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RESUMO

Indigofera suffruticosa Mill ¢ um arbusto da familia Fabaceae
conhecido popularmente como anil. E uma planta distribuida em regides
tropicais e subtropicais, sendo utilizada na medicina popular contra
diversos problemas de saude. Este trabalho avalia a atividade téoxica de
extrato aquoso ¢ hidroalcodlico das folhas da |. suffruticosa sobre
caramujos adultos e na fase embrionaria de B. glabrata expostos as
concentragdes de 0, 125, 250, 500, 750 ¢ 1000 ppm por 96 horas. Outros
aspectos observados foram a atividade cercaricida dos extratos apos 120
minutos (min) de exposi¢do nas mesmas concentragdes acima citadas ¢ a
analise da atividade artemicida dos extratos apo6s 24 horas de
exposi¢cdo, nas mesmas concentragdes acima citadas. Apos o término do
periodo de exposi¢do observou-se que o extrato aquoso na concentragao
de 500 ppm provocou reducdo na taxa de fecundidade ¢ fertilidade dos
caramujos adultos para 53,9% e 49,6 %, respectivamente, e o extrato
hidroalcodlico, para 44,7% e 40,4%, respectivamente. O estudo da
embriotoxicidade mostrou que na concentragao de 250 ppm do extrato
aquoso apresentou 26,0% de inviabilidade enquanto que o
hidroalcoolico apresentou 53,0%. A atividade cercaricida do extrato
aquoso apresentou forte toxicidade na concentracdo de 250 ppm e apds
120 mim de exposi¢do, enquanto o extrato hidroalcoodlico apresentou
forte toxicidade na concentragcdo de 125 ppm e apo6s 120 mim. Em
relacdo a atividade artemicida o extrato aquoso na concentragcdo de 250
ppm provocou a morte de 36,3% das larvas, enquanto o hidroalcodlico,
64,0%. O estudo mostrou que os extratos aquosos e¢ hidroalcoodlicos das
folhas da |. suffruticosa reduz as taxas de fecundidade e fertilidade,
além de possuir propriedades embriotoxicas e cercaricida, indicando
uma possivel utilizacdo desse material biodegradavel ou uma fracgdo

dela derivada em programas de controle da Esquistossomose mansdnica.

Palavras-chave: Indigofera suffruticosa; Biomphalaria glabrata; Artemia salina; atividade

cercaricida; toxicidade.



ABSTRACT

Indigofera suffruticosa Mill is a shrub of the Fabaceae popularly known as indigo. It is
a plant distributed in tropical and subtrpical regions, being used in folk medicine against
various health problems. This study evaluates the toxic activity of hydroalcoholic and
aqueous extracts of leaves of I. suffruticosa on adult snails and in the early stage of B.
glabrata exposed to concentrations of 0, 125, 250, 500, 750 and 1000 ppm for 96 hours.
Other aspects were observed cercaricide activity of the extracts after 120 minutes (min)
exposure of the same concentrations mentioned above and analysis of the activity of the
extracts artemicida after 24 hours of exposure at the same concentrations above. Upon
completion of the exposure period showed that the aqueous extract at a concentration of
500 ppm caused a reduction in fertility rate and fertility of adult snails to 53.9% and
49.6%, respectively, and hydroalcoholic to 44 7% and 40.4% respectively. The study
showed embryotoxicity at a concentration of 250 ppm of the aqueous extract showed
26.0% of infeasibility while the hydroalcoholic showed 53.0%. Cercaricide activity of
aqueous extract showed strong cytotoxicity at a concentration of 250 ppm and after 120
I exposure, while the hydroalcoholic extract showed strong toxicity at concentration of
125 ppm and 120 after me. Regarding artemicida activity in the aqueous concentration
of 250 ppm caused the death of 36.3% larvae, while the hydroalcoholic, 64.0%. The
study showed that hydroalcoholic and aqueous extracts of leaves of I. suffruticosa
reduces fertility rates and fertility, also has embryotoxic properties and cercaricide,
indicating a possible use of biodegradable material or a fraction derived therefrom in

control program sof Schistosomiasis mansoni.

Keywords: Indigofera suffruticosa, Biomphalaria glabrata, Artemia salina; cercaricide

activity, toxicity.
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1. INTRODUCAO

A esquistossomose ocupa o segundo lugar no ranking das enfermidades
com maior area de endemismo e prevaléncia no mundo. Ocorre em 74 paises
tropicais e subtropicais dos continentes Americano, Africano e Asiatico, e
estima-se que 200 milhdes de pessoas estejam infectadas e 600 milhdes sujeitas
ao risco de infec¢do devido a problemas econdmicos, culturais e de satde

publica (WHO, 1993; CHITSULO et al., 2000).

A elevada prevaléncia dessa doenca estd diretamente relacionada ao
contato humano com 4aguas infestadas por cercarias. Parte desse contato ¢ de
natureza profissional e, até certo ponto, inevitavel, mas a grande incidéncia na
transmissdo da esquistossomose ocorre durante a utilizacdo da dgua para fins

domésticos e de recreacao (SANTOS, 1997).

Uma das acgdes recomendadas pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) para o controle da esquistossomose, além da implementacao de medidas
de saneamento e do tratamento dos doentes, ¢ o emprego de moluscicidas para
reduzir as populagdes dos caramujos adultos hospedeiros intermediarios, em
locais onde a doenca ¢ endémica (WHO, 1993). A niclosamida, comercializada
com o nome de Bayluscide WP70", na forma de po, contém 70% de sal de
etanolamina, sendo o moluscicida sintético mais indicado por apresentar ag¢ao
letal em todos os estadios do ciclo de vida do caramujo e ser atoxico para plantas
aquaticas, animais domésticos ¢ homem. Porém, € caro, toxico para peixes e
outros organismos aquaticos, decompdem-se sob agdo da luz solar e sua
aplicagdo ndo previne a recolonizagdo pelos caramujos, devido aos seus

mecanismos de escape (GIOVANELLI et al., 2002).

