Fervura de um vegetal em agua (ou outro solvente) por um intervalo de tempo.
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e Identificacdo de taninos com cafeina

Os taninos precipitam na presenca de cafeina (SIMOES et al., 2010). Para o teste com
cafeina realizou-se 0 mesmo procedimento descrito anteriormente, porém com a substituicdo

da solucéo de gelatina por solucéao de cafeina.

e Identificacdo de taninos com cloreto férrico

Para diferenciar as classes de taninos foi realizado o teste colorimétrico com cloreto
férrico (FeCls3), para isso utilizou-se 0 mesmo decocto do vegetal citado anteriormente. Foram
utilizados dois tubos de ensaio, ao primeiro adicionaram-se dois mL da solucéo extrativa, 10
mL de &gua destilada e 5 gotas de cloreto férrico a 2% em metanol e ao segundo foi
adicionada apenas a solugdo extrativa e agua destilada na mesma quantidade sendo este o

teste em branco.

¢ Identificacéo e quantificagéo de taninos condensados

O método utilizado foi o de Stiasny proposto por Doat (1978), onde foi feito um
decocto com 10g do vegetal em 250 mL de agua destilada por 30 minutos, ap6s esse tempo as
suspensdes foram filtradas. Uma aliquota desse extrativo de 100 mL foi transferida para um
béquer de 500 mL e em seguida foram adicionados 15 mL do reativo de Stiasny (5 mL de
acido cloridrico concentrado e 10 mL de formaldeido a 10% neutralizado) preparado minutos
antes da reacdo. Apo6s esse procedimento a solucao final foi mantida em repouso por 24 horas.
Nessas condi¢cdes os taninos condensados formam complexos insollveis, que podem ser
separados por filtracdo simples.

Apbs a filtracdo do precipitado obtido na reacdo anterior, esse foi secado em estufa a
101+2 °C até atingir peso constante, e em seguida foi pesado em balanga analitica obtendo
assim o namero de Stiasny (quantidade em g de taninos condensado na aliquota) para esse
teste as andlises foram feitas em triplicata.

Para obter a porcentagem de taninos condensados na solucdo foi preciso determinar
primeiramente o teor de sélidos totais presentes no extrato, esse foi determinado pelo teor de
principio ativo total extraido no extrato bruto. Para a determinacdo da massa total de principio

ativo extraido foi utilizado o residuo gerado no decocto da reacdo anterior da seguinte forma:
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A massa do residuo gerado apés a extracdo foi levada a estufa e seca a 101+2 °C e ap0s trés

pesagens sem variacdo de massa foi efetuado o seguinte célculo de acordo com a equacao 1.

MET= MI-MF

Equacdo 1: Masssa de residuo gerado ap0s extracao.
Onde

MET= massa de extrativo total;

MI= massa inicial do vegetal;

MF=massa final (seca) do vegetal ap6s extracao

A porcentagem de extrativos totais foi calculada de acordo coma equagéo 2.

% TET= (MET/ MI). 100

Equacdo 2: Percentual de extrativos totais
Onde
TET= teor de extrativo total

MET= massa de extrativo total

MI= massa inicial
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Apobs pesar o precipitado formado obtém-se a massa de taninos condensados na
aliquota (n° de Stiasny). Para a obtengdo do percentual de taninos no extrativo utiliza-se a

equacdo 3.

% TTC= (n° de Stiasny/MET). 100

Equacéo 3: Percentual de taninos no extrato

Onde
TTC= teor de taninos condensados no extrato total
n° de Stiasny= massa de tanino condensado no extrativo

MET= massa de extrativo total

O teor de taninos condensados na planta é calculado pela equagéo 4.

% TTCP= (TTCx TET)/100

Equacéo 4: Percentual de taninos condensados no vegetal
Onde
TTCP= teor de taninos condensados no vegetal

TTC= teor de taninos condensados no extrato total

TET= teor de extrativos total
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» Andlise qualitativa e semi-quantitativa de saponinas

Para cada vegetal foi feito um decocto com 2g da planta seca em 10 mL de agua
destilada por 3 minutos. Apds o resfriamento e filtragdo da solucdo extrativa foram
adicionados 5 mL desses extratos em um tubo de ensaio e agitou-se energicamente por 15
segundos, apos esse tempo deixou-se em descanso por 15 minutos. A presenca de saponinas
foi realizada baseada na formacao de espuma persistente apos o tempo de repouso e adi¢édo de
3 gotas de &cido cloridrico.

Para a analise semi-quantitativa realizou-se um decocto com 1g da planta seca em 100
mL de agua destilada por 30 minutos. Apds esse tempo as suspensdes foram filtradas e
utilizadas a parte aquosa para os testes. Utilizou-se 10 tubos de ensaio (16cm de altura e
16mm de didmetro) numerados de 1 a 10, onde foram adicionados em cada um quantidades
crescentes de extrato e completado o volume com agua destilada para 10 mL (Farmacopéia
Brasileira, 2010; WHO, 1992). O quadro 3 demonstra o procedimento.

Quadro 3: Volume (mL) de solucdo extrativa, dgua destilada e da solucdo final para cada tubo de
ensaio.

Tubos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Solugéo extrativa (mL) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10
Agua destilada (mL) 9 (8|7 |6 |54 |3 |2]|1]|__
Volume total (mL) 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10

Apds completar o volume dos tubos esses foram tampados e agitados vigorosamente,
por agitacdo manual por 15 segundos e em seguida deixados em repouso por 15 minutos.
Apos esse tempo foi anotado o volume de solugdo extrativa presente no tudo onde houve a
formacdo de 1 cm de espuma. O calculo para o indice de espuma ou afrosimetro foi realizado

conforme equacdo 5.
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[=1000/a

Equacdo 5: indice de espuma

Onde
I= indice de espuma ou afrosimetro;
a = volume de solucdo extrativa presente no tudo onde houve a formagdo de espuma

persistente de 1cm. O esquema 2 mostra 0 procedimento adotado para o estudo fitoquimico.
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3.1.5.2. Experimento I1- Atividade moluscicida dos extratos aquosos de Bidens pilosa e
Mikania glomerata sobre Subulina octona e calculo das CLsy e CLgg

Esse estudo foi realizado entre os dias trés e cinco de fevereiro de 2011, a temperatura
e umidade relativa do ar registrada durante as 48 horas de experimento foram de 26+3 °C e
75% de umidade relativa do ar.

Para avaliacdo e quantificacdo da atividade moluscicida os moluscos foram expostos
as cinco concentracdes previamente estabelecidas pelos testes pilotos. Para cada concentragdo
foram utilizados 30 animais selecionados ao acaso e distribuidos em grupos (10
moluscos/grupo) em terrarios de polietileno de (9cm de didametro e 6cm de profundidade). A
forma de exposicao foi por contato direto na solucéo, sendo aplicado sobre os animais 5 mL
de extrato utilizando uma seringa. Para o controle utilizou-se 0 mesmo ndmero de animais que
receberam a mesma quantidade de agua destilada.

Os animais permaneceram expostos aos tratamentos por 24 horas e ap6s esse periodo
foram transferidos para outros terrarios de mesma dimensdo contendo como substrato 50 g de
terra vegetal esterilizada e umedecida com &gua destilada, por onde permaneceram por 24
horas em recuperagdo (Fotografia 3 A e 3B). Os moluscos ndo foram alimentados durante as
48 horas de teste. Ao final do periodo de recuperacdo foi verificada a mortalidade.
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Fotografia 3: Moluscos Subulina octona ao longo do procedimento experimental adotado para
os testes de atividade moluscicida de extratos aquosos de Bidens pilosa e Mikania glomerata.
A — Moluscos sendo expostos aos extratos aquosos; B — Etapa de recuperacdo apos a

exposigéo ao extrato aquoso.
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3.1.6. Analise estatistica dos dados

A massa de taninos condensados foi comparada pelo teste ANOVA com (p<0,05). A
mortalidade dos grupos foi comparada pelo teste Kruskal-Wallis seguido por Student-
Newman-Keuls com (p<0,05), para esses testes foi utilizado o programa BioEstat 5.0. A
intoxicacdo aguda foi expressa em concentracdes sub-letais (CLsp) e letais (CLgg) que foram
obtidas pela analise Probito (FINNEY, 1971) com intervalo de confianca de 95%. O programa
BioStat 2008 versdo 2.5 foi utilizado para execucdo das analises Probito e construcdo das
curvas de concentragdo-resposta. Para verificar a relacdo entre concentracdo e mortalidade foi
utilizada a correlagdo de Pearson (-1 < r < 1). Os graficos da atividade moluscicida e

correlacdo de Pearson foram feitos utilizando o programa Origin versao 6.0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2.1. Experimento I- Prospeccdo fitoquimica de Bidens pilosa Linné e Mikania

glomerata Sprengel

Os extrativos de B. pilosa apresentaram uma coloracdo amarelada que mudou para
vermelhada apds adicdo de solucdo de hidroxido de sddio (Fotografia 4A). Essa coloracgdo é
tipica de chalconas e auronas (SIMOES et al., 2010). A presenca de flavonoides nessa
espécie vegetal estd de acordo com Borges (2009) e Brandao et al. (1997) e confirma os
grupos chalconas e auronas conforme verificado por Hoffmann & Holzl (1988). Varias
estruturas dessas classes ja foram extraidas desse vegetal, isoladas e elucidadas. Outros dois
flavondides, foram isolados por Chang et al., (2007), centaurein e centaureidin, dessa espécie.

A presenca de flavonoides também foi verificada em M. glomerata confirmando o
mencionado por Bouzada et al. (2007) que foi evidenciada devido a mudanca no tom da
coloracdo amarelada apds a adigcdo de hidréxido de sdédio (Fotografia 4B) (MOUCO et al.,
2003). A coloracdo amarela aponta para a presenca de outras classes de flavondides que nao
as chalconas e auronas conforme verificado em B. pilosa.

O teste de identificacdo de taninos com solucdo de gelatina e/ou polifendis foi positivo
para B. pilosa devido a turvacdo da solucdo extrativa apds adicdo dessa solucdo conforme
identificado por Borges (2009) (Fotografia 4C). Este teste ndo apresentou claramente a
formagdo de turvacdo, com o extrativo de M. glomerata deixando duvidas com relacdo a
presenca de taninos (Fotografia 4D). A ligacdo entre os taninos e as proteinas ocorre
provavelmente por pontes de hidrogénio entre grupos hidroxila dos taninos e sitios especificos
das proteinas ou através de interacbes hidrofobicas, principalmente nas ricas em prolina
(Esquema 3). Embora o resultado com gelatina tenha apontado para a presenga de taninos
e/ou outros polifendis o teste com cafeina apresentou resultado contrario para essa classe de
compostos para as duas plantas (Fotografia 4E). Porém, o teste com cloreto férrico confirmou
a presenca de taninos conforme verificado na reagdo com gelatina. A coloragdo verde-musgo
observada confirma a presenca de taninos condensados em B. pilosa e em M. glomerata
(Fotografia 5A e 5B) conforme mencionado por Valdés &. Rego (2001) e Lima (2003). Este
autor verificou a presenca de taninos hidrolisdveis em M. glomerata o que ndo foi observado

nesse experimento. Os taninos hidrolisaveis apresentam coloracao azul intenso na presenca de
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cloreto férrico, em solugdes com a presenca dessas duas classes de taninos a coloragdo azul se

sobrepde a verde (SIMOES et al., 2010), entretanto, isso ndo foi observado nesse trabalho.
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Esquema 3: Representacdo esquematica das possiveis interagdes entre taninos e proteinas. Fonte:

Carvalho (2007).

O teste de Stiasny também confirmou a presenca de taninos condensados, o

rendimento na extragdo, percentual de taninos no extrativo e no vegetal estdo representados na

Tabela 1. O teste ANOVA mostrou ndo haver diferencas significativas na massa de taninos

condensados nos dois vegetais (F=3,7202; p=0,1253).

Tabela 1: Contetdo de tanino (expresso em g/100 g de planta seca) em extrato aquoso das partes
aéreas de Bidens pilosa e Mikania glomerata, percentual de taninos no extrato e percentual de taninos

na planta.
Espécies Massa de tanino Rendimento Taninos totais | Taninos totais
na planta (g*1007) | total extrato (%) | no extrato (%) | na planta (%)
B. pilosa 3,38+1,29° 35,78 11,40 3,71
M. glomerata 1,77+0,64° 13,58 15,16 2,05

=valores expressos em média + desvio padrdo. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si

pelo teste ANOVA (p>0,05).

Os testes com gelatina, cloreto de ferro Il e de Stiansy confirmaram a presenca de

taninos nesses extratos, o teste com cafeina mostrou-se ineficiente para identificar tal classe.

N&o foram encontrados valores de taninos condensados como referéncia para esses

vegetais. Entretanto, pode-se perceber que o teor de taninos condensados nos dois vegetais é
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superior ao encontrado em extrato de outro vegetal testado experimentalmente em S. octona.
Franca et al. (2009) verificaram a atividade repelente e deslocamento vertical de S. octona, e
mortalidade de cerca de 17% ap0s aplicacdo do extrato aquoso de Cymbopogon citratus
(D.C.) Stapf (Poaceae) na diluicdo de 1:10. Pansera et al. (2003) encontraram um percentual
de taninos condensados nesse vegetal de 0,01%. Isso indica um teor de taninos condensados
inferior ao encontrado no presente estudo para B. pilosa e M. glomerata, neste sentido 0 uso
desses vegetais pode ser mais vantajoso.

Foi verificada a presenca de saponinas no extrato aquoso dos dois vegetais devido a
formacdo de espuma persistente ap6s 15 minutos de repouso, confirmando o citado na
literatura (BORGES et al., 2009; VALDEZ & REGO, 2001). O volume da solucdo extrativa
que formou 1cm de espuma persistente no extrativo de B. pilosa e de M. glomerata foi de 10
mL e 9 mL respectivamente (Fotografia 5C, 5D; 5E e 5F). O indice de espuma calculado foi
de 100 para o primeiro vegetal e 111 para o segundo. Néo foi encontrado indice de espuma
para essas espécies na literatura para comparacdes, entretanto para a mesma familia foi
encontrado indices de aproximadamente 250 para a espécie Baccharis trimera (Less.) DC
(Asteraceae) coletadas no verdo (BORELLA et al., 2006) que foi a mesma estacao de coleta
dos vegetais utilizados neste estudo. Em outra espécie da mesma familia, Eclipta alba (L.)
Hassk o indice encontrado foi de 100 (ARANTES et al., 2005) igual ao calculado no presente
estudo para B. pilosa. Esses resultados mostram uma proximidade das concentragcdes de
saponinas para uma mesma familia. Borella et al. (2006) verificou que o indice de espuma
verificado para B. trimera ndo variou estatisticamente nas coletas realizadas nas diferentes
estacBes, concluiram ainda que substancias com potencial afrogénico®, principalmente

saponinas, podem nao ser sensiveis as alteracdes sazonais.

® Afrogénico: Substancias que produzem grande quantidade de espuma quando em solugdes aquosas.
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Fotografia 4: Testes fitoquimicos para identificagdo de possiveis compostos com atividade
moluscicida sobre Subulina octona em extratos aquosos de Bidens pilosa e Mikania glomerata. A)
extrato aquoso de Bidens pilosa evidenciando a coloracdo vermelha (a) apds adi¢do de hidréxido de
sodio (NaOH), caracteristica para presenca de flavondides (chalconas e/ou auronas); B) extrato aquoso
de Mikania glomerata apos adigdo de NaOH (b) evidenciando a presenga de outros flavondides; C)
extrato aquoso de Bidens pilosa ap6s adicdo de gelatina, apresentando turvacdo (c) e indicando a
presenca de taninos e/ou polifendis; D) extrato aquoso de Mikania glomerata evidenciando auséncia
de turvacdo (d) apés adicdo de solucdo de gelatina; E) extrato aquoso de Bidens pilosa (e)
evidenciando reagdo negativa ao teste da cafeina para identificacéo de taninos.