Desde 1930, propriedades moluscicidas de extratos de plantas tém sido
estudadas, com o intuito de desenvolver tecnologias acessiveis e baratas
apropriadas para o uso local em comunidade no controle do caramujo vetor da

esquistossomose (MENDES et al., 1997)

A espécie Indigofera suffruticosa Mill é uma planta da Antilha e América

Central (ALMEIDA, 1993) e encontra-se distribuida por toda América tropical
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(CESARIO, 1980). No Brasil ha registro da espécie nos estados do Mato Grosso
(FERNANDES, 1987), Alagoas (RIBEIRO et al., 1984), Paraiba (RIET-
CORREA, 2000), Ceara, Rio Grande do Norte, Para e Pernambuco (NETO et
al., 2001).

Tipicos em leguminosas, as Indigoferas tém alto teor em proteinas, t€ém
habilidade para tolerar a seca, inundagdes e elevadas salinidades, (SHERMAN,
1982). A origem do nome Indigofera provém da palavra alema Indigo, que
significa producio de pigmento azul (Indigo Blue) (PENSAVENTO, 2005).

Segundo PARRISH (1995) testes de toxicidade aguda com organismos
aquaticos tém sido amplamente utilizados para determinar os efeitos de

substancias potencialmente toxicas desde a Segunda Guerra Mundial.

A toxicidade aguda produz efeitos adversos, correspondendo a uma
resposta severa e rapida (poucas horas a poucos dias), apds a administragdo de
uma Uunica dose ou doses multiplas de um composto, ocasionando geralmente
uma elevada mortalidade (ABEL, 1989). A dose tunica ¢ utilizada para

determinar um efeito toxico mensuravel (SILVA, 2002).

A Artemia salina, também conhecida como camarao de agua salgada, se
encaixa na ordem Anostraca da classe Branchiopoda. Juntamente com outros
Brachiopodas, a Anostraca representa a mais primitiva forma de vida crustacea.
Devido a sua grande sensibilidade frente a uma grande variedade de compostos,
a possibilidade de estocar seus ovos por anos a temperatura ambiente e, a
obtencdo de suas larvas entre 24-48 horas, a A. salina tem sido muito utilizada
como organismo-alvo indicador de toxicidade em bioensaios. Por ser um
indicador de toxicidade, este bioensaio consegue detectar uma grande variedade
de bioatividades que podem ser inerentes a planta e, possivelmente seriam

ignorados em testes bioldgicos especificos (SANTOS, 1997).

A busca por substancias naturais e biodegradaveis visando combater a
transmissdo da esquistossomose justifica a investigacdo das propriedades toxicas
sobre B. glabrata, da atividade cercaricida e artemicida dos extratos aquosos e

hidroalcodlicos da |. suffruticosa.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Esquistossomose

A esquistossomose ¢ uma doenga endémica, silenciosa, parasitaria que
ocorre em 74 paises tropicais e subtropicais dos continentes americano, africano
e asiatico. Estima-se que 200 milhdes de pessoas estejam infectadas e 600
milhdes sujeitas ao risco de infeccao devido a problemas econdmicos, culturais e

de saude publica (WHO, 1993) e (WHO, 2010).

E uma doenca transmitida por caramujos que habitam a Africa e as
Américas, e tem como principais agentes etiologicos as espécies Schistosoma
mansoni, Schistosoma haematobium e Schistosoma japonicum (BRICKER &
BRUCE, 1978).

Nos ultimos 50 anos, projetos tém sido realizados visando o controle da
doenca. Estudos geraram bons resultados, no entanto, a constante migragao
ocasionando mudanca na distribuicdo dos portadores da doenca fez com que o
numero de pessoas infectadas e com risco de infeccao ndo fosse reduzido

(ENGELS et al., 2002).

A esquistosomose mansonica, causada pelo parasito Schistosoma
mansoni, ocorre em 54 paises e territorios, principalmente na América do Sul,
regido do Caribe, Africa e leste do Mediterraneo (CHISTSULO et al 2000;
FUNASA, 2002) (Figura 01). E uma doenca autoctone da Africa, onde
concentra 85% dos doentes (UTZINGER et al., 2001). Nas Américas, a doenga
surgiu inicialmente nos territorios coloniais onde as metropoles basearam a
economia na exploragdo escravagista, importando mao-de-obra africana. O
trafego de escravos africanos provavelmente introduziu a esquistossomose no
Brasil. Dos focos iniciais, relacionados provavelmente com os portos de ingresso
e mercados de escravos, a doenga se propagou para outras regides devido ao
fluxo de migracdo com a expansao da agricultura, mineragdo e pela presencga de
caramujos hospedeiros suscetiveis, juntamente com as condi¢des ecologicas que

favoreceram o ciclo evolutivo do parasito. Assim a endemia instalou-se e a
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doenga se difundiu para o interior do pais (COURA & AMARAL, 2004; REY,
2001).
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Figura 01. Distribui¢do do Schistosoma mansoni e Biomphalaria nos continentes americanos,
africanos e asiaticos (MORGAN et al., 2001).

2.2 Esquistossomose mansonica no Brasil

A doenga instalou-se no Brasil ¢ a presenca do S. mansoni foi registrada
por Piraja da Silva, em 1908 na Bahia, com quatro casos (COURA &
AMARAL, 2004). No Brasil, a esquistossomose ¢ um problema de saude,
amplamente disseminada, e estima-se que o numero de casos da doenga esteja entre
seis e sete milhdes, isto €, cerca de 20% do total de 42 milhdes de pessoas que
vivem nas areas endémicas sob risco da infeccdo (COURA & AMARAL, 2004;
WHO, 2010).

A transmissdo da doenca ocorre em 19 estados com diferentes

intensidades. Sdo regides endémicas os estados do Rio Grande do Norte,
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Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia, Minas Gerais e Espirito Santo.
Os estados do Ceara, Piaui, Maranhao, Para, Goias, Distrito Federal, Sdo Paulo e
Rio de Janeiro apresentam focos isolados e, atualmente, focos novos surgiram
nos estados do Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Figura 02) (REY,
2001; FUNASA, 2002; COURA & AMARAL, 2004).
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Figura 02. Distribui¢do geografica da esquistossomose mansénica no Brasil (REY, 2001).

2.3 Parasito e hospedeiro intermediario do Schistosoma mansoni

O S. mansoni, parasito causador da esquistossomose mansOnica nas
Américas, ¢ um trematddeo digenético que, quando adulto, vive nos vasos
sanguineos do sistema porta-hepatico do homem e de alguns mamiferos roedores

e marsupiais (CUNHA, 1970; REY, 2001).
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Os hospedeiros intermediarios do parasito pertencem ao Filo Mollusca,
Classe Gastropoda, Subclasse Pulmonata, Ordem Basommatophora, Familia
Planorbidae e Género Biomphalaria (REY, 1991; NEVES, 2004; LUNA et al.,
2005). Das 10 espécies de Biomphalaria registradas, apenas Biomphalaria
glabrata, Biomphalaria tenagophila e Biomphalaria straminea sao suscetiveis a
infec¢do natural por S. mansoni (SOUZA & LIMA, 1990).

Os caramujos hospedeiros podem ocupar vasta area geografica devido a

capacidade de adequacdo a diversas condi¢des ambientais (Figura 03).

Biomgodrelario clobroara
e B o alar i Stranine @
B siwawhatorie tenagaphiic

Figura 03. Distribuigdo dos vetores da esquistossomose na América do Sul (PARAENSE,

Biomphalaria glabrata ¢ encontrada em todos os estados brasileiros
desde a Paraiba até¢ o Rio Grande do Sul e também em algumas areas do Para,
Maranhdo e Piaui, ao norte de Goias ¢ Mato Grosso no Centro-Oeste. Constitui o
mais eficiente vetor da esquistossomose mansonica nas Américas, sendo

responsavel pelos focos mais ativos. Em laboratério infecta-se, geralmente, com
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muita facilidade, em proporgdes proximas de 100% e nos ambientes naturais ja

foi encontrada com taxas de positividade da ordem de 70% (REY, 2001).

A distribuig¢@o geografica de B. tenagophila abrange os estados do sul do
Brasil, desde Mato Grosso a oeste, sul da Bahia e Rio de Janeiro a leste, até o Rio
Grande do Sul. Em Geral, é encontrada com taxas de infec¢do natural muito

baixa, mesmo nos periodos mais favoraveis (REY, 2001).

Biomphalaria straminea é encontrada com frequéncia em quase todas as
bacias hidrograficas do Brasil. No Nordeste do pais, desempenha importante
papel na transmissdo da esquistossomose, pois sua abundancia em criadouros

naturais compensa o fato de apresentar baixas taxas de infeccao (REY, 2001).

2.3.1 Biologia do B. glabrata

Os caramujos hospedeiros intermediarios habitam diversas colegdes
hidricas de 4agua doce. Sao hermafroditas, capazes de se reproduzir por
autofecundag@o, mas a copula entre dois individuos, um atuando como macho e
outro como fémea resulta em maior nimero de descendentes (REY, 2001). Os

ovos s3o0 postos um a um e envoltos por uma substancia gelatinosa transparente.

Devido a cor amarelada da substancia gelatinosa dos ovos (Figura 04), o
conjunto adquire um aspecto de cipsula amarelada denominada desova, que ¢
oviposta, principalmente, sob folhas de plantas aquaticas submersas. O numero
de ovos presentes em uma desova pode variar de um a mais de cem. A eclosao
em condi¢des de laboratorio e a 25°C inicia-se normalmente sete dias apos a
postura; com cerca de trinta dias, os caramujos podem alcancar a maturidade
sexual e comecar a desovar, podendo um s6 individuo produzir

aproximadamente 10 milhdes de descendentes (SOUZA & LIMA, 1990).
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Figura 04: Caramujo adulto (A); Embrides no estadio de blatula (B) (FIGUEIREDO, E. S.,
2011)

2.3.2 Embrides do B. glabrata

CAMEY & VERDONK (1970) realizaram um estudo da linhagem
celular de B. glabrata a partir das primeiras clivagens até a ruptura da capsula da
desova e liberagdo dos caramujos jovens. De acordo com os autores, a primeira
clivagem deve ser o ponto de referéncia temporal para as posteriores
observagdes do desenvolvimento embriondrio, devido a variacdo no tempo que

decorre entre a oviposi¢ao e a primeira clivagem.

Baseado em KAWANO et al., 1992 ¢ KAWANO et al., 2004 segue
abaixo a descrigdo dos principais eventos que serviram de base para a

identificacdo dos estadios embrionarios.

O ovo inicialmente sofre diversas clivagens até alcancar o estadio de
blastula, que ocorre aproximadamente entre a 10 a 23* hora da primeira
clivagem. Nesse estddio ocorrem apenas mitoses, sem aumento de volume

celular (Figura 05 — 1A a 12)

No estadio seguinte, de gastrula, que ocorre de 24 a 39 horas apos a 1*
clivagem, o embrido sofre um achatamento na regido do polo vegetativo em

direcdo ao polo animal e ocorre o inicio de movimentagao celular. Nessa fase, o
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embrido apresenta trés camadas celulares: ectoderme, mesoderme e endoderme

(Figura 05— 13 ¢ 14).

O estadio de trocofora ocorre entre as 40" e 80* horas apos a 1? clivagem.
Nessa fase, ocorre a organogénese. Uma dupla fileira celular situada na regido
anterior a boca forma o prototroquio, o qual é constituido por um cinturdo de

cilios que auxiliam na movimentagao da larva (Figura 05 — 15 ¢ 16).

O estadio de véliger ocorre entre as 80" e 120® horas apds a primeira
clivagem. Ha um desenvolvimento maior da concha e do pé, formagdao dos
olhos, aumento do tamanho dos tentaculos, a concha inicia o enrolamento e
cobre todo o corpo; o caramujo possui formacao quase completa (Figura 05 — 17

e 18).

O desenvolvimento embrionario de B. glabrata ¢ igual ao de B.
tenagophila (CAMEY & VERDONK, 1970) e B. straminea (KAWANO et al.,
2004).

O conhecimento da embriologia das espécies de Biomphalaria serve de
base para estudos de toxicidade. Esses caramujos sdo bons bioindicadores de
efeitos de teratogénicos, pois, além de terem seu desenvolvimento embrionario
bem descrito apresentam vantagens como a transparéncia das capsulas de
desovas e dos ovos e postura em mono camada que facilita a identificagdao dos
efeitos morfogenéticos de substancias diversas sobre os embrides (KAWANO,
1983; KAWANO & SIMOES, 1987; KAWANO et al., 1992; TALLARICO et
al., 2004; ESTEVAM et al., 2006; SILVA et al., 2008).