63

Fotografia 5: Testes fitoquimicos para identificacdo de possiveis compostos com atividade
moluscicida sobre Subulina octona em extratos aquosos de Bidens pilosa e Mikania glomerata. A)
extrato aquoso de Bidens pilosa evidenciando a coloracdo verde (a) apos adicdo de cloreto férrico
(FeCLy) caracteristica para presenca de taninos condensados; B) extrato aquoso de Mikania glomerata
apos adicdo de cloreto férrico (FeCLs) (b) caracteristica para presenca de taninos condensados C)
extrato aquoso de Bidens pilosa ap6s agitagdo e repouso de 15 minutos, indicando a presenca de
saponinas devido a formacgdo de espuma (D) tubo 10 com 1cm de espuma; E) extrato aquoso de
Mikania glomerata apds agitacdo e repouso de 15 minutos, indicando a presenca de saponinas devido
a formacdo de espuma (F) tubo 9 com 1cm de espuma.
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3.2.2. Experimento 11- Atividade moluscicida dos extratos aquosos de Bidens pilosa e
Mikania glomerata sobre Subulina octona e calculo das CLsy e CLgg

A partir dos testes piloto foram otidos as concentracdes utilizadas nesse bioensaio.
Essas concentragcdes bem como as verificadas em outros trabalhos com moluscos terrestres
sdo relativamente maiores quando comparadas com as obtidas para moluscos aquaticos
(FERREIRA et al., 2009; GASPATOTTO Jr.,, 2005; NASCIMENTO et al. 2006;
NASCIMENTO, 2008; OLIVEIRA, 2007; SILVA et al., 2006; SOUZA et al., 2011;
VASCONCELLOS & AMORIN, 2003) esse fato pode estar relacionado com as diferencas
entre o héabitat e a fisiologia desses animais. A biodisponibilidade do moluscicida para
moluscos aquaticos € maior devido a facilidade de dispersdo e homogeneizacdo dessas
substancias em agua e devido as necessidades fisioldgicas do molusco nesse sistema. Embora
esses moluscos apresentem mecanismos de escape que muitas vezes lhe garantem a
sobrevivéncia (JURBERG, 1988) esses sempre ficardo presentes sobre a atmosfera desse
sistema permanecendo em contato com o moluscicida. Diferentemente dos aquaticos, 0s
moluscos terrestres podem dispersar mais facilmente para outras regides do terrario onde a
concentracdo do moluscicida esteja mais baixa inclusive nas paredes do terréario
permanecendo sobre este por algum tempo, diminuindo desta forma o contato direto com a
solucéo.

Foi observado que apds 20 minutos da aplicacdo dos extratos das duas plantas, nas
duas concentra¢cdes mais altas, os moluscos j& apresentaram auséncia de coordenagdo motora
apo6s estimulo tatil juntamente com uma maior producdo de muco, o que também foi
observada para os tratados nas demais concentracfes. O aumento da secrecdo de muco
também foi observado por Santos (2005) em L. unilamellata quando expostos em solucdo de
cafeina a 2,5g/L e 5g/L, resultado semelhante foi observado por Afonso-Neto (2010) sobre
esta mesma espécie de molusco apés a aplicacdo do extrato de E. milli. Essa elevada
producdo de muco pode estar relacionada com o mecanismo de ag¢do desses moluscicidas e/ou
0s mecanismos de desintoxica¢cdo do molusco. Essa semelhancga nos resultados dos diferentes
trabalhos sugere que os mecanismos de atuacdo desses moluscicidas sejam semelhantes ao
mecanismo de atuacdo de moluscicidas a base de metaldeido. Esse produto sintético age
principalmente sobre células produtoras de muco, gerando disfun¢do do balango hidrico
ocasionado a dessecacdo do molusco podendo levar a morte (Instituto Ambiental do Parana).

Por outro lado, a liberacdo anormal de muco pode ser uma resposta do préprio molusco na
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tentativa de eliminar parte do moluscicida absorvido pelo tegumento, aumentando desta forma
sua chance de sobrevivéncia.

Ao final do periodo de exposicdo, tanto 0os moluscos expostos aos extratos de B.
pilosa quanto os expostos a M. glomerata apresentaram a massa cefalopedial medianamente
retraida, resultado oposto foi observado por Souza (2003) que verificou que diferentes
concentragOes de cafeina provocaram a exposi¢cdo completa da massa cefalopediosa desse
molusco. Segundo McCullough et al. (1980) a intoxicacdo pelo moluscicida provoca a ruptura
do equilibrio osmético do molusco que estd sob controle neuro-hormonal, com isso séo dois
0S mecanismos que demonstram a morte desses. O primeiro é a retracdo da massa
cefalopediosa para dentro da concha com a liberacdo de hemolinfa e 0 segundo é a projecéo
anormal do cefalépode para fora da concha. Com base nessa analise pode-se concluir que 0s
mecanismos de intoxicacdo dos moluscicidas sdo dependentes dos principios ativos que estes
apresentam, pois para a mesma espécie de molusco foi observado mecanismos diferentes.
Contudo, tornam-se necessarios estudos toxicocinéticos e toxicodindmicos para uma
compreensdo mais clara desses processos.

O teste Kruskal-Wallis mostrou diferencas significativas na mortalidade dos grupos
para todas as concetracdes em relacdo ao controle. As quatro concentragdes mais altas de B.
pilosa e de M. glomerata ocasionaram mortalidade significativamente maior em relagdo ao
controle (p<0,05). A mortalidade entre os grupos tratados com as duas plantas ndo diferiram
entre si para todas as concentracdes (p>0,05). A mortalidade ocasionada na menor
concentracdo de M. glomerata foi menor em relacdo as outras quatro concentragcfes (p<0,05)
diferentemente, para os grupos tratados com B. pilosa a mortalidade ocorrida na menor
concentracdo apenas diferiu das trés maiores (p<0,05). N&o foi observado mortalidade nos

grupos controles. A mortalidade dos grupos esta representada no Gréafico 1.
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Gréfico 1: Mortalidade média de adultos de Subulina octona, expostos aos extratos aquosos das partes
aéreas de Bidens pilosa e Mikania glomerata, apds as 24 horas de recuperacao.
ab=| etras diferentes = médias diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).

O coeficiente de correlacdo de Pearson mostrou uma relagdo fortemente positiva entre
a concentracdo e a mortalidade dos individuos tratados para as duas plantas (Graficos 2 e 3).
Essa caracteristica é importante para o critério de selecdo de um vegetal moluscicida. Uma
planta para ser considerada um moluscicida vegetal em potencial deve ocasionar aumento de
mortalidade quando em concentragcdes mais altas. Sobre esse aspecto, 0s vegetais B. pilosa e

M. glomerata podem ser considerados potenciais moluscicidas vegetais.
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Gréafico 2: Correlagio de Pearson entre Grafico 3: Correlagdo de Pearson entre
concentragdo do extrato aquoso de Bidens concentragao do extrato aquoso de Mikania
pilosa e mortalidade de Subulina octona. glomerata e mortalidade de Subulina

octona.

Estudos j& comprovaram a atividade moluscicida de extratos metandlico e
cloroférmico de 14 espécies vegetais da familia Asteraceae coletadas na Bolivia e na
Argentina sobre B. peregrina (BARDON et al., 2007). Hmamouchiu et al. (2000)
verificaram atividade moluscicida da espécie A. herba sobre B. truncatus no Marrocos,
sendo relatada a presenca de saponinas e flavonoides nesse vegetal.

A atividade moluscicida sobre S. octona observada neste estudo pode ser atribuida a
presenca de flavondides, taninos condensados e saponinas nos extratos de B. pilosa e M.
glomerata. Esses metabélitos sdo soltveis em agua (SIMOES et al., 2010), fato que pode
facilitar a sua absorc¢éo pelo tegumento do molusco. Treyvand et al. (2000) sugere que o efeito
moluscicida em B. glabrata observado para o extrato aquoso e metandélico de P. icosandra é
atribuido as saponinas presente nesses extratos. Nascimento (2008) verificou que o vegetal F.
foetida, rico em saponinas esteroidais, apresentou atividade moluscicida e ovicida sobre S.
octona quando exposto por 24 horas a diferentes concentracdes da seiva. Resultado que torna
essa classe de compostos promissora para o controle desse molusco. Outros trabalhos tém
atribuidos a acdo moluscicida a presenca de saponinas (ABDEL-GAWAD et al., 1998;
LEMMICH et al., 1995; MAGALHAES et al., 2003; RAWI et al., 2011; SINGH & SINGH,
2009; THIILBORG et al., 1996;).

De acordo com Schenkel et al. (2003) a capacidade das saponinas em formar
complexos com esteroides, proteinas e fosfolipideos de membranas é responsavel por um

grande nimero de propriedades biologicas, destacando-se a acdo sobre membranas celulares,
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alterando a sua permeabilidade, ou causando sua destruicdo, essas propriedades podem
justificar sua acdo hemolitica e moluscicida. A atividade hemorrégica dessa classe de
compostos foi verificada sobre B. glabrata (MENDES et al., 1993).

Segundo Schall et al. (1992) a inatividade de muitos extratos pode estar relacionada
com a viabilidade de determinados principios ativos durante o ano. Entretanto, conforme
verificado por Borella et al. (2006) as saponinas apresentam estabilidade sazonal, fato que
parece vantajoso para moluscicidas vegetais que apresentam essa classe de compostos.

Bezerra (2002) atribuiu a atividade moluscicida sobre B. glabrata a presenca de
taninos condensados nos extratos etandlico de S. polyphyllum. Outros estudos tém apontado a
atividade moluscicida de taninos sobre moluscos aquéticos (MARSTON &
HOSTETTMANN, 1985; RAWI et al., 2011; SCHAUFEBBERGER & HOSTETTMANN,
1983).

Os taninos podem formar complexos com celulose, pectinas, alcal6ides, outros
polifenois e sais de metal pesado, todavia, sua caracteristica mais marcante, que explica a
maioria de suas propriedades bioldgicas é a capacidade de formar complexos insollveis com
proteinas e polissacarideos (MAKKAR et al. 1987; OKUDA, 2005), essa caracteristica pode
justificar sua agéo letal sobre moluscos.

Porém, para que esses efeitos possam ocorrer, a molécula de tanino deve conter
grupamentos fenolicos suficientes para criar pontes entre as moléculas de proteina. Essa
condicdo esta ligada ao grau de polimerizacdo da molécula de tanino que pode variar sua
massa de 500 a 3000 Daltons’. De maneira geral, um mol® de taninos pode ligar-se a doze
moles de proteinas. Entretanto, quando existe um impedimento conformacional no polifenol a
capacidade de complexacdo é reduzida (SIEBERT, 1996). Os polifendis vegetais com pesos
moleculares inferiores a 500 daltons como os acidos fendlicos e flavondides ndo apresentam a
atividade bioldgica dos taninos (JANSMAN, 1993). Outro fator que interfere na associacao
entre taninos e proteinas é a quantidade de prolina no polipeptideo. Essa afinidade das
proteinas ricas em prolina pelo tanino condensado foi comprovada por Emmambux & Taylor
(2003).

’ Dalton: Unidade de massa atdmica desenvolvida pelo Quimico e Fisico inglés John Dalton. E
expressa como Y/,, da massa de um atomo de carbono-12.

8 Mol: Unidade para descrever quantidade de entidades elementares (4&tomos, fons, moléculas etc...).
Cada Mol corresponde a 6,02x10? particulas.
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A exposicdo dos moluscos a substancias tdxicas pode causar um estresse fisioldgico
nesses animais ocorrendo frequentemente uma diminuigdo das reservas de carboidratos
(MELLO-SILVA et al., 2006; OLIVEIRA, 2007, SILVA et al. 2011). Como segunda fonte de
energia, esses utilizam as proteinas como processo compensatério Schmale & Becker (apud
MELLO-SILVA et al., 2006). Estudos tem mostrado o aumento dos niveis de proteinas e
acido urico na hemolinfa de moluscos expostos a solugBes moluscicidas, o que indica a
degradacdo dessas como fonte de energia (MELLO-SILVA et al., 2006), entretanto, as
proteinas podem precipitar ap6s complexar com 0s taninos tornando-se desta forma menos
disponiveis para os moluscos. Além da complexacéo dos taninos com proteinas esses também
podem se ligar a polissacarideos, podendo também deixa-los indisponivel como fonte de
energia, 0 que pode ocasionar a morte dos moluscos pela falta de recursos energéticos para
manter a homeostase. Os mecanismos de acao dos taninos sobre moluscos ainda ndo sdo bem
conhecidos, estudos que relacionam estrutura-atividade podem ajudar a entender melhor esse
processo em nivel molecular.

Em relacdo aos flavondides, esses podem atuar inibindo o sistema desintoxicante desse
molusco. Silva (2007) verificou altera¢cdes na enzima do Citocromo P450 no molusco terrestre
Cantareus aspersus (Mdller) (Helicidae) exposto a folhas de fumo, Nicotiana tabacum
(Solanaceae). Essa enzima faz parte de uma antiga familia de proteinas com ampla
distribuicdo em bactérias, plantas e animais. Atua nos processos de desintoxicacdo
degradando vérios xenobidticos’ e transformando-os em moléculas de facil excregdo
Guecheva & Henrique (apud SILVA, 2007). As moléculas sobre as quais essas enzimas
atuam podem ser de origem enddgena ou exdgena como drogas e pesticidas. Silva (2007)
relacionou o dano ocorrido a essa enzima a presenca também de flavondides nos extratos de
N. tabacum e verificou que houve um acimulo de xenobidticos na glandula digestiva de C.
aspersus. Se o mecanismo de desintoxicacdo de S. octona foi alterado pela presenca de
flavondides nos extratos de B. pilosa e M. glomerata pode ter ocorrido um acumulo desses
principios ativos (flavonoides, taninos condensados e saponinas) no organismo desse molusco
0 que provavelmente provocou sua morte.

Essas analises mostram a variedade de mecanismos de acéo desses principios ativos, e
desta forma a mortalidade de S. octona observada nesse estudo provavelmente tenha sido

provocado por essa mistura de principios ativos que podem interagir de forma sinérgica,

° Xenobidtico: Composto de origem exdgena que causam alteracdes funcionais no organismo.
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aditiva ou até facilitando a absorcdo de algum composto. Essa parece ser mais uma vantagem
do uso de extratos vegetais, a variedade de principios ativos que podem agir de forma
conjunta de modo a diminuir as chances de sobrevivéncia do molusco. A relacdo

concentracdo-resposta para B. pilosa e M. glomerata estéo representadas nos Graficos 4 e 5.
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Grafico 4: Relacdo concentracdo-resposta de Gréafico 5: Relagdo concentracdo-resposta de
Subulina octona exposta ao extrato aquoso das Subulina octona exposta ao extrato aquoso das
partes aéreas de Bidens pilosa. Resposta partes aéreas de Mikania glomerata. Resposta
avaliada=letalidade, expressa em percentual de avaliada=letalidade, expressa em percentual de
moluscos mortos. moluscos mortos.

E interessante ressaltar que a forma de distribuicio dos pontos é diferente para cada
relacdo concentracdo-resposta. Na maioria das vezes esses satisfazem uma curva linear ou
sigmoidal, essa variacdo pode ser devido a variabilidade genética dos individuos onde um
grande nimero de individuos é sensivel a concentrac6es intermediarias (LEITE & AMORIN,
2006; MARTINS, 2008). As CLsp e CLgg encontrada pela anélise Probito estdo representadas
na Tabela 2. A proximidade dessas concentracOes de referéncia para os dois vegetais podem
estar relacionada com as semelhangas nas concentragdes de saponinas e taninos condensados,
conforme visto anteriormente. Fato que sugere a acdo secundaria dos flavondides na acédo

moluscicida ou uma concentracdo também semelhante nos dois vegetais.

Tabela 2: Relag8o entre a concentracdo dos extratos aquosos de Bidens pilosa e Mikania glomerata e a
mortalidade de Subulina octona expostas a estes extratos. Regressdo linear, R? CLso e CL g€ erro
padrdo. R= Resposta; C= Concentracao.



Grupos Regressao linear R? | CLso/CLgo (Mg/mL | Erro padréo
B.pilosa | R=-38,7177+1,7349.C | 0 9991 51,4/74,1 4,1487
M. glomerata | R=-14,3197+1,4512.C | 0 9991 44,6/71,9 3,4672

Metodologias diferentes para a obtencdo dessas concentracfes podem impossibilitar
comparacbes de eficiéncia. E importante ressaltar que estudos com calculos dessas
concentracdes parametros para moluscos terrestres ainda sdo escassos na literatura (SOUZA,
2003, OLIVEIRA, 2007; AFONSO-NETO, 2010). Silva et al. (2008) publicaram uma nota
detalhada para esses testes para B. glabrata adaptado ao uso de plantas medicinas. No mesmo
sentido € necessario uma padronizacdo de técnicas voltadas ao estudo de espécies terrestres.