Fonte: (WATTANABE, 1997)

Figura 05. Principais estadios embrionarios de Biomphalaria tenagophila (Microscopia

Eletronica de Varredura) cujo desenvolvimento é igual ao de B. glabrata (CAMEY &
VERDONK, 1970). 1A — ovo indiviso; 1B — primeira clivagem; 2 - estadio de dois blastomeros;
3,4 e 5 - sequéncia de aproximagao dos blastdmeros e aparecimento da cavidade de clivagem; 6
— inicio da segunda clivagem; 7 e 8 — estadios de quatro blastomeros; 9 e 10 — estadios de oito
células; 11 — estadio de doze células; 12 — estadio de blastula, 15 horas ap6s a 1* clivagem; 13 e
14 — estadios de gastrula, apos 26 horas; 15 — estadio de trocofora jovem, apos 43 horas; 16 —
estadio de trocofora, apds 66 horas; 17 — estadio de véliger jovem, apos 96 horas; 18 — estadio de
véliger, apos 120 horas. A, pdlo animal; BL, blastoporo; CC, cavidade de clivagem; CP,
corpusculo polar; mi, micrdmeros; ma, macromeros; V, polo vegetativo.

2.3.3 Ciclo evolutivo do S. mansoni e profilaxia

Os ovos de S. mansoni postos pelas fémeas que migram em dire¢do ao
intestino no interior dos vasos sanguineos do sistema porta hepatico atravessam
a mucosa intestinal do individuo portador da esquistossomose mansonica € sao
eliminados com as fezes. Em contato com a agua, os miracidios liberam-se dos
ovos durante o periodo de vida de 24 a 36 horas, nadam até encontrar o
caramujo hospedeiro, onde penetram pelo tegumento. Por reproducao assexuada,
os miracidios transformam-se em esporocistos primarios, que produzem
internamente esporocistos secundarios; estes desenvolvem cercarias de cauda

bifurcada apos 25 a 35 dias. As cercarias, por estimulo de luz e calor, deixam o
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caramujo e passam para a agua, onde nadam a procura de contato com o
hospedeiro vertebrado; neste penetram ativamente através da pele e perdem a
cauda. Apds a penetracdio no vertebrado, as cercarias ddo origem a
esquistossomulos, que podem ser destruidos na derme ou ganhar a circulagao
geral, sendo arrastadas para o coracdo e pulmdes, de onde migram ativamente
até o figado. Ao chegar ao sistema porta intra-hepatico, os esquistossomulos
desenvolvem-se até a fase adulta 28 a 48 dias apoOs a penetracdo no 6rgdo. Os
vermes adultos machos e fémeas acasalam-se e migram para as vénulas da
parede intestinal, caminhando contra a corrente sanguinea da veia porta e das
veias mesentéricas. As fémeas eliminam ovos um a um, em fila, até¢ 300 por dia.
Cerca de 22% dos ovos chegam a luz intestinal e saem com as fezes, e o restante
fica retido nos tecidos do figado e paredes do intestino, dando origem a

granulomas. Os parasitos podem viver 20 a 25 anos no organismo humano nao

tratado (Figura 06) (CUNHA, 1970; SOUZA & LIMA, 1990; REY, 2001).

Figura 06. Ciclo evolutivo do Schistosoma mansoni. A — Parasitos adultos; B — Individuo
portador da esquistossomose eliminando fezes proximo a um rio; C — Ovo eclode na agua e
libera o miracidio; D — Penetragdo e transformacdo do miracidio no interior do hospedeiro; E —
Liberagao de cercaria (REY, 2001).
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A esquistossomose mansonica ¢ uma das poucas doengas parasitarias
cuja distribui¢do e prevaléncia, em escala mundial, continuam a aumentar. E
tipica de regides carentes de saneamento basico, regides que utilizam agua
contaminada na agricultura, regides com pouco acesso as medidas de controle,
contato da populagcdo com colegdes hidricas com caramujos infectados, como
margens de rios, lagos e lagoas, canais de irrigagdo e drenagem, bem como
locais onde se acumulam 4gua para higiene pessoal, trabalhos domésticos e
lazer. Esses fatores, além de contribuir para a transmissdo da doen¢a promovem
o desenvolvimento de novos e maiores focos de transmissao (DIAS et al., 1995;

KATZ & PEIXOTO, 2000; REY, 2001; ENGELS et al., 2002).

A transmissdo do parasito pode ser reduzida consideravelmente ou
impedida por meio da implantagdo de medidas de controle. Essas sdo realizadas
pelo combate ao caramujo por métodos quimicos, mediante o uso de
moluscicidas bioldgicos e ambientais, obras de engenharia, saneamento basico,
educagdo sanitaria, diagnostico e tratamento da populagao infectada. Contudo, ¢
sabido que nenhum método de controle isolado ¢ capaz de controlar a
transmissdo da doenga, sendo necessaria uma associagdo de medidas de controle,
as quais devem ser mantidas por longo prazo, o que encarece ¢ muitas vezes
inviabilizam a implantacdo do programa (JURBERG et al., 1989; SOUZA &
LIMA, 1990; COURA-FILHO et al., 1994; COURA, 1995; REY, 2001).

O Brasil, em 1976, realizou e manteve por 4 anos o Programa de
Controle da Esquistossomose (PECE) devido aos altos indices de infecgao
detectados aquela época. Durante os quatros anos do programa, foram realizadas
medidas de controle associadas, que envolveram o uso do moluscicida
Bayluscide, tratamento quimioterdpico com oxamniquine, implantacdo de
instalacdes sanitarias, abastecimento de dgua e educacdo sanitaria. O programa
reduziu a prevaléncia, intensidade de transmissdo e morbidade da doenca, mas
esses indices foram alterados a longo prazo devido a auséncia de
acompanhamento da popula¢do apés o término do programa (WHO, 1980;

WEBBE, 1987; KATZ, 1998).

Segundo COURA & AMARAL (2004) no Brasil, apesar dos programas e

medidas de controle empregadas, novas infec¢cdes ocorreram devido a cinco
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fatores: 1- a larga disseminacdo do caramujo hospedeiro e seus mecanismos de
escape dos controles biologicos e quimico; 2- dificuldade na implementacao de
condi¢des sanitarias e abastecimento de d4gua domiciliar devido aos altos custos,
resultando em frequente contato da populagdo com aguas contaminadas; 3- o
longo prazo necessario para a execucdo de programas de educagdo sanitaria e
desenvolvimento de programas de controle; 4- o tratamento em massa €
individual, que tem possibilitado eficiente controle da morbidade, mas ndo a
redu¢do da prevaléncia e reinfeccdo; 5- o uso de equipamento de protegdo
individual ndo ¢ usual, exceto a um grupo especifico de expostos ao risco de

infecgao.