Souza (2003) obteve uma CLsy de 0,44g/L para cafeina e de 0,17g/L para o timol
sobre S. octona, todavia, qualquer comparacdo de eficiéncia entre esses moluscicidas sdo
inapropriadas, pois as metodologias foram diferentes. Nesse estudo a autora utilizou o
processo de imersdo por 10 minutos e utilizou trés grupos de cinco animais para cada
concentragdo. Esse tempo pode ter sido suficiente para ocasionar a mortalidade dos moluscos
por afogamento, visto que a autora levantou essa possiblidade devido a alta mortalidade dos
grupos controle, cerca de 40%. Essa analise sugere que o processo de imersao talvez ndo seja
a forma mais apropriada de exposi¢cdo para moluscos terrestres. A escolha do numero de
animais utilizados também é relevante, sendo necessario que esses sejam estatisticamente
representativos (LEITE & AMORIN, 2006), para tanto considera-se uma amostra pequena se
n< 30 a partir do qual comeca a tender a normalidade (POCINHO, 2009). A OMS (WHO,
1965) recomenda a utilizacdo de no minimo 30 moluscos para esses testes. Acredita-se que
essa mesma quantidade possa ser utilizada para moluscos terrestres como padronizacdo dessa
variavel. Oliveira (2007) calculou a CLso do latex de E. splendens sobre A. fulica e para isso
também utilizou 30 animais para cada concentracao.

Afonso-Neto et al. (2010) avaliaram a atividade moluscicida de trés espécies de
euphorbiaceae sobre L. unilamellata encontrando para E. milii var. splendens uma DLs, de
0,52uL/mL, entretanto, nesse experimento foi utilizado terra vegetal como substrato para a
aplicacdo dos extratos, esse fator pode ter interferido nos resultados. Nascimento (2008)
aplicou cinco concentragdes da seiva de F. foetida sobre S. octona com a presenca e auséncia

de substrato e verificou que o substrato interfere na acdo moluscicida proporcionado sitios de
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protecdo ao molusco. Para esses testes torna-se necessario um contato efetivo entre o extrato e
a superficie corporal do molusco, visto que o seu provavel mecanismo de absorgdo € através
da superficie corpérea. Deste modo, uma pequena quantidade de extrato suficiente para
manter o contato dérmico com o molusco e sem a presenca de substrato pode ser mais
indicado.

Oliveira (2007) realizou testes pilotos para verificar qual a melhor forma de esposi¢ao
do molusco A. fulica ao latex de E. splendens. Para isso realizou trés formas de exposicéo, a
saber: A primeira metodologia utilizada foi o oferecimento do latex em placas de Petri para 0s
moluscos, a segunda foi a pulverizacdo do latex em folhas de alface que posteriormente foram
oferecidos aos moluscos como alimento e por fim o terceiro método de exposicdo foi a
pulverizacdo do latex diretamente sobre os animais. Ap0Os esses testes, essa autora verificou,
pelos dados de letalidade, que a terceira metodologia foi a melhor forma de exposicao. Apds o
periodo de exposi¢do, os animais foram transferidos para outros terrarios contendo terra
vegetal, permanecendo neste durante o periodo de recuperagdo. A metodologia de exposicdo
utilizada no presente estudo foi semelhante a realizada por essa autora. Acredita-se que essa
seja a forma mais indicada de exposi¢do para moluscos terrestres nesses testes toxicoldgicos.

O tempo de exposicdo também pode influenciar o valor das concentragdes parametros
encontradas nesses testes, de modo geral, quanto maior o tempo de exposicdo maior é a
intensidade do efeito moluscicida. Gasparotto Jr et al., (2005) verificaram um maior efeito
moluscicida do extrato de Calophyllum brasiliense Camb (CLUSIACEAE) sobre B. glabrata
guando expostos pelo maior tempo. O mesmo foi observado por Kumar & Sinhg (2003) com
extratos vegetais de Ferula asafoetida (Umbelliferae) em Lymnaea acuminata Lamarck
(Lymnaeidae). Sabe-se que as CLsy e CLgp Sd0 obtidas em testes de intoxicagdo aguda, sendo
estes ndo excedendo o tempo maximo de 24 horas de exposicdo (MARTINS, 2008). A OMS
(WHO, 1965) recomenda o tempo de exposi¢cdo de 24 horas para moluscos aquéticos
acrescido de 24 horas de recuperacdo. Afonso-Neto (2010) também manteve esse tempo
recomendado, Souza (2003) utilizou um tempo de 10 minutos em imerséo e Oliveira (2007)
utilizou um tempo de 48 horas de exposi¢do seguida por mais 48 horas de recuperacdo. Esta
autora verificou dificuldades na analise de alguns parametros, inclusive auséncia de
mortalidade para intervalo de exposi¢cdo menor. Entretanto, acredita-se que essas dificuldades
podem ser solucionadas com a utilizacdo de extratos mais concentrados para a obtencéo de
respostas mais rapidas. Desta forma acredita-se que o tempo de 24 horas de exposi¢cdo
acrescido de 24 horas de recuperagdo seja o mais indicado para a obtengdo dessas

concentragOes de referéncia (CLso € CLgg) também para moluscos terrestres.
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Em sintese, acredita-se que a padronizacdo do numero de animais, o tempo e a
metodologia de exposi¢do possam diminuir as possiveis variagbes nos valores das
concentragdes (CLso e CLgo) obtidas nesses testes com moluscos terrestres.

Também € interessante mencionar que a inclinacdo da reta nessas analises também ¢
um importante pardmetro de comparagdo. De modo geral, inclinagbes mais planas indicam
uma absorcdo deficiente, uma excrecdo ou desintoxicacdo rapida ou efeitos toxicos que se
manifestam algum tempo depois da administragdo. As inclinacbes mais ingremes indicam
com frequéncia uma absorcdo rapida e um rapido comecgo dos efeitos toxicos (LEITE &
AMORIN, 2006). Pode-se analisar a inclinacdo da reta pela representacdo grafica e/ou pelo
coeficiente angular da reta. Analisando os Gréaficos 2 e 3 pode-se perceber que a inclinacdo da
reta no tratamento com M. glomerata € ligeiramente maior em relacdo a de B. pilosa, fato que
¢ comprovado pelos coeficientes angulares (B. pilosa= 1,4512; M. glomerata= 1,7349)
(Tabela 2). Isso indica que embora esses extratos tenham principios ativos semelhantes os
efeitos letais ocorrem de forma um pouco mais rapida para os tratados com M. glomerata.

A elucidacdo do mecanismo de acdo desses moluscicidas se torna necessario a fim de
avaliar o processo em nivel molecular, tal processo necessita de estudos que avaliem o0s
detalhes referentes ao perfil fitoquimico do vegetal bem como a resposta fisioldgica do
molusco frente aos constituintes quimicos. Estudos sobre o isolamento, elucidacdo estrutural e
estabilidade dessas substancias sdo importantes para ampliar o conhecimento sobre sua
toxidez, além de facilitar a sintese de analogos que possam apresentar atividade moluscicida
ainda mais eficiente e menos toxicos em relacdo aos produtos sintéticos.

Além da atividade moluscicida os vegetais utilizados em programas de controle devem
crescer e se desenvolver facilmente em locais de endemia, ndo ser tdxicas a0 homem e a
animais domeésticos e a extracdo dos principios ativos em agua deve ser preferivel, pois torna
0 processo de extracdo barato e menos toxico (JURBERG et al., 1989; SILVA et al. 2002;
Ministério da Saude, 2008). Com base nessas exigéncias acredita-se que as espécies vegetais
B. pilosa e M. glomerata se destacam por apresentar ampla distribuicdo geografica, disponivel
durante todo ano, sdo plantas medicinais e os principios ativos responsaveis pela atividade

moluscicida sdo facilmente extraidos em agua.



CONCLUSOES

Sob essas condi¢bes em que foram realizadas os experimentos e com base nos

resultados obtidos, pode-se concluir que:

A presenca de saponinas, flavonoides e taninos condensados foi confirmada nos
extratos aquosos de Bidens pilosa e Mikania glomerata. Os indices de espuma encontrados
foram relativamente proximos, fato que pode ser justificado por se tratar de espécies da

mesma familia.

Os dois vegetais utilizados neste estudo apresentam atividade moluscicida sobre
adultos de Subulina octona sendo verificada correlagdo positiva entre a concentracéo e a
mortalidade dos moluscos para as duas plantas. Entdo € recomendado o uso de maiores

concentragdes com o objetivo de intensificar os efeitos sobre os moluscos.

As diferentes respostas aos extratos de ambas as plantas sugerem uma variedade de
mecanismos de acdo dos principios ativos dos vegetais.

Esses vegetais atendem as exigéncias determinadas e desta forma podem ser

candidatos a programas de controle de S. octona.
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4. Efeitos de sucessivas aplicacbes da CLso de Bidens pilosa Linné e Mikania glomerata
Sprengel (Asteraceae) sobre aspectos bioldgicos e comportamentais em adultos de

Subulina octona (Bruguiére, 1789) (Mollusca, Subulinidade) em laboratério

Subulina octona (Bruguiére, 1789) apresenta alta fecundidade e eclosdo dos jovens,
maturidade sexual precoce e curto periodo de incubacdo (BESSA & ARAUJO, 1995a) além
de realizar autofecundagio (BESSA & ARAUJO, 1995b), caracteristicas que permitem a essa
espécie rapido crescimento populacional. Esse molusco apresenta importancia médica
veterinéria por atuar como hospedeiro intermediario de helmintos parasitos de humanos e
animais domesticos, sua presenca em ambientes antrépicos levantam a necessidade de
medidas de controle como forma de controle da populacdo de parasitos. Além disso, essa
espécie atua como modelo bioldgico para testes de varias naturezas, inclusive testes com
substancias moluscicidas (FERREIRA, 2009; NASCIMENTO, 2008).

Além da mortalidade, outros fatores sdo importantes de serem avaliados em estudos
com moluscicidas. Alteracdes sobre a reproducdo e crescimento sdo variaveis importantes
para se definir a eficiéncia de um moluscicida, visto que uma diminuicdo da reproducdo ou o
retardamento do crescimento sdo caracteristicas que podem contribuir para a diminuicdo do
crescimento populacional, principalmente em espécies que apresentam uma relacdo
proporcionalmente direta entre o tamanho corporal e a fecundidade, como é o caso de S.
octona (D’AVILA, 2005a). Trabalhos com esse objetivo ja foram realizados para as espécies
de molusco terrestre tais como, S. octona e B. similaris (FERREIRA et al., 2009; FERREIRA,
et. al., 2011; NASCIMENTO, 2008).

De acordo com Panigrahi & Raut (1994) um dos motivos da ineficiéncia do controle é o
desconhecimento do comportamento padrdo dos moluscos no ambiente, e das alteracdes
comportamentais relacionadas ao contato com substancias toxicas e ou irritantes. Desta forma,
s80 necessarios estudos voltados para as observacfes comportamentais desses animais quando
expostos as substdncias moluscicida como forma de verificar suas estratégias de
sobrevivéncia.

Objetivou-se com esse estudo verificar os efeitos de sucessivas aplicaces da CLsy do
extrato aquoso de B. pilosa e M. glomerata sobre sobrevivéncia, crescimento e reproducao de
adultos de S. octona expostos por 24 e 48 horas e avaliar a acdo repelente nos primeiros 10

minutos pos-aplicacéo.
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MATERIAL E METODOS

4.1.1. Local dos experimentos e condi¢fes experimentais

Estes experimentos foram realizados no laboratério de Biologia de Moluscos e
Helmintos do prédio de P6s Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas, Comportamento e Biologia
Animal da Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora, MG. Esses foram realizados
sob temperatura, umidade e fotoperiodo naturais sendo registradas a temperatura média e

umidade relativa do ar por termo-higrémetro.

4.1.2. Obtengéo e manutengéo dos adultos de Subulina octona

Os adultos com idade de 60 dias e comprimento médio de concha de 9,48+1,73mm
utilizados neste estudo foram obtidos de matrizes do Laboratério de Biologia de Moluscos do
Museu de Malacologia Prof. Maury Pinto de Oliveira da Universidade Federal de Juiz de

Fora. Esses moluscos foram criados conforme descrito na Se¢édo 3.1.2.

4.1.3. Obtencao, identificagdo e processamento do material vegetal

A obtencdo, identificacdo e processamento do material vegetal estdo descritas na se¢cdo
3.1.3. As concentracOes utilizadas nesses testes foram as CLsg obtidas no experimento Il da

Secédo 3.2.2, sendo 51,4 mg/mL para B. pilosa e 44,6 mg/mL para M. glomerata.
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4.1.4. Experimentos

4.1.4.1. Experimento |- Efeitos de sucessivas aplicacfes da CLsy do extrato aquoso de
Bidens pilosa e Mikania glomerata sobre a sobrevivéncia, crescimento e reproducéo de

adultos de Subulina octona, expostos por 24 e 48 horas aos tratamentos

Esse estudo foi realizado durante 90 dias, no periodo entre 23 de fevereiro a 23 de
maio de 2011, durante o periodo de realizacdo desse estudo a temperatura maxima variou de
18°C a 30°C (média de 26°C), a temperatura minima, de 14°C a 24°C (média de 18°C), e a
umidade relativa do ar, de 50% a 91% (média de 72%).

Foram utilizados neste experimento 40 individuos adultos distribuidos em grupos (10
moluscos/grupo, com quatro repeti¢des) para cada periodo de exposicdo e para o controle. O
critério utilizado para a selecdo dos individuos adultos foi a presenca de ovos no Utero visivel
pela transparéncia da concha (D’ AVILA, 2005).

Os moluscos foram mantidos em terrario de polietileno com 509 de terra vegetal onde
foram pulverizados 20 mL de extrato, os grupos controles receberam a mesma quantidade de
agua destilada. Esses foram mantidos no centro do terrario para garantir que todos recebessem
a mesma quantidade de extrato. Os potes foram tampados com tecido de algodao e elastico
para evitar a fuga dos animais. Ap6s o periodo de exposicdo de 24 e 48 horas, os moluscos
foram transferidos para outros terrarios e estes foram umedecidos e o0s animais alimentados
segundo (ARAUJO & BESSA, 1993) a cada trés dias. Foram feitas trés aplicacbes dos
extratos com intervalos de 30 dias onde os moluscos permaneceram pelos mesmos periodos
de exposicéo.

O crescimento foi determinado através de medi¢bes mensais do comprimento da
concha utilizando um paquimetro Kanon (Mardened Stainless 1/28 in. 1/20mm). As
observacdes para andlise de mortalidade foram realizadas a cada trés dias, através de
observacao direta dos animais e os individuos mortos foram retirados do terrarios. Foram

registrados a mortalidade, crescimento, nimero de ovos produzidos e a eclosao.
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4.1.4.2. Experimento Il1- Atividade repelente dos extratos de Bidens pilosa e Mikania

glomerata sobre adultos de Subulina octona

Para esse experimento foram utilizados os mesmos grupos do experimento anterior, as
observacgdes para a analise de repeléncia foram realizadas nos primeiros 10 minutos apés a
primeira aplicacdo dos extratos e considerou-se como critério de repeléncia a migragdo dos
individuos para as laterais do terrario (afastamento dos animais da regido de aplicacdo) e

deslocamento vertical.

4.1.5. Analise estatistica dos dados

Os dados de mortalidade, crescimento, fecundidade e eclosdo da prole foram
comparados pelo teste Kruskal-Wallis seguido por Student-Newman-Keuls com 5% de
significancia utilizando o programa BioEstat versdo 5.0. As curvas foram obtidas utilizando o

programa Origin verséo 6.0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2.1. Experimento I- Efeitos de sucessivas aplicacbes da CLsy do extrato aquoso de
Bidens pilosa e Mikania glomerata sobre a sobrevivéncia, crescimento e reproducéo de

adultos de Subulina octona, expostos por 24 e 48 horas aos tratamentos

4.2.1.1. Experimento |- Efeitos de sucessivas aplicacfes da CLsy do extrato aquoso de
Bidens pilosa sobre a sobrevivéncia, crescimento e reproducédo de adultos de Subulina
octona, expostos por 24 e 48 horas aos tratamentos

Apenas um molusco tratado com o extrato e exposto por 24 horas morreu nos
primeiros 30 dias. Embora a CLsp Seja uma estimativa da concentragdo que causa a
mortalidade de 50% dos animais testados, era esperado um percentual aproximado de
mortalidade desses moluscos ap0s a primeira aplicacdo, contudo isso ndo foi observado. Esse
resultado pode indicar uma interferéncia na acdo moluscicida ocasionada pela presenca do
substrato, isso em campo pode representar a necessidade de aplicacdo de quantidades maiores
ou maiores concentraces para obter o efeito letal sobre a o molusco. Esse percentual
aproximado foi observado apds a segunda aplicacdo, onde nos grupos expostos por 24 horas a
mortalidade foi de 67,5% e 50% para 0s grupos expostos por 48 horas. A sobrevivéncia dos
moluscos, valores minimos, maximos, média, desvio padrdo e percentual de sobrevivéncia a
cada aplicacdo estdo representadas na Tabela 3.