As medidas de saneamento empregadas de forma isolada exercem pouco
impacto sobre a transmissao, mas associadas a outro método de controle podem
reduzir a prevaléncia e controlar a intensidade de transmissdo da doenga na
regido (COURA, 1995); DIAS et al., 1995; ENGELS et al., 2002; COURA &
AMARAL, 2004).

Os educadores em saude executam um importante trabalho na
conscientizacdo e esclarecimento da populacdo, sobre a importancia da mudanga
de hébitos e costumes que levam ao risco de infeccdo, da implantagdo e
permanéncia de medidas de saneamento, bem como os problemas da construgao
de privadas ou esgotos domésticos que lancem as fezes diretamente em colegdes

hidricas (SOUZA & LIMA, 1990).

O abastecimento de dgua tratada, as instalagdes sanitarias ¢ o destino
adequado dos esgotos sanitarios sao os recursos basicos de saneamento que,
associados a educacdo sanitaria, constituem o melhor método de controle da
doenca a médio e longo prazo. Infelizmente, esse método ¢ caro e dificil de ser
implantado, uma vez que o Brasil tem uma extensa area endémica, com

aproximadamente 1.000.000Km? (COURA, 1995).

Em érea de alta prevaléncia, onde o abastecimento adequado de 4dgua e o
saneamento bdsico sdo inexequiveis, deve-se enfatizar a quimioterapia, com
tratamento individual ou em massa da populagcdo humana e a educagdo em saude

(BARBOSA, 1995; COURA, 1995).
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Sdo poucos os farmacos atualmente empregados no tratamento da
esquistossomose. Esses apresentam niveis de toxicidade e eficacia variados,
possibilitando reducdo dréstica das fontes de infec¢do humanas e, quando
empregados em associacdo com um sistema de vigilancia epidemiologica,

limitam consideravelmente as taxas de transmissao.

Até o momento, quatro farmacos foram indicados para o tratamento da

populacao.

Hycantone, utilizado comercialmente a partir de 1967, apresentou no
Brasil em 1973 e no Quénia em 1987, casos de resisténcia de linhagens de S.
mansoni isolados de pacientes que, apesar de tratados, ndo obtiveram cura
patologica (ROGERS & BUEDIN, 1971). A taxa de cura ¢ alta e promove
consideravel reducio na eliminacdo de ovos, sendo a droga com menor tempo de
terapéutica. Entretanto, apresentam altos efeitos colaterais como danos hepaticos

e pode estar associada a efeitos mutagénicos, teratogénicos e carcinogé€nicos.

Metrifonate, eficaz apenas contra S. haematobium, foi retirado do
mercado em 1988 devido a problemas terap€uticos e por apresentar, no Quénia,
casos de resisténcia do parasito ao farmaco (FELDMEIER & CHTSULO, 1999;
WHO, 1999).

O Oxamniquine, ativo somente contra o S. mansoni, tem efeito
esquistossomicida contra machos adultos, sendo inativo contra formas larvarias
(esquistossdmulos), de modo que, em pacientes reinfestados, pouco antes do
tratamento, existe a possibilidade das formas juvenis escaparem ao efeito
terapéutico e transformar-se em vermes adultos, reiniciando a liberagcdo de ovos
nas fezes. O medicamento ¢ de baixo custo, mas causa efeitos colaterais severos.
Em pacientes ndo curados ocorre redugdo de ovos nas fezes de ordem de 80 a
90%. A dificuldade na determinagdo da dose ideal para cura em diferentes
regides, devido a diferencas na suscetibilidade das linhagens do parasito, ndo
favorece seu uso (DELGADO et al., 1992). Estudos realizados no Quénia
mostraram que vermes resistentes, possivelmente, surgiram apds extensiva
quimioterapia com doses altas de oxamniquine (BRUCE et al., 1987; COLES et
al., 1987; LIANG et al., 2001).
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O Praziquantel, introduzido em 1975, ¢ atualmente o farmaco mais
indicado para o tratamento, porque causa poucos efeitos colaterais. E de baixo
custo e altamente eficaz contra as formas jovens e adultas do Schistosoma em
humanos e animais, com melhor efeito esquistossomicida em fémeas. A taxa de
cura com doses de 40mg/Kg chega a 78% em tratamentos feitos no Brasil, e de
70 a 100% em pacientes africanos (XIAO et al., 1985; DELGADO et al., 1992).
Essa droga promove o controle da morbidade devido & diminuicdo da carga
parasitaria e niveis de reinfeccdo quando usada repetidas vezes em areas
endémicas. Todavia, a carga parasitaria e os niveis de reinfec¢do, apds a
interrupcao da terapia, sdo mais intensos em criangas, indicando que apenas a
terapia ndo ¢ capaz de interromper a transmissdo (COURA, 1995). A
resisténcia/tolerancia a droga foi relatada no Brasil, Egito e Senegal, onde tem
sido utilizada intensamente no tratamento em massa da populacdo em areas
endémicas (FALLON et al., 1996; LARDANS & DISSOUS, 1998; ISMAIL et
al., 1999; UTZINGER et al., 2001).

Apesar do tratamento da populacdo com bons quimioterdpicos, os niveis
de transmissdo e incidéncia permanecem altos (BERGQUIST, 1998). A
resisténcia do parasito aos farmacos atualmente empregados e a rapida
reinfec¢do estimula o estudo de uma vacina. At¢ o momento cinco candidatos
vacinais induziram 50% de prote¢do em animais experimentais e reduziram a
produgdo de ovos do parasito, mas esses fatos ndo justificam uma vacinagdo em
larga escala devido ao alto custo (BERGQUIST & COLLEY, 1998). A
dificuldade em encontrar uma vacina ideal provém dos mecanismos de escape
que o parasito apresenta em nosso organismo e da ndo defini¢cdo do tipo de
resposta imune adequada contra a esquistossomose, uma vez que O parasito
passa por uma série de transformagdes que acarretam diferentes respostas do

sistema imune do hospedeiro (RIVEAU et al., 1998).