Sabe-se que 0s gastropodes pulmonados absorvem &gua pelo tegumento (COOK,
2001) e os principios ativos presentes nesse extrato apresentam elevada solubilidade em agua,
desta forma a absorcdo dessas substancias pelo tegumento é o provavel via de intoxicacédo
desse molusco. A protecdo que o substrato oferece atua como uma barreira fisica que diminui
0 contato efetivo desses animais com o moluscicida e consequentemente aumentam as suas
chances de sobrevivéncia. Nascimento (2008) verificou que a presenca de substrato influéncia
na mortalidade de S octona quando aplicou seiva de F. foetida nas concentragdes de 0,1%,
0,25%, 0,5%, 1%, 3% e 5%. A mortalidade para os individuos adultos e jovens foi
significativa para todas as concentra¢fes, quando a auséncia de substrato. Entretanto com a
presenca de substrato, a mortalidade sé foi significativa nas duas maiores concentracées, essa

autora concluiu que a presenca de substrato confere sitios de protecéo para esse molusco.
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N&o foram observadas diferengas significativas entre os grupos tratados e controles

para os dois periodos nos dois intervalos de exposi¢do (H=0,5294; p=0,9124) na primeira

aplicacdo. Contudo, apos a segunda aplicacdo a mortalidade diferiu significativamente entre
0S grupos (24 horas: H=5,3976, p=0,0209; 48 horas: H=4,7440, p=0,0304), o tempo de
exposicdo ndo diferiu entre os grupos tratados (H= 0,7875, p= 0,3749). A mortalidade dos

grupos apos a terceira aplicacdo foi maior apenas para 0s grupos expostos pelo maior tempo
(24 horas: H= 0,8514. P=0,3562; 48 horas: 5,3976, p=0,0209) ndo havendo diferencas

estatisticas entre os tempos de exposicdo para 0s expostos ao extrato (H=2,6142, p=0,1059).

A Tabela 3 apresenta os resultados para cada intervalo de aplicagéo.

Tabela 3: Numero médio e percentual de moluscos Subulina octona sobreviventes apds exposi¢do ao
extrato aquoso de partes aéreas de Bidens pilosa utilizando dois tempos de exposicdo, 24 e 48 horas,
observados durante 30 dias.

Grupos Numero de moluscos | Percentual de
sobreviventes X+SD | sobrevivéncia
(%)
Primeira aplicacdo | Controle exposto por 24hs 10+0° 100
Controle exposto por 48hs 10+0° 100
B. pilosa exposto por 24hs 9,75+0,50° 97,5
B. pilosa exposto por 48hs 10+0° 100
Segunda aplicacdo | Controle exposto por 24hs 9,75+0,50° 97,5
Controle exposto por 48hs 9,75+0,50° 97,5
B. pilosa exposto por 24hs 3,00+2,90° 325
B. pilosa exposto por 48hs 5,0043,20° 50,0
Terceira aplicacdo | Controle exposto por 24hs 9,25+0,96° 95,0
Controle exposto por 48hs 9,75+0,50° 100
B. pilosa exposto por 24hs 1,75+2,36° 87,5
B. pilosa exposto por 48hs 1,75+3,502" 67,5
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A sobrevivéncia entre a primeira e segunda aplicacéo diferiu significativamente para
os dois intervalos de exposicdo (24 horas: H=5,3976, p=0,0209; 48 horas: H=5,3333,
p=0,0209). Esse resultado foi semelhante ao observado entre a segunda e terceira aplicacéo
apenas para 0Ss grupos expostos por 24 horas (24 horas: H=5,4634, p=0,0209; 48 horas: H=
0,7590, p= 0,3836). Entre a primeira e terceira aplicacdo apenas houve diferenca para 0s
grupos expostos pelo maior tempo (24 horas: H=1,7719, p=0,1832; 48 horas: H=5,3976, p=
0,0209).

Analisando o Gréafico 6 pode-se perceber que a diminuicdo da sobrevivéncia ocorreu
acentuadamente apos a segunda aplicagdo. Apos a terceira aplicacdo a mortalidade foi menos
pronunciada restando ao final dos 90 dias somente os individuos mais resistentes ao extrato.
Embora, a terceira aplicacdo ndo tenha ocasionado efeitos sobre a sobrevivéncia desses
individuos mais resistentes, 0s expostos por 48 horas tiveram médias de crescimento
significativamente menores (H=15,5883, p<0,0001) em relacdo ao controle expostos pelo
mesmo periodo. O menor crescimento pode representar um resultado positivo para o controle
dessa espécie, uma vez que o tamanho corporal esta relacionado com o nimero de ovos
produzidos, como ja foi observado por D’avila & Bessa (2005b).

Resultado oposto foi observado para os grupos expostos por 24 horas (H=2,8689, p=
0,0903), contudo, o crescimento dos grupos tratados foi significativamente menor no 60° dia
(H=4,5183, p=0,0337) e no 30°dia (H=22,6639, p<0,0001). O crescimento dos grupos ao
final do periodo de observacdo pode ser observado nos Graficos 7 e 8. Esse resultado indica
gue quanto maior o tempo de exposi¢cdo, maior é o grau de intoxicacdo do molusco e com isso
maior € 0 gasto energético necessario para a desintoxicacdo. Desta forma ocorre uma
diminuicdo do contetdo energético que seria utilizado para o crescimento em prol da
sobrevivéncia. Nascimento (2008) nédo verificou alteracbes expressivas sobre o crescimento
desse molusco observado por 90 dias apds aplicacdo da seiva de F. foetida nas cinco

concentragdes utilizadas.
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Grafico 6: Percentual de sobrevivéncia de Subulina octona, exposta ao extrato aquoso de partes aéreas
de Bidens pilosa, utilizando dois tempos de exposicdo, 24 e 48 horas, e sendo efetuadas observacdes

por 90 dias. Ap= aplicacéo.
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Grafico 7: Tamanho médio de moluscos
Subulina octona expostos ao extrato
aquoso de partes aéreas de Bidens pilosa
por 24 horas de exposicdo. Letras
distintas indicam diferenca significativa
entre as medias (p<0,05).
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Grafico 8: Tamanho médio de moluscos
Subulina octona expostos ao extrato
aquoso de partes aéreas de Bidens pilosa
por 48 horas de exposicdo. Letras
distintas indicam diferenca significativa
entre as medias (p<0,05).
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Com relacdo a reproducdo, os testes mostraram ndo haver diferencas significativas
sobre a fecundidade dos moluscos dos grupos tratados e controle, expostos pelo mesmo
periodo apds a primeira aplicacdo do extrato (24 horas: H=0,7500, p=0,3865; 48 horas:
H=0,3333, p=0,5637). O tempo de exposi¢cdo também ndo influenciou a fecundidade dos
moluscos tratados com o extrato (H=0,3333, p=0,5637). Todavia, apds a segunda aplicacdo
houve reducdo significativa na fecundidade dos moluscos expostos ao extrato por 24 horas
(H=5,3333, p=0,0209), esse resultado pode estar relacionado com o tamanho corporal dos
animais deste tratamento. Todavia, ndo foram observadas diferencas sobre a fecundidade nos
grupos expostos por 48 horas, ou seja, embora os moluscos expostos pelo maior tempo
apresentassem diferencas estatisticas no crescimento no 60° dia, a fecundidade desses foi igual
estatisticamente dos grupos controle expostos mesmo periodo. Porém, analisando os Graficos
7 e 8 pode-se perceber que o tamanho médio dos moluscos exposto ao extrato por 48 horas néo
diferiu do controle no 30° dia. Tal diferenca sé pode ser verificada a partir do 60°, entretanto,
Nos grupos expostos por 24 horas a diferengas no crescimento foi observada desde o 30° dia e
inclusive no 60° dia, ou seja, o tempo de desigualdade estatistica foi maior para esses grupos, o
que pode ter influenciado numa menor fecundidade. Nascimento (2008) ndo verificou
alteracOes sobre a fecundidade desse molusco em nenhuma das concentragdes utilizadas da
seiva rica em saponinas de F. foetida e da mesma forma ndo verificou alteragbes sobre o
crescimento. Com base nos resultados obtidos pode-se sugerir que a baixa fecundidade
observada em S. octona € uma consequéncia indireta dos efeitos desse extrato sobre o
crescimento. O molusco durante o periodo de intoxicacdo pode diminuir as reservas de
carboidratos que seriam utilizadas para o crescimento e utiliza-las para 0os mecanismos de
desintoxicacdo (MELLO-SILVA et al.,, 2011). O nimero médio de ovos produzidos por

molusco em cada aplicacdo esta representado no Gréafico 9
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Grafico 9: Numero médio de ovos postos por molusco Subulina octona expostos ao extrato aquoso de
partes aéreas de Bidens pilosa utilizando diferentes tempos de exposicdo, 24 e 48 horas. Letras
distintas indicam diferenca significativa entre as médias (p<0,05).

A ecloséo da prole proveniente dos adultos expostos aos tratamentos ndo diferiram
significativamente para todos os intervalos de exposic¢éo (p>0,05). A eclosdo dos grupos pode
ser observada no Grafico 10. Trabalhos que avaliem a eclosdo da prole proveniente dos adultos
expostos sdo raros na literatura, principalmente para moluscos terrestres. Nascimento (2008)
ndo verificou diferencas significativas na fecundidade bem como a ecloséo da prole para as
concentracdes de 0,5% e 1% de F. foetida sobre S. octona. Neste trabalho, a autora verificou
um percentual de eclosdo de 94,8% para o controle e 96,5% e 94% para as concentracdes de
0,5% e 1%, respectivamente. Esse percentual foi semelhante ao observado no presente estudo
para as duas ultimas aplicacbes. A auséncia de atividade desses extratos sobre a prole
demonstra que esses principios ativos podem ndo apresentar efeito teratogénico nas

concentragdes utilizadas nessas condi¢des experimentais.
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Gréfico 10: Percentual de eclodibilidade de moluscos Subulina octona provenientes de ovos postos
por moluscos expostos ao extrato aquoso de partes aéreas de Bidens pilosa utilizando diferentes
tempos de exposicdo, 24 e 48 horas. Letras distintas indicam diferenga significativa entre as médias
(p<0,05).

Os resultados obtidos nesse estudo mostram a necessidade de reaplicagdes dos extratos
para alcangar os efeitos desejados. Subulina octona, assim como outros moluscos, absorve
agua pelo tegumento (COOK, 2001) podendo dessa forma absorver as méleculas bioativas,
sendo essse entdo o provavel via de absor¢do dessas substancias moluscicidas. Entretanto, para
gue isso ocorra é necessario um contato dérmico efetivo de forma a propiciar essa absorcao.
No presente estudo e nos resultados obtidos por Nascimento (2008), foi verificado a
interferéncia do substrato nesse processo de intoxicacdo. As moléculas dos principios ativos
podem ser adsorvidas na matéria organica ficando indisponivel para a acdo moluscicida, além
de favorecer sitios com concentracbes nao letais, favorecendo a sobrevivéncia desses
moluscos. Em campo, isso pode representar a necessidade de reaplicacbes dos extratos a
intervalos menores de tempo. A homogeneidade da aplicacdo também é importante para
diminuir os sitios de protecdo para os moluscos e diminuir as chances de desintoxicacao e

recuperacgao desses animais.
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4.2.1.2. Experimento I- Efeitos de sucessivas aplicagdes da CLs, do extrato aquoso de
Mikania glomerata sobre a sobrevivéncia, crescimento e reproducdo de adultos de

Subulina octona, expostos por 24 e 48 horas aos tratamentos

A mortalidade ndo diferiu estatisticamente entre 0S grupos expostos ao extrato e
controles para os dois periodos de exposicado apds a primeira aplicacdo (24 horas: H=1,3333,
p=0,2482; 48 horas: H=3,1500, p=0,0759). A sobrevivéncia dos grupos expostos ao extrato
foi menor em relacdo ao controle ap6s a segunda aplicacdo (24 horas: H=5,3976; p=0,0209;
48 horas: H=5,3333, p= 0,0209), contudo, ndo foi observada diferenca significativa entre os
intervalos de exposicdo (H= 1,3494, p= 0,2454). Assim como na primeira aplicacdo, também
ndo foi observada diferenca significativa entre os grupos apés a terceira aplicacdo (24 horas:
H=2,2152, p=0,1367; 48 horas: H=1,3333, p=0,2482) e entre os dois periodos de exposi¢do
(H=0,3500, p=0,5541) Tabela 4 e Grafico 11.

A sobrevivéncia entre 0s grupos ap0s a segunda aplicacdo foi significativamente
menor em relacdo a primeira aplicacdo para os dois intervalos de exposi¢édo (24 horas: 4,1325,
p=0,0433; 48 horas: H=5,6000, p=0,0209).

A mortalidade encontrada para 0s grupos expostos por 48 horas ap6s a segunda
aplicacdo foi semelhante a encontrada por Souza (2003) com cafeina a 1g/L sobre essa mesma
espécie de molusco, em 24 horas de observacdo, todavia as metodologias de aplicacdo foram

distintas.
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Tabela 4: Percentual de sobrevivéncia de moluscos Subulina octona ao longo de trés exposi¢des ao
extrato aquoso de partes aéreas de Mikania glomerata, utilizando dois tempos de exposicéo, 24 e 48
horas, sendo observados por 90 dias.

Numero de Percentual de
Grupos moluscos sobrevivéncia
sobreviventes (%)
X+SD
Primeira aplicacdo | Controle exposto por 24hs 10+0° 100
Controle exposto por 48hs 10+0° 100
M. glomerata exposto por 24hs 8,75+1,89°% 87,5
M. glomerata exposto por 48hs 8,50+1,00 85
Segunda aplicacdo | Controle exposto por 24hs 9,75+0,50° 97,5
Controle exposto por 48hs 9,75+0,50° 97,5
M. glomerata exposto por 24hs 3,75+2,22° 50
M. glomerata exposto por 48hs 1,5+1,91° 30
Terceira aplicacdo | Controle exposto por 24hs 9,25+0,96° 95
Controle exposto por 48hs 9,75+0,50° 100
M. glomerata exposto por 24hs 1,5+1,30° 77,5
M. glomerata exposto por 48hs 0,25+0,50° 87,5
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Grafico 11: Percentual de sobrevivéncia de moluscos Subulina octona ao longo de trés exposi¢es ao
extrato aquoso de partes aéreas de Mikania glomerata, utilizando dois tempos de exposicéo, 24 e 48
horas, sendo observados por 90 dias. Ap= aplicacéo.

Embora ndo tenha sido observada diferenca estatistica ao final do experimento na
sobrevivéncia dos grupos tratados expostos pelos dois periodos pode-se perceber, de acordo
com o Grafico 11, que os grupos expostos pelo maior tempo sofreram os efeitos do extrato
mais rapidamente, em outras palavras, pode-se dizer que o maior tempo de exposi¢éo
representa maior tempo de intoxicacdo o que ocasionou maior eficiéncia em tempo de acéo e
ao final dos 90 dias restaram apenas os individuos mais resistentes. De acordo com a OMS
(WHO, 1965) um dos motivos para a ineficiéncia e repovoamento dos moluscos é a presenca
de individuos resistentes aos efeitos do moluscicida. Desta forma, reaplicacGes a intervalos
menores de tempo poderiam intensificar os efeitos sobre esses mais resistentes.

Com relacdo ao crescimento, a anélise dos grupos expostos por 48 horas foi realizada
até o 60° dia devido a alta mortalidade desses grupos apds esse periodo. Ao final dos 90 dias
de observacdo o0 crescimento dos grupos expostos pelo menor tempo ndo diferiu
estatisticamente (H=3,2021, p=0,0735), todavia, houve diferenca no 30° dia (H=13,6438,
p=0,0002) e no 60° dia (H=5,424, p=0,0200). O crescimento dos grupos expostos por 48
horas foi significativo ao final de 60 dias (H=14,8542, p<0,0001) (Gréfico 12 e 13).