2.4 Controle do Caramujo Hospedeiro

O controle do caramujo ¢ dificil devido seu alto potencial reprodutivo,

capacidade de repovoar criadouros apds tratamento, sobrevivéncia a dessecagao,
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alimentagdo onivora, adaptacdes respiratorias que possibilitam a sobrevivéncia
em habitais aquaticos e terrestres, resisténcia a dessecagdo e comportamentos de

protecdo que possibilitam eventual escape da acdo das medidas de controle

(JURBERG, 1989; SOUZA & LIMA, 1970).

Caramujos do género Biomphalaria sdo responsaveis pela maior parte da
transmissao da doenga, pois, em seu interior, ocorre a multiplicagdo e formagao
da fase infectante do parasito. Dessa forma, as estratégias que envolvem o
controle do caramujo sdo prioritarias para a redug¢do da transmissdo da doenga

em locais endémicos (WHO, 1984; LARDANS & DISSOUS, 1998).

2.4.1 Métodos ambientais

O método ambiental consiste em alterar as condi¢des naturais do local
habitado pelo caramujo, por meio de mudangas fisicas da terra, dgua ou
vegetacdo, direcionadas a prevenir, eliminar ou reduzir os habitats dos

caramujos hospedeiros, sem causar efeitos adversos ao meio ambiente (WHO,

1980).

Os principais métodos de controle ambiental sdo alteragdes na velocidade
do fluxo hidrico, canalizacao de recursos d'dgua, corre¢ao das margens dos rios €
represas, eliminagdo ou modifica¢des de criadouros, aterro de valas ou pogos
contaminados, retificacdo de margem de corregos com agua parada, drenagem
por meio de valas de terrenos pantanosos, remog¢do periddica de plantas
aquaticas de lagoas, acudes, pogos e constru¢ao de fossas (SOUZA & LIMA,
1990).

Os métodos ambientais podem ser medidas eficazes quando associados a
outros métodos de controle ou em pequenas areas, entretanto, necessitam de

investimentos dispendiosos e constante manutengao (BARBOSA, 1995).

2.4.2 Métodos biologicos
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O método bioldgico é baseado na introdugdo de agentes antagonistas que
eliminam ou controlam o crescimento da populacdo de caramujos devido a
competicdo pelo mesmo habitat (WHO, 1984). Diversos organismos foram
estudados e introduzidos em campo com ¢&xito, at¢é o momento, como
micropatogenos (bactérias, fungos, virus e protozoarios), parasitas (Echinostoma
malayanum, Angiostrongilus cantonensis, Ribeiroia guadeloupensis) que
esterilizam o caramujo, predadores vertebrados como peixes (Tilapia
melanopleura e Astronotus ocellatus), aves aquaticas (patos e marrecos) e
quelonios (tartarugas e cagados) (PAULINI, 1959; MCCULLOUGH, 1981;
WHO, 1984; SOUZA & LIMA, 1990; POINTIER & JOURDANE, 2000).

A competicao inter-molusco pela introducdo, no local, de prosobranquios
ampularideos e pulmonados ¢ indicada, apesar de cara quando comparada ao
controle quimico por moluscicida (MCCULLOUGH, 1981). A introdug¢do dos
prosobranquios Pomaceae haustrum, Marisa cornuarietis e Helisoma duryi
diminuem e eventualmente eliminam a infeccdo do hospedeiro intermediario
devido a reducdo nos niveis de penetracdo dos miracidios (WHO, 1984). O uso
de Biomphalaria sp como competidora inter-especifica ¢ indicado, uma vez que
a selecdo natural pode favorecer uma cepa de caramujo ndo suscetivel ao S.
mansoni, possibilitando o desenvolvimento de um método de controle bioldgico
entre cepas resistentes e suscetiveis. Estudos relatam que a exclusdo competitiva
entre B. glabrata (suscetivel) e B. straminea linhagem albina (resistente) podem
apresentar bons resultados quando induzidas em condigdes experimentais em
campo (BARBOSA, 1995). Todavia, o limiar da populacdo de caramujos
hospedeiros permite a transmissdo do parasito, sendo necessaria adogdo de
método de controle auxiliar juntamente com um programa de controle a longo
prazo (POINTIER & JOURDANE, 2000). Nao ha qualquer espécie com eficacia
predatéria comprovada contra os moluscos ¢ que tenha sido utilizada em

campanhas de controle (BRASIL, 2005).
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2.4.3 Métodos quimicos

Os métodos quimicos consistem no emprego de substancias denominadas
moluscicidas, que, em baixas concentragdes na agua, exercem efeito letal aos
caramujos, hospedeiros intermediarios (PAULINI, 1959). A aplicagdo de
moluscicida pode diminuir ou eliminar a populagdo de caramujos,
interrompendo o ciclo do parasito. A erradicagdo do caramujo para um controle
efetivo ¢ impossivel, sendo assim, o controle se faz por meio da elimina¢dao do
hospedeiro intermediario de areas onde poderia ser infectado por miracidios

(PAULINI, 1966; WHO, 1973, 1980; WEBBE, 1987).

O uso de moluscicida associado a quimioterapia ou a outro método de
controle ¢ considerado o melhor meio para o controle da doenga, principalmente
na fase de intensa transmissdo (PAULINI, 1966; WHO, 1973, 1980, 1985;
ALMEIDA MACHADO, 1982; MCCULLOUGH & MOTT, 1983; WEBBE,
1987; SILVEIRA, 1989).

Os moluscicidas sintéticos sdo utilizados desde 1913-1915, sendo que,
inicialmente, foram empregadas varias substancias ndo especificas para esse fim,
tais como cal, cianeto de calcio e sulfato de cobre (DUNCAN, 1985).
Posteriormente, de 1945 a 1955, devido aos soldados americanos terem
contraido esquistossomose durante a Segunda Guerra Mundial, pesquisas foram
incentivadas e varios produtos desenvolvidos como o pentaclorofenol, o

pentaclorofenato de sddio e a niclosamida (JURBERG, 1989).

O pentaclorofenol (PCF) e o pentaclorofenato de sodio (PCFNa) sao
compostos derivados de fenol que agem interferindo em processos enzimaticos
indispensaveis a vida das espécies de Biomphalaria. Sao toxicos também para
cogumelos, plantas, insetos, outros caramujos € homem, apresentam efeito

residual e precipitagdo na lama (WHO, 1973).

A niclosamida, comercializada com o nome de Bayluscide WP70®, na
forma de po, contém 70% de sal de etanolamina, sendo o moluscicida sintético
mais indicado por apresentar a¢do letal em todos os estadios do ciclo de vida do
caramujo e atoxico para plantas aquaticas, animais domésticos e homem. Porém

¢ caro, tOXico para peixes € outros organismos aquaticos, decompde-se sob agao
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da luz solar e sua aplicacdo ndo previne a recolonizagdo pelos caramujos, devido

aos seus mecanismos de escape (GIOVANELLI et al., 2002).

2.4.4 Moluscicidas naturais ou de origem vegetal

A pesquisa de compostos naturais biologicamente ativos complementa os
métodos quimicos tradicionais e aponta para a busca por fitoquimicos bioativos,
uma vez que o tratamento humano e de criadouros ¢ a melhor forma de controle

da esquistossomose.

Um moluscicida ¢ considerado ideal quando, em baixas concentragdes,
elimina todas as fases do ciclo de vida do caramujo, desde o ovo até o adulto,
nas condicdes ambientais em que o animal vive; apresenta baixo custo; ¢ estavel
no armazenamento em condigdes tropicais; facil de transportar e aplicar; nao
apresenta risco no transporte, manuseio ¢ aplicacdo; tem agdo letal seletiva a
moluscos; ¢ inécuo para o homem, animais domésticos, peixes e plantas; nao
sofre decomposi¢ao na dgua e no solo e ¢ estavel em condi¢des de temperatura e

irradiagao solar (PAULINI, 1965; WHO, 1961, 1965, 1985).

A inexisténcia de um método efetivo para o controle da doenga, o alto
custo, a recorrente resisténcia do caramujo aos moluscicidas sintéticos
disponiveis at¢é o momento e¢ a busca de solucdes alternativas nao poluidoras,
visando a preservagdo ambiental tém incentivado a pesquisa de moluscicidas de
origem vegetal (WHO,1965; BARBOSA & MELLO, 1969; KLOOS &
MCCULLOUGH, 1982; DUNCAN,1987; JURBERG, 1989; HAMBURGER &
HOSTETTMANN, 1991; SOUZA et al., 1992; WHO, 1992; BAPTISTA et al.,
1994, BARBOSA, 1995; COURA, 1995; DE-CARVALHO et al., 1998;
DOENHOFF & RUPPEL, 1998; SCHALL et al., 1998; BILIA et al., 2000;
OLIVEIRA-FILHO & PAUMGARTTEN, 2000, RUG & RUPPEL, 2000;
SCHALL et al., 2001; BEZERRA et al., 2002; WEI et al., 2002 LEYTON et al.,
2005; LUNA et al., 2005;).

Os extratos de plantas de areas endémicas da esquistossomose, de facil
propagacgdo, ciclo reprodutivo curto, com componentes bioativos baratos e
biodegradaveis, sdo alvo de estudos dos cientistas para o combate dos caramujos

e das fases larvais do esquistossomo como uma forma de controlar a doenga
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(MOTT, 1987, BEZERRA et al, 2002; LYARDDIARD et al, 2002;
MELENDEZ & CAPRILES, 2002; LUNA et al., 2005). Assim, vém surgindo
pesquisas com extratos vegetais com diferentes principios ativos (KLOOS &
MCCULLOUGH, 1981; MARTON & HOSTETTMAN, 1985; DUNCAN,
1985; KAWANO & SIMOES, 1986; RE & KAWANO, 1987; JURBERG et al.,
1989; RE, 1990; LEYTON, 1995; YAMAMOTO et al., 1996; CYSNE et al.,
2005).

A acdo moluscicida das plantas tem sido estudada desde 1930, e a
descoberta de vegetais com potencial moluscicida permitiu o uso de algumas
espécies em programas de controle. ARCHIBALD (1933) usou os frutos das
espécies Balanites aegyptica e Balanites maughamii em extrato aquoso, cuja
composicdo apresenta isobutilamida e saponina spirostanol, ambos Oleos
cercaricidas, para matar caramujos dos géneros Bullinus, Planorbis, miracidio e
cercaria de S. mansoni no Suddo (KLOOS & MCCULLOUGH, 1981).
ARCHIBALD (1933) E ANANTARAMAM (1955) recomendaram que B.
aegyptica fosse plantada ao redor de areas endémicas da esquistossomose, pois
os frutos dessa arvore ao cair na agua suprimiam a populagdo de caramujos
transmissores sem alterar a potabilidade da &agua. Mais tarde, as espécies
Ambrosia maritima e Sapindus saponaria foram empregadas em campo com a
mesma finalidade (KLOOS E MCCULLOUGH 1987; JURBERG et al., 1989).

No Brasil ocorrem varias espécies de plantas com atividades moluscicida
e larvicida conhecidas. LUNA (2005) realizou um estudo da atividade
moluscicida de 23 plantas medicinais da regido nordeste sobre B. glabrata;
dessas, o extrato das folhas de Annona muricata (graviola — Annonaceae) na
concentragdo de 100 ppm causou 100% de mortalidade dos caramujos adultos e
o extrato da casca de Caesalpinia echinata (Pau-Brasil — Fabaceae) foi eficaz
apenas sobre desovas (100% mortalidade a 100ppm). Portanto, o uso de plantas
com atividade moluscicida pode representar uma alternativa barata, além de
evitar a poluicdo do meio ambiente, pelo fato de serem biodegradaveis

(MARSTON et al., 1985).
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2.5 Testes ecotoxicologicos

Os testes ecotoxicologicos t€ém por finalidade saber se as substancias
quimicas, isoladas ou como misturas complexas, sdo nocivas a sistemas vivos e
como ¢ onde se manifestam seus efeitos (DELMATRICE, 2005; FORBES E
FORBES, 1994).

Os efeitos sdo determinados, em geral, nos bioensaios, que consistem na
exposicdo do organismo teste a diferentes concentracdes de uma ou mais
substancias ou fatores ambientais por um determinado periodo de tempo,
visando observar esses efeitos sobre as fungdes bioldgicas fundamentais:
mudancga de apetite, crescimento, metabolismo reprodutivo, diminuicdo da taxa
de natalidade em decorréncia de alteracdes nas fases meioticas das células
reprodutoras e/ou por anomalias no processo de desenvolvimento embrio-larval,

bem como mutagdes ou morte (SILVA, 2002).