[ Controle 24 horas

2 [ Mikania glomerata 24 horas
20 4
~ d d
E 18
16 e de
0 b
\g 144 ¢
s 124
@ 10 a a
E
5 8
€
o 6
O
4
24
0

1 30° 60° 90°
Tempo (dias)

Gréafico 12: Tamanho médio de moluscos
adultos de Subulina octona expostos ao
extrato aquoso de partes aéreas de Mikania
glomerata por 24 horas de exposi¢do. Letras
distintas indicam diferenca significativa entre
as médias (p<0,05).
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Grafico 13: Tamanho médio de moluscos
adultos de Subulina octona expostos ao
extrato aquoso de partes aéreas de Mikania
glomerata por 48 horas de exposigdo. Letras
distintas indicam diferenca significativa entre
as médias (p<0,05).
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A fecundidade dos moluscos tratados com o extrato ndo diferiram significatvamente

apos a primeira aplicacdo para os dois intervalos de exposi¢do (24 horas: H=0,3333, p=0,5637;

48 horas: H=0,0833, p=0,7728). Contudo, essa diferenga foi observada para 0s grupos

expostos por 24 horas apos a segunda aplicacdo, onde 0s grupos expostos ao extrato obteve

menor fecundidade (H=5,3333, p=0,0209), o que n&o foi observada para 0s grupos expostos

por 48 horas (H=0,3333, p=0,5637). A fecundidade média dos moluscos em cada aplicacdo

esta representada no Grafico 14.
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Grafico 14: Numero médio de ovos postos por molusco Subulina octona ao longo de trés exposicdes
ao extrato aquoso de partes aéreas de Mikania glomerata, utilizando dois intevalos de exposicéo, 24 e
48 horas. Letras distintas indicam diferenga significativa entre as médias (p<0,05).

O teste Kruskal-Wallis mostrou ndo haver diferengas significativas sobre a ecloséo
(p>0,05), esse resultado demonstra que a CLsg do extrato aquoso de M. glomerata também néo
exerceu efeito sobre a viabilidade dos ovos provenientes dos adultos expostos aos tratamentos
(Gréfico 15).
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Grafico 15: Percentual de eclodibilidade de moluscos Subulina octona provenientes de ovos postos
por moluscos expostos ao extrato aquoso de partes aéreas de Mikania glomerata utilizando diferentes
tempos de exposicao, 24 e 48 horas. Letras distintas indicam diferenca significativa entre as médias
(p<0,05).
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Os resultados apresentados neste estudo demonstram a agdo toxica do extrato de M.
glomerata sobre individuos adultos de S. octona, ocasionando efeitos sobre a sobrevivéncia,
crescimento e reproducdo. Apos a terceira aplicacdo restaram os individuos mais resistentes ao
extrato, sendo que para esses ndo houve diferenca em relacdo a fecundidade dos moluscos
controle. Esse resultado demonstra a necessidade de reaplicacbes como forma de intensificar

os efeitos sobre essas variaveis.

4.2.2. Experimento I1- Atividade repelente de Bidens pilosa e Mikania glomerata sobre
adultos de Subulina octona

As CLsg dos extratos de B. pilosa e de M. glomerata apresentaram efeito de repeléncia
sobre S. octona, esse resultado pode ser verificado devido a fuga dos moluscos em direcdo as
paredes do terrario e pelo deslocamento vertical logo apos a aplicacdo do extrato (Fotografias
6A, B, C e D) diferentemente do grupo controle (Fotografia 6E e F).

Na exposicao a B. pilosa, o comportamento mais comum foi o deslocamento vertical
pelas paredes do terrario (Fotografia 6B e C) e para 0s expostos ao extrato de M. glomerata
foi observado mais frequentemente um deslocamento horizontal para as laterais do terrario
(Fotografia 6D). Os animais se afastaram do centro do terrario onde havia maior concentracao
dos extratos, e desta forma evitaram as doses letais do moluscicida. Devido a aplicacdo ter
sido direcionada no centro do terrario, as laterais ficaram com auséncia ou insuficiéncia de
extrato, tornando a regido mais tolerante para os moluscos. Os individuos do grupo controle
permaneceram no mesmo local onde foi feita a aplicacdo da agua destilada e logo em seguida

se enterraram no substrato (Fotografia 6E e F).
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Fotografia 6: A) Adultos de Subulina octona em fuga ap0s adi¢do do extrato aquoso das partes aéreas
de Bidens pilosa (B) e (C) exibindo o deslocamento vertical; D) Adultos de Subulina octona em fuga
para as laterais do terrario ap6s adicdo do extrato aquoso das partes aéreas de Mikania glomerata; E)
e F) Adultos de Subulina octona do grupo controle apds aplicacéo de 4gua destilada e permanecendo
no centro de aplicacéo.
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O comportamento de repeléncia também foi descrito por Souza (2003) para essa
mesma espécie de molusco apds aplicacdo de solugdo de cafeina. Souza et al. (2009)
verificaram esse comportamento sobre adultos de S. octona apds aplicacdo do extrato de A.
catartica. De acordo com D’avila (2003) o deslocamento vertical ndo € comum em S. octona,
sendo mais frequente o deslocamento horizontal, portanto esse comportamento pode indicar
um mecanismo de fuga dessa espécie quando em sistemas hostis.

Neste trabalho ficou evidente a acdo repelente dos extratos de B. pilosa e M.
glomerata pela exibicdo do comportamento de fuga da regido de aplicacdo. Alem disso,
observou-se atividade dos moluscos no periodo diurno, que de acordo com D’avila (2003) é
horario tipico de repouso. Franca et al. (2009) verificaram a atividade repelente e
deslocamento vertical de S. octona apds aplicacdo do extrato aquoso de C. citratus
Nascimento (2008) também verificou o deslocamento vertical em S. octona apds aplicacédo de
seiva de F. foetida na concentracdo de 5%. Esse comportamento parece ser uma estratégia de
sobrevivéncia exibida por essa espécie quando em contato com substancias irritantes e/ou
moluscicida.

A atividade repelente sobre outros moluscos terrestres também tem sido relatada na
literatura. Afonso-Neto (2003) verificou que individuos de L. unilamellata apresentaram
comportamento de deslocamento horizontal e vertical na presenca de extratos de Euphorbia
spp, uma vez que esse subulinideo, assim como S. octona também ndo apresenta
frequentemente o deslocamento vertical, esse comportamento foi considerado com um
mecanismo de fuga. Nascimento et al. (2006) verificou a acdo repelente do extrato aquoso de
A. cathartica sobre adultos de B. similaris ap0s exposi¢do aos tratamentos.

Jurberg (1988) sugere que a tendéncia de abandonar as solu¢Bes moluscicidas e o
tempo fora delas é o provavel mecanismo que garantem a sobrevivéncia dos animais.
Segundo o Ministério da Saude (2008) alguns comportamentos exibidos por moluscos
aquaticos frente a substancias moluscicida sao responsaveis pela ineficiéncia desses produtos.
Dentre esses comportamentos pode-se citar a retracdo do corpo para o interior da concha de
forma a diminuir a superficie de contato com o produto, o enterramento desses moluscos
também é frequentemente observado e o afastamento das regides de maior aplicacdo, evitando
doses letais do moluscicida. Esses comportamentos exibidos por moluscos aquaticos sdo
tambem exibidos por terrestres e desta forma também podem ser a causa da ineficiéncia de
moluscicidas

A atividade repelente verificada neste estudo contribui para o entendimento do

comportamento de S. octona frente aos extratos de B. pilosa e M. glomerata que por sua vez



pode auxiliar os trabalhos em campo para a busca de metodologias de aplicagdo mais
eficientes. E importante salientar que a atividade repelente por si s6 ndo contribui de forma
eficiente para o controle dessa espécie de molusco, devido a capacidade de dispersar para
outras regides que ndo tenha sido feita a aplicacdo do extrato. A elevada capacidade
reprodutiva e a possibilidade de realizar autofecundagdo (BESSA & ARAUJO, 1995b)
contribuem para o sucesso em colonizar novos ambientes (SANTOS & MONTEIRO, 2001).
Entretanto, esse comportamento pode ser vantajoso nas culturas anuais, quando existe

somente a intencdo de afastar os moluscos no periodo de producéo.
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CONCLUSOES

Sob essas condi¢bes em que foram realizadas os experimentos e com base nos

resultados obtidos, pode-se concluir que:

A primeira aplicacdo dos extratos das duas espécies vegetais nao interferiu na
sobrevivéncia dos moluscos, esse fato pode ter sido atribuido provavelmente a presenca do

substrato que pode oferecer protecéo fisica para 0os moluscos.

A interferéncia negativa que 0s extratos aquosos das duas espécies vegetais
ocasionaram sobre a fecundidade e o crescimento de Subulina octona é um resultado
importante da atividade desses extratos, pois mostram os efeitos bioldgicos sobre esse

molusco, que também sdo parametros relevantes na avaliacdo de um moluscicida.

Os extratos dos dois vegetais ndo influenciam na eclosdo da prole provenientes dos
adultos expostos aos extratos, esse resultado sugere que esses ndo apresentem atividade

teratogénica sobre esse molusco.

O comportamento de repeléncia obtido para os dois vegetais pode ser vantajoso para

culturas anuais, onde existe a intengdo de afastar os animais do local de producéo.

Os resultados encontrados neste estudo apontam para a necessidade de reaplicacdes
desses extratos de forma a intensificar os efeitos, causando danos letais aos que forem mais

resistentes e desta forma aumentar as chances do sucesso do controle.
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5. Efeitos da CLs dos extratos de Bidens pilosa Linné e Mikania glomerata Sprengel
(Asteraceae) sobre diferentes fases do desenvolvimento de Subulina octona

(Bruguiére,1789) (Mollusca, Subulinidae), em laboratorio

Varios critérios sdo avaliados para se verificar a eficiéncia de um moluscicida, dentre
eles a acdo deste sobre as diferentes fases de desenvolvimento do molusco se destaca. Para
que o controle populacional de uma espécie de molusco seja efetivo € necessario que o
moluscicida seja ativo sobre as fases juvenis, adulta e também sobre os ovos (ALCANFOR,
2001; DUNCAN & STURROCK, 1987). Desta forma, estudos que buscam verificar os
efeitos sobre as diferentes fases de vida sdo necessarios a fim de contribuir de forma mais
abrangente sobre o0 espectro de a¢do dessas substancias.

Estudos sobre atividade moluscicida com extratos vegetais sobre as diferentes fases do
desenvolvimento de moluscos terrestres, inclusive S. octona ja foi verificado na literatura
(FERREIRA, 2009; NASCIMENTO, 2006; NASCIMENTO, 2008).

Varidveis bioldgicas, tais como reproducdo e crescimento também sdo parametros
importantes de serem verificados, visto que uma diminuicdo da reproducéo ou o retardamento
do crescimento sdo caracteristicas que podem contribuir para a diminuicdo do crescimento
populacional, principalmente em espécies que apresentam uma relacdo proporcionalmente
direta entre o tamanho corporal e a fecundidade, como é o caso de S. octona (D’AVILA,
2005b).

Obijetivou-se com esse estudo verificar os efeitos dos extratos aquosos de B. pilosa e M.
glomerata sobre a eclosdo dos filhotes bem como a sobrevivéncia, crescimento e alcance de
maturidade dos eclodidos e de jovens recém-eclodidos e de 30 dias idade expostos a CLsg por
periodos de 24 e 48 horas.
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MATERIAL E METODO’S

5.1.1. Local dos experimentos e condicdes experimentais

Os experimentos foram realizados no laboratério de Biologia de Moluscos e
Helmintos do prédio de P6s Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas, Comportamento e Biologia
Animal da Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora, MG. Esses foram realizados
sob temperatura, umidade e fotoperiodo naturais sendo registradas a temperatura média e

umidade relativa do ar por termo-higrémetro.

5.1.2. Obtencéo e manutencéo dos ovos, jovens recém-eclodidos e de 30 dias

Os ovos, os jovens recém-eclodidos e com idade de 30 dias utilizados neste estudo
foram retirados de matrizes do Laboratério de Biologia de Moluscos do Museu de
Malacologia Prof. Maury Pinto de Oliveira da Universidade Federal de Juiz de Fora. Esses

moluscos foram criados conforme descrito na Sec¢édo 3.1.2.

5.1.3. Obtencdo, identificacdo e processamento do material vegetal

A obtencdo, identificagdo e processamento do material vegetal estdo descritas na
Secdo 3.1.3. As concentracOes utilizadas nesses testes foram as CLsy obtidas no Experimento
Il da Secdo 3.2.2, sendo 51,4mg/mL para Bidens pilosa e 44,6 mg/mL para Mikania

glomerata.
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5.1.4. Experimentos

5.1.4.1. Experimento I- Efeitos das CLsy de Bidens pilosa e Mikania glomerata sobre a

eclosdo de Subulina octona, expostos por 24 e 48 horas

Esse estudo foi realizado em 30 dias, no periodo entre 4 de abril a 4 de maio de 2011,
durante esse periodo a temperatura maxima variou de 20,5°C a 26°C (média de 24°C), a
temperatura minima, de 18,5°C a 24°C (media de 21°C), e a umidade relativa do ar, de 81% a
84% (média de 82,5%).

Sessenta ovos foram distribuidos em quatro grupos (15 ovos/grupo, gquatro grupos
tratados) para cada intervalo de exposicao, para M. glomerata e B. pilosa. Os ovos foram
acondicionados em recipientes de polietileno com dimensdo (9 cm de didmetro e 6 de
profundidade) contendo 50 g de terra vegetal esterilizada (120°C/1h).

Foram pulverizados 20 mL das CLsy diretamente sobre os ovos que permaneceram
expostos durante 24 e 48 horas. Grupos controle com mesma quantidade de ovos
permaneceram expostos a 20 mL de agua destilada durante os mesmos intervalos de tempo.

Apobs o periodo de exposicdo os ovos foram transferidos para outros terrérios de
mesma dimensao com terra vegetal esterilizada e umedecida com agua de torneira a cada trés
dias. As observacdes para analise da eclosao foram realizadas em dias alternados totalizando

30 dias de observacao.

5.1.4.2. Experimento Il- Sobrevivéncia da prole proveniente dos ovos expostos aos

tratamentos

Esse estudo foi realizado em 120 dias, no periodo entre 5 de abril a 3 de agosto de
2011, durante o periodo de realizacdo desse estudo a temperatura maxima variou de 18°C a
28°C (média de 21,8°C), a temperatura minima, de 14°C a 24°C (média de 18°C), e a umidade
relativa do ar, de 50% a 91% (média de 78%).

Os filhotes eclodidos no experimento | foram mantidos nos mesmos recipientes e
alimentados conforme descrito na Se¢do 3.1.2. A andlise do alcance da maturidade, bem como

de mortalidade foram realizadas a cada trés dias.
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5.1.4.3. Experimento I11- Efeitos da CLsy de Bidens pilosa e Mikania glomerata sobre a
sobrevivéncia, crescimento e alcance da maturidade sexual de jovens recém-eclodidos,

expostos por 24 e 48 horas

Esse estudo foi realizado em 120 dias, no periodo entre 23 de fevereiro a 23 de junho
de 2011, durante o periodo de realizacdo desse estudo a temperatura maxima variou de 18°C a
30°C (média de 26°C), a temperatura minima, de 14°C a 24°C (media de 18°C), e a umidade
relativa do ar, de 50% a 91% (média de 72%).

Foram utilizados neste experimento 40 jovens recém- eclodidos para cada tratamento e
intervalo de exposicdo. O tamanho médio dos jovens tratados com B. pilosa foi de
2,03£0,23mm e para M. glomerata 2,03+0,24mm. Os jovens foram distribuidos em grupos
(10 moluscos/grupo, com quatro repeticdes). Esses foram mantidos em potes de polietileno
contendo 50g de terra vegetal esterilizada onde foram pulverizados 20 mL de extrato em cada
grupo tratado. Esses foram mantidos no centro do terrario para garantir que todos recebessem
a mesma quantidade do extrato. Grupos controles foram distribuidos da mesma forma e
receberam a mesma quantidade de agua destilada. Apo6s periodo de exposicdo, de 24 e 48
horas, esses foram transferidos para outros terrarios e alimentados como descrito na Secéo
3.1.2.

O crescimento foi determinado através de medi¢bes mensais do comprimento da
concha utilizando um paquimetro Kanon (Mardened Stainless 1/28 in. 1/20mm). As
observacBes para andlise de mortalidade foram realizadas a cada trés dias, através de
observacdo direta dos animais, os individuos mortos foram retirados do terrarios. O alcance da
maturidade sexual foi realizado na mesma freqiiéncia e foi determinado através da presenca
de ovos no Utero, visivel pela transparéncia da concha (BESSA & ARAUJO, 1995; D’AVILA
& BESSA, 2005).
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5.1.4.4. Experimento IV- Efeitos da CLs, de Bidens pilosa e Mikania glomerata sobre a
sobrevivéncia, crescimento e alcance da maturidade sexual de jovens de 30 dias,

expostos por 24 e 48 horas

O tamanho médio dos jovens de 30 dias tratados com B. pilosa e com M. glomerata
foram de 5,09+0,57mm e 6,00£0,58mm, respectivamente. O periodo de realizacdo desse
experimento e as condi¢des ambientais foram iguais ao experimento IIl. O numero de
individuos, a metodologia de exposi¢do bem como os pardmetros avaliados para esses animais

seguiram a metodologia descrita anteriormente na se¢éo 5.1.4.3- Experimento IlI.

5.1.5. Andlise estatistica dos dados

Foram utilizados os testes de Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keuls (p<0,05) para
comparacao entres as médias de eclosdo, mortalidade e crescimento dos individuos expostos
aos tratamentos, utilizando o software BioEstat versdo 5.0. As curvas de sobrevivéncia e

crescimento foram obtidas utilizando o programa Origin versdo 6.0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2.1. Experimento I- Efeitos das CLsy de Bidens pilosa e Mikania glomerata sobre a

eclosdo de Subulina octona, expostos por 24 e 48 horas

5.2.1.1. Experimento |- Efeitos das CLsy de Bidens pilosa sobre a eclosdo de Subulina

octona, expostos por 24 e 48 horas

O teste de Kruskal-Wallis seguido por Student-Newman-Keuls demonstrou serem
significativamente menores as médias de eclosdo dos grupos tratados com Bidens pilosa em
relacdo ao controle para 0 mesmo periodo de exposicdo (24 horas: H= 9.3384; p=0,0024; 48
horas: H=23.6739; p<0,0001) Grafico 16.

O tempo de exposi¢do também influenciou as médias de eclosdo nos grupos tratados
com B. pilosa, sendo obtida para o maior periodo uma menor média de eclosdo (H=5.2036;
p=0,0229) Gréafico 16. Os grupos controles ndo diferiram entre si nos dois intervalos de
tempo (H=0.0625; p=0,8026) sendo obtido um percentual de 98,3% e 94,6% para 0S grupos
expostos por 24 e 48 horas respectivamente. As médias e desvio padrdo, intervalo de variacao
e porcentagens de eclosdo estdo representadas na Tabela 5.

Estudos acerca da atividade ovicida sobre essa espécie de molusco terrestre sdo
escassos na literatura. Santos (2005) verificou atividade ovicida em S. octona expostos a
solucdo de cafeina a 2,5¢/L e a 5g/L utilizando uma metodologia de imersdo por 10 minutos.
A eclosdo obtida no presente estudo para 0s grupos expostos pelo maior tempo foi proxima a
encontrada por essa autora na maior concentracdo de cafeina. A eclosdo desse molusco
também foi influenciada pela seiva, rica em saponinas de F. foetida (Nascimento, 2008). Essa
autora obteve menores medias de eclosdo com o0 aumento da concentracdo dessa seiva em
0vos expostos por 24 horas. Bessa & Aradjo (1995) verificaram uma taxa de eclosdo de
94,8% para S. octona esse resultado representa uma elevada média de viabilidade dos ovos
para essa espécie de molusco, essa média de eclosao foi proxima as obtidas neste experimento

para 0s grupos controles exposto aos dois intervalos.
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Gréfico 16: Médias de eclosdo do molusco Subulina octona, expostos ao extrato aquoso de partes
aeras de Bidens pilosa, utilizando diferentes tempos de exposicdo, 24 e 48 horas. Letras distintas
indicam diferencga significativa entre as médias pelo teste Kruskal-Wallis (p<0,05).

Tabela 5: Eclodibilidade de moluscos Subulina octona provenientes de ovos expostos ao extrato
aquoso de Bidens pilosa utilizando dois tempos de exposic¢éo, 24 e 48 horas, e 30 dias de observagéo.

Grupos Eclodibilidade Intervalo de Percentual de
X£SD variacao eclosdo (%)
Controle 24 horas 14,75+0,43% (14-15) 98,3
48 horas 14,25+1,29 (12-15) 94,6
Expostos 24 horas 9,00+2,12" (6-12) 61,6
48 horas 1,02+1,63° (1-5) 14,9

#2¢= médias seguidas por letras distintas diferem entre si significativamente pelo teste Kruskal-Wallis
(p<0,05).
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5.2.1.2. Experimento |- Efeitos das CLs, de Mikania glomerata sobre a ecloséo de

Subulina octona expostos por 24 e 48 horas

Os resultados obtidos para os moluscos expostos ao extrato de M. glomerata foram
semelhantes ao de B. pilosa. Os testes demonstraram que esse extrato influenciou
negativamente a eclosdo de S. octona nos periodos de exposicdo de 24 horas (H=10.9357;
p=0,001) e 48 horas (H= 21.9613; p<0,0001), ocasionando a deterioracdo dos ovos apds o
periodo de observacdo. O tempo de exposicdo ao extrato também influenciou a taxa de
eclosdo, verificando-se eclodibilidade significativamente menor no maior periodo de
exposicao (H=4.536; p=0,0343) Grafico 17. O percentual de eclosdo, média, valores minimos
e maximos e desvio padrdo estdo representados na Tabela 6. Os resultados obtidos nesse
experimento sugerem que o tempo de exposicdo dos ovos aos extratos esta diretamente
relacionado com as médias de eclosdo, ou seja, com 0 aumento de tempo de exposi¢do o

efeito ovicida foi mais acentuado.
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Grafico 17: Médias de eclosdo do molusco Subulina octona, expostos ao extrato aquoso de partes
aeras de Mikania glomerata, utilizando diferentes tempos de exposicéo, 24 e 48 horas. Letras distintas
indicam diferenca significativa entre as médias pelo teste Kruskal-Wallis (p<0,05).
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Tabela 6: Eclodibilidade de Subulina octona tratados com Mikania glomerata, nos dois intervalos de
exposicdo, observados durante 30 dias. (média, desvio padrédo, intervalo de variacdo e percentual de
eclosdo).

Grupos Eclodibilidade Intervalo de Percentual de
X£SD variacao ecloséo (%)
Controle 24 horas 14,75+0,43° (14-15) 98,3
48 horas 14,25+1,29° (12-15) 94,6
Expostos 24 horas 7,75+4,08" (1-11) 51,6
48 horas 2,00+1,47° (1-5) 18,3

a,n,c—

= médias seguidas por letras distintas diferem entre si significativamente pelo teste Kruskal-Wallis
(p<0,05).

A alta fecundidade e viabilidade dos ovos verificada em S. octona (BESSA &
ARAUJO, 1995) contribuem para um rapido aumento populacional. Todavia as baixas médias
de ecloséo verificadas neste experimento representam um importante resultado para o controle
dessa espécie, uma vez que quanto menor o numero de jovens eclodidos, menores serdo as
populagdes de adultos potencialmente reprodutivos.

A inatividade de determinados extratos em ovos de moluscos tem sido questionada por
alguns autores (LEYTON et al., 2005). Esses autores ndo verificaram atividade dos extratos
aquosos e alcodlicos das folhas de L. esculentum, sobre ovos de B. glabrata nas
concentracdes que foram letais para os adultos. Pereira et al. (1978) testou extratos hexanicos
das folhas de E. cotinifolia que se mostraram ativos em oviposturas de B. glabrata em
concentracdes aproximadamente 20 vezes superiores as eficazes em caramujos adultos.
Santos (2005) nédo verificou diferenca significativa sobre a eclosdo de B. similaris quando
expostos a solugdes de cafeina a 2,5g/L e 5%. Souza et al (1992) verificou uma concentracdo
letal em oviposturas de B. glabrata de 30 ppm, enquanto a concentracao letal em adultos foi
de 2 ppm do extrato hexanico da casca de Anacardium occidentale L. (Anacardiaceae).
Magalhdes (2003) verificou que o extrato etandlico das sementes e frutos de Swartzia
langsdorffii, rico em saponinas, ndo apresentou atividade sobre ovos de B. glabrata nas
mesmas concentragdes que foram ativas em adultos. Segundo Lemma & Yau (1974), o baixo
efeito do moluscicida em ovos é provavelmente aos altos pesos moleculares que impedem a
passagem desses pela membrana que envolve o ovo, todavia, os extratos de B. pilosa e de M.
glomerata afetaram a ecloséo de S. octona nas concentracdes subletais calculadas para os

adultos, mostrando-se vantajoso frente a outros moluscicidas. Esse resultado sugere que a
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estrutura molecular dos principios ativos responsaveis pela atividade toxica desses vegetais
apresenta uma estrutura molecular mais simplificada com poucas ramificagfes, 0 que entdo
facilitaria a sua penetracdo pelos poros da membrana que envolve o embrido. Desta forma
pode-se perceber que a concentracdo letal para adultos de S. octona também foi letal sobre
Seus ovos.

Acredita-se que a agdo ovicida esteja mais relacionada com a acdo dos taninos. Com
Sabe-se que 0s ovos dos moluscos sao ricos em proteinas, carboidratos e 4gua para a nutricao
do embrido, desta forma qualquer alteracdo da concentracdo desses nutrientes pode ocasionar
danos letais ao embrido. Segundo Haslam (1998), os taninos complexam n&do apenas com
proteinas, mas também com alguns polissacarideos. Essa classe de compostos é soltvel em
agua (SIMOES et al., 2010) e por isso podem penetrar mais facilmente pela membrana
gelatinosa que envolve o embrido. Esses podem complexar com as proteinas e com 0s
carboidratos presentes no vitelo causando sua precipitacdo e limitando a nutricdo do embrido.

Além disso, o0 aumento da eficiéncia com o aumento do tempo de exposicédo indica que
0s principios ativos desses extratos sdo estaveis pelo menos até 48 horas pds-aplicacdo. Uma
vantagem que os moluscicidas sintéticos apresentam sobre 0s vegetais € a estabilidade das
suas moléculas bioativas (Morgan, 1982). Desta forma, muitas substancias de origem natural
que reconhecidamente apresentam atividade biocida precisam ser sintetizadas em laboratério
para a obtencdo de analogos que apresentem como caracteristica principal uma maior
estabilidade molecular. Todavia, neste estudo a atividade ovicida foi proporcional ao tempo
de exposicdo, isso indica que essas moléculas bioativas permanecem no substrato sem sofrer
degradacdo significativa pelo menos até 48 horas pds-aplicacdo. Essa estabilidade quimica
parece ser uma caracteristica vantajosa dos principios ativos presentes nesses extratos quando
essa esta relacionada com a eficiéncia na atividade.

Somado a isso, para que o controle em campo seja bem sucedido é importante
conhecer o comportamento da espécie quando o alvo é também os ovos. Caracteristicas como
preferéncia por habitat, construcdo do ninho e o periodo preferencial para realizar ovipostura
sdo fatores essenciais para o sucesso do controle. De acordo com Aradjo (1982) a presenca de
S. octona é mais frequente em épocas quentes e chuvosas do ano, habita-se no solo, sob
pedras. Bessa & Araujo (1995) constataram a influéncia da temperatura sobre a fecundidade
desse molusco, sendo observado maior nimero de oviposi¢cbes nos meses mais quentes do
ano. Os ovos sdo depositados no fundo do substrato, através de fendas abertas na terra pelo
préprio molusco ao enterrar-se. Esses mesmos autores verificaram também que a espécie S.

octona apresenta atividade noturna, sendo o periodo preferencial para realizar ovipostura, o
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que também foi verificado por D’avila (2003). Conhecer essas caracteristicas possibilita um

planejamento de controle de forma a otimizar o processo.

5.2.2. Experimento Il- Sobrevivéncia da prole proveniente dos ovos expostos aos

tratamentos

5.2.2.1. Sobrevivéncia da prole proveniente dos ovos tratados com a CLs, de Bidens

pilosa, expostos por 24 e 48 horas

A sobrevivéncia dos recém-eclodidos dos grupos tratados foram menores quando
comparados com a dos grupos controles expostos pelo mesmo periodo (24 horas: H=11.8127,
p=0,0027; 48 horas: H=15.4655; p=0,0004). Os testes também mostraram que o tempo de
exposicdo dos ovos aos extratos influenciou na sobrevivécia dos eclodidos. A sobrevivéncia
dos grupos tratados em 24 horas foi significativamente superior em relacdo aos expostos por
48 horas (H=8.1699; p=0,0047) ndo havendo sobreviventes ao final de 45 dias de observacédo
(Gréfico 18). A sobrevivéncia dos grupos controle ndo diferiu entre si nos dois intervalos de
exposicdo (H=8,3333; p=0,2612).

A mortalidade de 100% dos grupos tratados por B. pilosa expostos por 48 horas foi igual
a encontrada por Santos (2005) para recém-eclodidos de S. octona provenientes de ovos
tratados com cafeina a 5g/L. A semelhanca tanto na porcentagem de eclosdo quanto na
sobrevivéncia dos eclodidos desses tratamentos poderiam indicar igualdade na eficéncia desses
moluscicidas, porém qualquer comparacdo desse tipo ndo seria apropriada visto que as

metodologias de exposic¢do foram diferentes.
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Gréfico 18: Sobrevivéncia da prole de Subulina octona proveniente de ovos expostos ao extrato
aquoso de partes aéreas de Bidens pilosa, utilizando dois tempos de exposicdo, 24 e 48 horas, em
observac0es realizadas em 120 dias.

Analisando a curva de sobrevivéncia dos grupos tratados por 48 horas, pode-se
perceber o delineamento de uma curva de regressdo polinomial de grau dois até o 45° dia de
observacdo (Grafico 18; Grafico 19). Além disso, 0s pontos obtidos nesta curva sugerem que
os efeitos do extrato sobre a prole foi gradativo ao longo desse tempo, obtendo taxas
decrecentes de sobrevivéncia. As taxas obtidas para 0s pontos um, dois e trés representados na

curva foram 2,93%/dia, 2,2%/dia e 1,53%/dia, respectivamente.
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Gréafico 19: Relacdo entre percentual de sobrevivéncia e tempo ap6s exposi¢do de Subulina octona
proveniente de ovos expostos ao extrato aquoso de partes aéreas de Bidens pilosa, utilizando 48 horas
de exposicdo, em observacdes realizadas durante 45 dias.

Né&o foi observado alcance de maturidade sexual para os grupos tratados e controles
para os dois intervalos de exposi¢do. Santos (2005) também ndo verificou alcance de
maturidade sexual desse molusco tratados com cafeina a 2,5¢g/L e do controle em um periodo
de 120 dias de observacdo. Esses resultados diferem dos encontrados por Bessa & Araujo
(1995) que verificaram um tempo de 38 a 50 dias para o alcance da maturidade sexual,
todavia este estudo foi realizado em uma temperatura superior, variando entre 23 - 26 °C a
desse experimento. O alcance da maturidade sexual foi verificado por Marcus & Marcus
(1968 apud BESSA & ARAUJO, 1995) ao 109° dia de vida desse molusco, todavia esses
autores ndo mencionaram as condi¢cdes experimentais em que foram realizados os
experimentos. As temperaturas e umidade relativa do ar registradas nesse estudo estdo

representadas nos Graficos 20 e 21.
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Gréfico 20: Temperaturas maximas e minimas registradas durante 120 dias.
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Gréfico 21: Umidade relativa do ar registradas durante 120 dias

Segundo D’avila et al. (2004) vérios fatores podem interferir no ciclo de vida de
moluscos pulmonados, dentre eles a temperatura e umidade sdo muito importantes, pois
regulam o ritmo de desenvolvimento das populacdes de moluscos, podendo interferir na
reproducdo e sobrevivéncia. Furtado et al. (2004) também afirma que essa variaveis
interferem no crescimento, comportamento e reproducdo. Esses autores verificaram que a
umidade relativa do ar e a temperatura influenciam a producdo de gametas em B. similaris.
Parece que essas variaveis foram as principais pressoes seletivas sobre esses grupos, visto que

ndo houve alcance de maturidade nem mesmo dos grupos controle.
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5.2.2.2. Experimento 1l- Sobrevivéncia da prole proveniente dos ovos tratados com a
CLso de Mikania glomerata, expostos por 24 e 48 horas

A sobrevivéncia dos jovens provenientes dos ovos tratados com M. glomerata durante
24 e 48 horas foi significativamente menores em relagdo aos grupos controle (24 horas:
H=8.1270, p=0,0047; 48 horas (H=10.5058; p=0,0023) Gréfico 22.

Embora as média de eclosdo para os grupos tratados com M. glomerata por 24 horas
tenham sido maiores quando comparadas com 0s expostos por 48 horas, a sobrevivéncia dos
jovens eclodidos ndo se comportou da mesma forma. A sobrevivéncia dos jovens
provenientes do grupo exposto ao extrato por 48 horas foi superior a dos grupos tratados por
24 horas (H=5.3333; p=0,0341). N&o foram observadas diferencas significativas no
percentual de sobrevivéncia de jovens grupos controles nos periodos observados (H=8,3333;
p=0,2612). Analisando as curvas de sobrevivéncia pode-se perceber uma intersecdo entre 0s
grupos tratados nos dois intervalos de exposi¢cdo (Gréfico 22). No 24° dia p6s-exposicdo a
sobrevivéncia dos grupos expostos por 24 horas era igual a dos grupos expostos por 48 horas,
cujo valor era aproximadamente de 58%. A partir desse ponto 0s grupos se comportaram de

maneiras distintas.
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Grafico 22: Sobrevivéncia de jovens de Subulina octona, expostos ao extrato aquoso de partes aéreas
de Mikania glomerata, utilizando dois tempos de exposicéo, 24 e 48 horas, em observaces realizadas
durante 120 dias.
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Os grupos expostos por 48 horas tiveram uma leve queda na sobrevivéncia, em
seguida manteve-se constante durante todo periodo de observacdo. De forma distinta, a
sobrevivéncia dos grupos expostos por 24 horas manteve-se numa linearidade negativa até o
45° dia de observacdo, mantendo em seguida uma média relativamente constante.

Esses resultados indicam que a intensidade dos efeitos sobre a sobrevivéncia desses
jovens eclodidos é equivalente até o 24° dia e ap0s esse periodo 0s moluscos expostos por 24
horas foram mais sensiveis aos efeitos remanescentes do extrato de M. glomerata. Esse
resultado pode estar relacionado a variabilidade genética dos individuos expostos por 24
horas, onde esses apresentaram menor resisténcia aos efeitos do extrato. Sabe-se que
suscetibilidade individual é também um dos diferentes fatores que influenciam a toxidez de
um praguicida (SUCEN- 2000-2001). Essa possibilidade parece ser apropriada para justificar
essa diferenca, uma vez que este resultado diverge dos outros obtidos nesse estudo.

Né&o foi observado alcance de maturidade sexual dos moluscos dos grupos tratados e
controle durante todo periodo de observacdo, provavelmente esse resultado é devido as baixas

temperaturas registradas durante esse periodo.

5.2.3. Experimento I11- Efeitos da CLsy sobre a sobrevivéncia, crescimento e reproducao
de jovens recém eclodidos tratados com Bidens pilosa e Mikania glomerata expostos por
24 e 48 horas

5.2.3.1. Efeitos da CLs, sobre a sobrevivéncia, crescimento e reproducdo de recém-

eclodidos tratados com Bidens pilosa, expostos por 24 e 48 horas

As observacdes foram realizadas até o 90° dia de experimento devido a alta mortalidade
dos grupos tratados com o extrato exposto por 48 horas apds esse periodo. A sobrevivéncia dos
grupos expostos ao extrato foi significativamente reduzida ao final do experimento (24 horas:
H=5.4634, p=0,0209; 48 horas: H= 5.6709, p=0,0209). O tempo de exposi¢do ao extrato
influenciou na sobrevivéncia dos moluscos tratados sendo obtido para o maior periodo de
exposicdo uma menor sobrevivéncia (H= 4.5733, p=0,0433). Diferentemente dos expostos aos
extratos, o tempo ndo influenciou na sobrevivéncia dos grupos controles. (H=0.35, p=0,5541).
A sobrevivéncia dos grupos estd representada no Gréafico 23, intervalo de variacdo, desvio
padréo e percentual de sobrevivéncia na Tabela 7.
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Gréfico 23: Sobrevivéncia de jovens recém eclodidos de Subulina octona expostos ao extrato aquoso

de partes aéreas de Bidens pilosa,utlizando

observac0es realizadas durante 90 dias.

dois intervalos de exposi¢do, 24 e 48 horas, em

Tabela 7: Sobrevivéncia de recém- eclodidos de Subulina octona expostos ao extrato aquoso de partes
aéreas de Bidens pilosa, utlizando dois intervalos de exposi¢do, 24 e 48 horas, observadas durante 90
dias. (valor maximo, minimo, média, desvio padrdo e percentual).

Grupos Intervalo de Sobrevivéncia | Percentual de
variacao X£SD ecloséo (%0)
Controle 24 horas (9-10) 9,75+0,50° 97,5
48 horas (9-10) 9,50+0,58 95,0
Expostos 24 horas (1-2) 1,50+0,58" 15,0
48 horas (0-1) 0,25+0,50° 2,5

a,n,c

= médias seguidas por letras distintas diferem entre si significativamente pelo teste Kruskal-Wallis
(p<0,05).

Analisando o Gréfico 23 pode-se perceber uma semelhanga na queda de sobrevivéncia

entre 0s grupos expostos aos extratos. A queda na sobrevivéncia dos moluscos foi similar até o

50° dia de observacdo, ap0s esse tempo 0s grupos diferiram entre si. Além disso, nesse

intervalo de semelhanca foi observado que a queda na sobrevivéncia nesses grupos representa
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uma curva de decaimento exponencial de 1° ordem (Gréfico 24). Essa curva demonstra que a
sobrevivéncia dos moluscos foi bruscamente afetada aos primeiros 15 dias p6s-exposi¢éo e em
seguida a sua queda ocorreu de forma mais gradativa. Essa anélise esta de acordo com as taxas
de sobrevivéncia obtidas com os trés pontos representados na curva (Grafico 24) As taxas
encontradas foram de 4%/dia, 0,67%/dia e 0,17%/dia para 0s pontos um, dois e trés
respectivamente. A partir do ponto de interse¢do as duas curvas se comportaram de maneiras
distintas, onde se pode observar que 0 grupo exposto por 48 horas seguiu uma linearidade
negativa até o 90° dia atingindo uma sobrevivéncia de 2,5%. Ao contrario desses, 0 grupo 24
horas manteve constante o seu percentual de sobrevivéncia e ap6s o 75° dia apresentou um
decaimento de 10% na sobrevivéncia.

Além disso, pode-se perceber que cerca de 60% dos animais expostos ao extrato foram
mais susceptiveis aos seus efeitos toxicos, pois morreram nos primeiros 15 dias pos-aplicacao,
restando 0s mais resistentes, que por sua vez sofreram os efeitos residuais do moluscicida ao
longo do tempo. Esses efeitos residuais podem estar relacionados com o acimulo de principios
ativos no organismo do molusco durante o periodo de exposicdo, fato que sugere a acao
insuficiente do mecanismo de desintoxicacdo. Isso pode ter ocorrido devido a acdo dos

flavondides interferindo no sistema desintoxicante desse molusco.
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Gréfico 24: Sobrevivéncia de jovens recéem eclodidos de Subulina octona, expostos ao extrato aquoso
de partes aéreas de Bidens pilosa, utlizando dois intervalos de exposicdo, 24 e 48 horas, observadas
durante 90 dias, em observacdes realizadas durante 45 dias apds a exposicao.
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Com relacdo ao crescimento, a analise dos grupos expostos ao extrato por 48 horas foi
feita até o 60° dia de observacdo devido a alta mortalidade desses grupos apds esse periodo.
Os testes demonstraram que o tamanho médio dos grupos expostos por 24 horas ndo diferiu do
controle no mesmo periodo de exposicdo ao final dos 90 dias de observacdo (H=0.8628,
p=0,353). O tempo de exposicdo influenciou no crescimento desses molusco, 0 maior tempo
de exposicédo ao extrato de B. pilosa resultou num menor crescimento em relagdo ao controle
(H=8.6729, p=0,0033) Gréafico 25 e 26. Mas qualquer comparacao de eficiéncia neste sentido
ndo é apropriada, pois as medidas para 0s grupos expostos por 48 horas foram feitas até o 60°
e para esse mesmo periodo também houve diferenca no crescimento dos grupos expostos por
24 horas, ndo se pode afirmar que o maior tempo de exposi¢do € mais danoso ao crescimento.

O resultado negativo de moluscicidas sobre o crescimento de S. octona ja foi
verificado por outros autores. Santos (2005) néo verificou diferenca sobre o crescimento desse
molusco quando tratado com solugfes de timol a 2,5g/L e 5g/L e observados por 120 dias.
Resultado semelhante foi obtido por Nascimento (2008) que também ndo verificou alteracdes
expressivas apos aplicacao de extrato de F. foetida, esses resultados demonstram a capacidade
de recuperacdo dos individuos mais resistentes ao estresse provocado pela exposicdo aos

agentes toxicos.
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Gréfico 26: Tamanho meédio de moluscos
Subulina octona expostos ao extrato aquoso
de partes aéreas de Bidens pilosa por 48 horas
de exposicdo. Letras distintas indicam
diferenca significativa entre as médias pelo
teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).

Gréfico 25: Tamanho meédio de moluscos
Subulina octona expostos ao extrato aquoso de
partes aéreas de Bidens pilosa por 24 horas de
exposicdo. Letras distintas indicam diferenca
significativa entre as médias pelo teste de
Kruskal-Wallis (p<0,05).
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Observou-se variacdo entre o tempo para alcance da maturidade sexual de acordo com
0 tempo de exposicdo ao extrato de B. pilosa e em relacdo ao controle. Para 0s grupos
expostos por 24 horas foi observado que dois moluscos ao final dos 90° dia de experimento
alcancaram a maturidade sexual com a idade média de 81+8,5 dias. Os moluscos dos grupos
controles nesse periodo, cinco (13%) atingiram a maturidade com idade média de 59 + 4,9
dias. De forma distinta, os moluscos tratados por 48 horas ndo atingiram a maturidade sexual
ao final do experimento, dos grupos controles exposto por 48 horas 14 (37%) atingiram a
maturidade com idade média de 56,7+3,6 dias. Esses resultados foram semelhantes ao
encontrado por Nascimento (2008) para essa mesma espécie. Essa autora verificou alcance de
maturidade sexual dos grupos controle em 60 dias enquanto 0s grupos expostos a seiva de F.
foetida foi aos 90 dias. D’avila & Bessa (2005a) verificaram que individuos de S. octona
mantidas em terra vegetal, alcancaram a maturidade sexual, em média, com 59 dias. Esse
resultado é semelhante aos dos grupos controle no presente estudo.

No presente estudo foi observado que ap6s o alcance da maturidade sexual, 0s
moluscos dos grupos controle diminuiram o seu ritmo de crescimento ndo sendo observadas
diferencas significativas entre o 60° e 90° dia (Grafico 25).

Esse resultado estd de acordo com D’avila & Bessa (2005b) que verificou uma
desaceleracdo do crescimento de S. octona ap6s o alcance da maturidade sexual, indicando
um padrdo de crescimento indeterminado. Segundo Cichon (1999), o padrdo de crescimento
indeterminado é uma estratégia eficaz quando a reproducdo aumenta com o tamanho corporal,
desta forma a baixa produtividade em detrimento do crescimento corporal num determinado
momento pode ser compensado com uma maior producdo futura. Esse aumento da
produtividade relacionada com o tamanho corporal pode estar relacionado com o crescimento

dos 6rgdos do aparelho reprodutor e maturagio do ovotestis (D’AVILA, 2005).

5.2.3.2. Efeitos da CLsp sobre a sobrevivéncia, crescimento e reproducdo de jovens recém
eclodidos de Subulina octona tratados com Mikania glomerata, expostos por 24 e 48

horas

As observacgdes foram feitas até o 75° de experimento devido a alta mortalidade dos
moluscos dessa idade expostos ao extrato aquoso das partes aéreas de M. glomerata. A
sobrevivéncia dos jovens recém-eclodidos tratados com M. glomerata (Fotografia 7) foi
menor em comparacdo com o controle exposto pelo mesmo periodo (24 horas: H=6.0541;
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p=0,0209; 48 horas: H=6.137; p=0,0209). Os grupos expostos aos extratos atingiram 100% de
mortalidade ao final de 75° dia de observacao (Gréafico 27 e Tabela 8).

Fotografia 7: Moluscos recém-eclodidos de Subulina octona expostos ao extrato aquoso de partes
aéreas Mikania glomerata por 48 horas.
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Grafico 27: Sobrevivéncia de jovens recém eclodidos de Subulina octona, expostos ao extrato aquoso
de partes aéreas de Mikania glomerata, utilizando dois tempos de exposicdo, 24 e 48 horas, em
observacdes realizadas durante 75 dias ap0s a exposi¢éo.

Tabela 8: Sobrevivéncia de recém- eclodidos de Subulina octona expostos ao extrato aquoso de partes
aéreas de Mikania glomerata, utlizando dois intervalos de exposi¢do, 24 e 48 horas, observadas
durante 90 dias. (Intervalo de variagdo, média, desvio padrdo e percentual).

Grupos Intervalo de Sobrevivéncia | Percentual de
variagao X+£SD ecloséo (%)
Controle 24 horas (9-10) 9,75+0,50° 97,5
48 horas (9-10) 9,50+0,58 95,0
EXpostos 24 horas (0-0) 0+0° 0
48 horas (0-0) 0+0° 0

a,

(p<0,05).

médias seguidas por letras distintas diferem entre si significativamente pelo teste Kruskal-Wallis

As médias de tamanho para 0s grupos tratados e controle expostos para os dois

intervalos estdo representadas nos Graficos 28 e 29. Para 0s grupos expostos aos dois
periodos as medidas de comprimento foram registradas até o 60° dia devido a mortalidade
total dos grupos tratados em 75 dias de observagdo. Ao final dos 60° dia de observacdo o

crescimento dos grupos tratados diferiu dos controles nos dois intervalos de exposigéo (24
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horas: H=8.61, p=0,0034; 48 horas: H= 4.1951, p=0.0408). N&o houve diferenca significativa
no crescimento dos grupos tratados entre os dois intervalos (H=0.2727, p=0,6015).
Diferentemente, os grupos controle diferiram entre si entre os periodos de exposicéo
(H=8.1028, p=0,0045).
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Gréfico 28: Tamanho médio de moluscos Grafico 29: Tamanho médio de moluscos
Subulina octona expostos ao extrato aquoso de Subulina octona expostos ao extrato aquoso de

partes aéreas de Mikania glomerata por 24 partes aéreas de Mikania glomerata por 48 horas
horas de exposi¢do. Letras distintas indicam de exposicao. Letras distintas indicam diferenga
diferenca significativa entre as médias pelo teste significativa entre as médias pelo teste de
de Kruskal-Wallis (p<0,05). Kruskal-Wallis (p<0,05).

O efeito desse extrato sobre o crescimento dessa espécie parece ser uma caracteristica
vantajosa para 0 sucesso do controle, uma vez que o tamanho corporal desse molusco esta
relacionado com a capacidade reprodutiva como ja foi verificado por D’avila (2005).

Né&o foi observado alcance de maturidade sexual para 0s grupos expostos ao extrato
nos dois intervalos de exposi¢cdo no periodo observado. Somente cinco dos moluscos (13%)
dos grupos controle expostos por 24 horas e 14 (37%) de 48 horas atingiram a maturidade
sexual ao final dos 75 dias de observagdo. A idade média dos moluscos foi de 59 + 4,9 dias
(24 horas) e 56,7+3,6 dias (48 horas). A temperatura pode ter influenciado nesse resultado,

uma vez que poucos individuos dos controles atingiram a maturidade nesse periodo.
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5.2.4. Experimento IV- Efeitos da CLsy sobre a sobrevivéncia, crescimento e reproducio
de jovens de 30 dias de Subulina octona tratados com Bidens pilosa e Mikania glomerata,

expostos por 24 e 48 horas

5.2.4.1. Efeitos da CLsg sobre a sobrevivéncia, crescimento e reproducao de jovens de 30

dias de Subulina octona tratados com Bidens pilosa, expostos por 24 e 48 horas

A sobrevivéncia dos grupos tratados foi significativamente menor quando comparados
aos controles no mesmo periodo de exposi¢do (24 horas: H= 5.3976, p=0,0209; 48 horas:
H=5.6, p=0,0209). Além disso, 0 tempo de exposicdo aos extratos também influenciou na
sobrevivéncia, sendo que 0s jovens expostos pelo maior periodo tiveram médias de
sobrevivéncia significativamente menores (H= 4.7573, p= 0,0296). Este resultado sugere que
0s principios ativos, responsaveis pela atividade moluscicida, presente no extrato se mantém
ativos até 48 horas de aplicacdo. N&o foi observado diferenca significativa sobre a
sobrevivéncia dos grupos controles nos dois intervalos (H=0.0208, p=0,8852) Grafico 30 e
Tabela 9.
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Grafico 30: Sobrevivéncia de jovens de Subulina octona com 30 dias de idade, expostos ao extrato
aquoso de partes aéreas de Bidens pilosa, utilizando dois tempos de exposicdo, 24 e 48 horas, em
observacdes realizadas durante 90 dias ap0s a exposi¢ao.



Tabela 9: Sobrevivéncia de jovens de Subulina octona com 30 dias de idade, expostos ao extrato
aquoso de partes aéreas de Bidens pilosa, utlizando dois intervalos de exposicdo, 24 e 48 horas,
observadas durante 90 dias. (Intervalo de variacdo, média, desvio padrdo e percentual).

120

Grupos Intervalo de Sobrevivéncia | Percentual de
variacao X£SD ecloséo (%0)
Controle 24 horas (9-10) 9,75+0,50° 97,5
48 horas (8-10) 9,50+0,58° 95,0
Expostos 24 horas (0-6) 3,55+3,00" 35,0
48 horas (0-1) 0,25+0,50° 2,5

a,n,c

= médias seguidas por letras distintas diferem entre si significativamente pelo teste Kruskal-Wallis
(p<0,05).

Analisando a queda de sobrevivéncia dos grupos expostos, pode-se perceber que 0s
moluscos dos grupos expostos ao extrato pelo maior tempo apresentaram uma queda na
sobrevivéncia delineando uma curva polinomial de ordem dois até o 45° dia de observacéo
(Gréfico 31). Essa relagdo polinomial indica que a queda na sobrevivéncia foi gradativa ao
longo do tempo até o 45° dia. As taxas de decaimento da sobrevivéncia sdo 1,2%l/dia,
1,13%/dia e 2,88%/dia para 0os pontos um, dois e trés representados na curva.

Essas taxas demonstram que a sobrevivéncia dos moluscos sofreu queda praticamente
constante nos primeiros 30 dias e ap6s esse periodo essa foi mais acentuada. Esse resultado
indica que o extrato exerce um forte efeito residual sobre esses moluscos quando expostos
pelo maior tempo. O maior tempo de exposicdo representa maior tempo para intoxicacao e

consequentemente um maior acimulo desses principios ativos no organismo desses animais
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Grafico 31: Sobrevivéncia de jovens de Subulina octona, com idade de 30 dias, expostos ao extrato
aquoso de partes aéreas de Bidens pilosa, expostos por 48 horas, com 45 dias de observagéo.

A sobrevivéncia observada para 0s grupos expostos por 24 horas foi semelhante a
encontrada por Santos (2005) que obteve uma sobrevivéncia de 45% para S. octona nesta fase
de vida tratada com solugéo de timol a 5g/L.

De maneira geral, curvas de sobrevivéncia obtidas neste estudo indicam que o extrato
de B. pilosa ocasionou aos jovens de 30 dias um efeito retardado, indicando um forte efeito
residual sobre 0 molusco nessa fase de desenvolvimento. O mesmo néo foi observado para o0s
jovens recém-eclodidos, estes responderam mais rapidamente aos seus efeitos toxicos do
extrato. Esses resultados demonstram que existe uma distin¢do na resposta do molusco frente
a esse moluscicida dependendo da fase de desenvolvimento desses.

Souza et al. (1992) verificou uma maior sensibilidade de recém-eclodidos de B.
glabrata ao extrato de A. occidentale. Neste experimento 0s autores testaram 0s extratos sobre
individuos adultos, recém-eclodidos e ovos e observaram que o0 acido anacardio, principio
ativo oriundo desse vegetal, apresentou toxidez nas concentragbes de 2,0 0,5 e 30 ppm
respectivamente. Nascimento (2006) verificou atividade moluscicida dos extratos de A.
cathartica em recém eclodidos de B. similaris enquanto nos adultos apenas foi verificada a
acao repelente. Essa distincdo pode estar relacionada com o contetdo energético dos
individuos nas diferentes idades. Durante a exposi¢do dos moluscos aos moluscicidas, esses
podem diminuir sua reserva de energia armazenada devido ao estresse causado por essa
exposicdo, como ja verificado para A. fulica e B. glabrata (OLIVEIRA, 2007; MELLO-
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SILVA et al., 2006), desta forma diminuem seus recursos energéticos para a sobrevivéncia
futura. Os jovens de 30 dias de S. octona apresentam uma reserva de energia maior em
relacdo aos recém-eclodidos que pode ser destinada a desintoxicacdo e sobrevivéncia dos
moluscos nessa fase da vida. Por outro lado, acredita-se que a provavel via de absorcdo dessas
substancias moluscicidas seja o tegumento, desta forma sugere-se que quanto maior a
superficie corporal maior sera o grau de intoxicacdo desse molusco. Entretanto, o tamanho
corporal também pode favorecer determinados mecanismos de fuga. De maneira geral,
individuos maiores podem fugir mais rapidamente dos sitios de aplicacdo do moluscicida e
desta forma diminuem o tempo de contato com essas substancias toxicas, e consequentemente
diminuem o grau de intoxicagdo. As medidas do comprimento dos moluscos foram feitas até
0 30° dia para os grupos tratados expostos por 48 horas devido a alta mortalidade desses
grupos apés esse periodo. Os testes indicam diferencas significativas sobre as médias de
comprimento de concha dos moluscos dos grupos tratados em relagdo aos controles (24 horas:
H=15.2005, p<0,0001; 48 horas: H= 34.0671, p<0,0001) Gréfico 32 e 33.
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Grafico 32: Tamanho médio de moluscos  Gréafico 33: Tamanho médio de moluscos
Subulina octona expostos ao extrato aquoso de Subulina octona expostos ao extrato aquoso de
partes aéreas de Bidens pilosa por 24 horas de partes aéreas de Bidens pilosa por 48 horas de
exposicdo. Letras distintas indicam diferenca exposicdo. Letras distintas indicam diferenca
significativa entre as médias pelo teste de significativa entre as medias pelo teste de
Kruskal-Wallis (p<0,05). Kruskal-Wallis (p<0,05).

Nao foi observado alcance da maturidade sexual para 0s expostos aos extratos, para o
controle 14 moluscos (36%) dos grupos expostos por 24 horas atingiram a maturidade com
idade média de 67,4+6,04 dias e 20 (52%) com idade 59,6+3,38 dias para controle 48 horas.
Santos (2005) observou o alcance de maturidade de jovens de 30 dias de S. octona tratados
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com solucgdo de cafeina a 2,5g/L e 5g/L com apenas 105 dias, fato que foi relacionado com as
baixas temperaturas registradas no periodo de observacéo.

5.2.4.2. Experimento IV- Efeitos da CLsy, sobre a sobrevivéncia, crescimento e
reproducdo de jovens de 30 dias de Subulina octona tratados com Mikania glomerata,
expostos por 24 e 48 horas

Para os grupos expostos por 48 horas as primeiras mortes ocorreram trés dias apos a
aplicacdo, além disso, ao final da 4° quinzena a mortalidade atingiu 100% para estes grupos.

A sobrevivéncia dos moluscos dos grupos expostos por 24 horas foi significativamente
menor em relacdo aos controles expostos pelo mesmo periodo (H=5.6; p=0,0209) resultado
semelhante foi obtido para os grupos expostos por 48 horas (H=6.0541; p=0,0139). O
percentual de sobrevivéncia dos grupos tratados e controles estdo representados no Grafico 34
e Tabela 10. N&o foram verificadas diferencas significativas de sobrevivéncia entre 0s grupos
tratados expostos por 24 e 48 horas (H=1; p=0,3173) provavelmente devido a alta mortalidade
de ambos os grupos. Estes resultados demonstram que o efeito da CLs, sobre a sobrevivéncia
de jovens de 30 dias é independente do periodo de exposicdo, para esses dois intervalos.
Entretanto, de acordo com o Gréfico 34 a intensidade dos efeitos é maior na 1° quinzena para
0S grupos expostos por 48 horas.

Além disso, pode-se perceber que a sobrevivéncia ao final de 15 dias para 0s grupos
expostos por 48 horas era de aproximadamente 20%. Para atingir essa sobrevivéncia, 0s
grupos expostos por 24 horas demoraram cerca de 80 dias. Este resultado indica que o dobro
do tempo de exposicao diminui em cinco vezes o tempo de acdo. Em outras palavras, o dobro
do periodo de exposicdo ocasiona uma rapidez de acdo cerca de cinco vezes maior, para esse

intervalo de sobrevivéncia.
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Grafico 34: Sobrevivéncia de jovens de Subulina octona com 30 dias de idade, expostos ao extrato
aquoso de partes aéreas de Mikania glomerata, utilizando dois tempos de exposicdo, 24 e 48 horas, em
observacdes realizadas durante 90 dias ap0s a exposi¢do. Pontos “X” e “Y” marcados para avaliar a
eficiéncia, em tempo de a¢&o, dos dois intervalos de exposi¢éo, 24 e 48 horas.

Tabela 10: Sobrevivéncia de jovens de Subulina octona com 30 dias de idade, expostos ao extrato
aquoso de partes aéreas de Mikania glomerata, utlizando dois intervalos de exposicédo, 24 e 48 horas,
observadas durante 90 dias. (Intervalo de variagdo, média, desvio padrdo e percentual).

Grupos Intervalo de Sobrevivéncia | Percentual de
variacao X+£SD ecloséo (%)
Controle 24 horas (9-10) 9,75+0,50° 97,5
48 horas (8-10) 9,50+1,00% 95,0
Expostos 24 horas (0-1) 0,25+0,50" 2,5
48 horas (0-0) 0+0° 0

a,

= médias seguidas por letras distintas diferem entre si significativamente pelo teste Kruskal-Wallis
(p<0,05).

Diferentemente, do que foi observado para os grupos tratados com B. pilosa, os efeitos
sobre os recém-eclodidos expostos & M. glomerata foram mais retardatarios em relacdo aos

jovens de 30 dias para 0s grupos expostos pelo maior tempo. Esse resultado sugere que
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existam outras variaveis que podem interferir na toxicidade dos extratos sobre esse molusco
nessas fases de vida. Embora esses extratos apresentem classes de principios ativos
semelhantes, esses podem ser diferentes do ponto de vista molecular, com isso a
susceptibilidade dos organismos numa fase de vida pode ser diferencial de acordo com a
estrutura quimica. Em outras palavras, os jovens de 30 dias podem ser mais susceptiveis aos
efeitos de determinadas estruturas quimicas presentes nos extratos de M. glomerata e ndo em
B. pilosa. Testes com os principios ativos isolados relacionando estrutura-atividade nessas
fases de vida de S. octona podem comprovar essa hipotese.

A anélise do crescimento dos grupos tratados por 24 horas foi realizada até o 60° dia,
enquanto a dos grupos expostos por 48 horas foram realizadas até o 30° dia, devido ao
percentual de mortalidade de esses grupos terem atingindo 100% nesses periodos (Graficos 35
e 36). O crescimento dos grupos controles foi significativamente maior quando comparados
com os tratados expostos ao mesmo periodo (24 horas: H=6.9585, p=0.0084; H=11.6639,
p=0,0006).
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Gréafico 35: Tamanho meédio de moluscos Gréfico 36: Tamanho médio de moluscos
Subulina octona expostos ao extrato aquoso de Subulina octona expostos ao extrato aquoso de
partes aéreas de Mikania glomerata por 24 partes aéreas de Mikania glomerata por 48 horas
horas de exposicdo. Letras distintas indicam de exposicdo. Letras distintas indicam diferenca
diferenca significativa entre as médias pelo significativa entre as médias pelo teste de
teste de Kruskal-Wallis (p<0,05). Kruskal-Wallis (p<0,05).

Com relacdo ao alcance de maturidade, apenas um molusco dos grupos expostos por
24 horas alcangou a maturidade sexual com 87,0 dias. Para os grupos expostos por 48 horas

nédo foi observado alcance de maturidade sexual. Para o controle esse percentual foi de 36%



e 52,6% para 24 e 48 horas, respectivamente. A idade dos moluscos no alcance da
maturidade sexual foi 67,4+6,04 dias (controle 24 horas) e 59,6+3,38 dias (controle 48 horas).

O efeito dos extratos vegetais utilizados neste estudo sobre a eclosdo, sobrevivéncia e
crescimento de S. octona nas fases de desenvolvimento avaliadas demonstram que esses
vegetais podem ser utilizados para o controle dessa espécie, além de nortear futuras pesquisas

para outras espécies de moluscos com importancia epidemioldgica.
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CONCLUSOES

Sob essas condicGes de analise e de acordo com os resultados obtidos neste

experimento, pode-se concluir que:

A influéncia negativa que os extratos aquosos dos dois vegetais ocasionaram sobre a
eclosdo, sobrevivéncia dos jovens recém-eclodidos e de 30 dias de idade do molusco Subulina
octona demostra um resultado importante para o sucesso do controle, pois viabiliza o espectro

de acao desses extratos sobre as diferentes fases de vida.

A interferéncia no crecimento ocasionada em Subulina octona pelos extratos aquosos
dessas espécies vegetais € um resultado significativo para o controle desse molusco, uma vez
gue o tamanho corporal esta relacionado com o nimero de ovos produzidos. Desta forma, o
menor tamanho corporal influi num menor sucesso reprodutivo, fato que contribui para o

controle da populagao.

A mortalidade ao longo do tempo observada em Subulina octona, nas diferentes fases

de vida, demonstra um efeito cumulativo dos principios ativos presentes nesses extratos.

Os resultados obtidos nesse estudo agregado a facilidade de obtencgéo desses vegetais
tornam essas espécies promissoras para o controle de Subulina octona além de nortear futuras

pesquisas para o controle de outras espécies de molusco.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo comprovaram a acdo letal dos extratos aquosos de
Bidens pilosa e Mikania glomerata sobre as diferentes fases do desenvolvimento de Subulina
octona em condicdes de laboratdrio. Esses resultados podem nortear futuras pesquisas para
outras espécies de molusco de importdncia para epidemiol6gica. Os principios ativos
frequentemente citados na literatura estdo presentes nesses dois vegetais e sdo facilmente
extraidos em agua, fato que torna o processo de extracdo barato e ecologicamente correto.
Essas plantas apresentam ampla distribuicdo geogréfica e pode ser facilmente cultivadas, o
que torna o acesso muito facilitado. Sdo espécies amplamente utilizadas na medicina popular,
e desta forma os riscos de intoxicacdo em humanos é pequeno. Entretanto é necessario
destacar a importancia de estudos ecotoxicologicos para ampliar o conhecimento sobre o
espectro de acdo desses extratos. O fracionamento desses extratos, o teste com as fragoes
isoladas juntamente com a elucidacdo estrutural das moléculas bioativas sdo importantes para
0 campo da Agroquimica, pois direciona para a sintese de analogos mais estaveis. Estudos
que relacionam estrututa-atividade podem contribuir para o entendimento do mecanismo de
acdo desses compostos. Enfim, a possivel utilizacdo de um moluscicida vegetal em campo

requer o envolvimento de diversas especialidades com atuacdo multidisciplinar.



Afrogénico:

Anfifilico:

Dalton:

Decocto:

Fenilas:

Genina:

Maceracdao estatica:

Mol:

Xenobidtico:

GLOSSARIO

Substancias que produzem grande quantidade de espuma quando em
solugdes aquosas.

Toda substancia de origem organica ou inorganica que possui em
sua estrutura quimica uma parte polar e hidrofilica e outra apolar e
hidrofobica.

Unidade de massa atbmica desenvolvida pelo Quimico e Fisico
inglés John Dalton.

Fervura de um vegetal em agua ou outro solvente por um intervalo
de tempo.

Radical derivado do benzeno.

Metabolitos de saponinas sem a/as moléculas de acuUcar.

Contato direto do vegetal com o solvente sem agitacéo.

Unidade para descrever quantidade de entidades elementares
(4tomos, fons, moléculas etc...). Cada Mol corresponde a 6,02x10%
particulas.

Composto de origem exdgena que causam alteracdes funcionais no

organismo.
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