2.5.1 Toxicidade Aguda

Os testes de toxicidade aguda sdo assim caracterizados pela curta duracao
da exposi¢do (usualmente 2 a 4 dias) e por terem delincamentos experimentais
menos elaborados, nos quais a letalidade e a imobilizacdo de organismos jovens
sdo os indicadores de efeitos mais comumente avaliados. Segundo MALTBY &
CALOW (1989), cerca de 80% dos estudos de ecotoxicidade realizados até
1987, envolviam apenas uma espécie e tinham a letalidade como unico critério

de efeito toxico avaliado.

A toxicidade aguda produz efeitos adversos, correspondendo a uma
resposta severa e rapida (poucos dias a poucas horas), apods a administragdo de
uma unica dose ou doses multiplas de um composto, ocasionando geralmente
uma elevada mortalidade (ABEL, 1989). A dose tunica ¢ utilizada para
determinar a poténcia da substancia (OGA, 2005).
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2.5.2 Toxicidade Cronica

A toxicidade cronica corresponde a resposta a um estimulo prolongado
ou continuo por um longo periodo de tempo, podendo abranger parte ou todo o
ciclo de vida do organismo. O efeito cronico deve ser objeto de verificagao
quando os testes de toxicidade aguda nao forem suficientes para caracterizar um

efeito toxico mensuravel (SILVA, 2002).

O emprego dos testes de toxicidade tem aumentado nos ultimos anos, e
hoje se encontram padronizados pelos 6rgaos ou institutos ambientais, podendo-
se detectar a toxicidade de efluentes liquidos, por exemplo, em organismos

aquaticos vivos, permitindo inclusive acdo de controle.

2.6 Bioensaio com Artemia salina

A Artemia salina é um invertebrado que possui de 8 a 10 mm de
comprimento, pertence ao filo Arthropode, classe Crustdcea, subclasse
Brachiopoda, ordem Anostraca, familia Artemiidaec (BARBIERI-JUNIOR E
NETO, 2001). Possuem quatro estdgios de desenvolvimento: ndauplio,
metanauplio, pré-adulto e adulto. O Nauplio ¢ a larva recém-eclodida,
caracteriza-se por possuir elevadas quantidades de reservas vitelinas (Lipideos e
carboidratos) e por ndo apresentar segmentos no corpo (BARBIERI-JUNIOR E
NETO, 2001) (Figura 07).

Os microcrustaceos Artemia salina sdo considerados consumidores
primarios ou secunddrios e constituem um importante elo entre os niveis
inferiores e superiores da cadeia alimentar de um ecossistema (ZAGATTO,
2000). Os nauplios de Artemia salina sdo utilizados internacionalmente em
testes de toxicidade por apresentarem caracteristicas significativas, como: o0s
seus organismos adultos t€ém um grande potencial reprodutivo; sdo de facil
aquisi¢do no mercado e manuten¢do em laboratérios; os cistos (ovos) sdo de
facil eclosdo; e os testes apresentam uma boa reprodutividade (FEEMA, 1993;

WEIDEBORG, 1997). O bioensaio com A. salina tem sido estabelecido como
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um método seguro, pratico e econdmico para a determinagdo de bioatividade de
componentes sintéticos (ALMEIDA et al, 2002) assim como também produtos
de planta (MEYER et al., 1982; MCLAUGHLIN et al., 1991; LHULLIER et al.,
2006; STEFANELLO et al., 2006).

Fonte: http://www.naturamediterraneo.com

Figura 07. Artemia salina

O bioensaio tem uma boa correlagdo com atividade citotoxica em alguns
tumores humanos sélidos e com atividade pesticida (MCLAUGHLIN et al,
1998). A relagdo entre o bioensaio com A. salina e a inibi¢do de tumores
humanos soélidos ¢ significante porque mostra o valor do bioensaio como uma
ferramenta de pré-selecdo para pesquisa de drogas antitumorais (ANDERSON et
al., 1991), larga distribui¢ao de propriedades anticancerosas dos glicoalcaldides
(KUPCHAN et al.,1965; CHAM et al., 1987, CHAM, 1994; DAUNTER e
CHAM,1990; HU et al., 1999; ESTEVES-SOUZA et al., 2002; LEE et al., 2004;
FRIEDMAN et al., 2005) e de atividade moluscicida (SILVA et al., 2005).
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2.7 Indigofera suffruticosa

A familia Fabaceae, também conhecida como Leguminoseae, pertence a
ordem Fabalis, subclasse Rosidae e possui cerca de 670 géneros com 18.000
espécies, subordinadas a trés subfamilias: Mimosoideae, Caesalpinioideae e
Papilionoideaca (BARROSO, 1984; LEWIS, 1987). E a terceria maior familia
das angiospermas (CHAPPILL, 1995), muitas delas possuindo importancia
econdmica pela produ¢do de alimentos como soja, ervilha, feijdo, alfafa

(TUCKER, 2003).

Tipicos das leguminosas, as Indigoferas tém alto teor em proteinas, t€ém
habilidade para tolerar seca, inundacdes e elevadas salinidades tornando-se
assim agronomicamente muito desejaveis (SHERMAN, 1982). Muitas espécies
sdo usadas em paises como Africa e Asia, como forrageiras (Indigofera hirsuta,
Indigofera pilosa, Indigofera schimperi Sym, Indigofera oblongifolia,
Indigofera spicat, Indigofera subulata Sym e Indigofera trita), também como
adubo verde e cobertura de solo no caso da Indigofera hirsuta e Indigofera trita
(FROMAN, 1975). No Brasil, a espécie |. hirsuta é usada como adubo verde e
forragem e tem sido recomendada como potencialmente controladora de
nematoides. Como forragem ¢ bem aceita pelos animais ap6s a fenagao (ALLEN
E ALLEN, 1981; AYLWARD et al., 1987). Informacdes etnofarmacolédgicas
indicam que espécies do género Indigofera sdo utilizadas para o tratamento de
infecgdes gastrointestinais. Outros atributos significantes, os quais espécies
arbustivas como Indigofera spinosa, valiosa como planta forrageira, sdo o seu
ciclo de vida perene, palatabilidade, resisténcia para herbivoros e habilidade para
resposta a pequenos eventos de chuva (COPPOCK et al, 1986, 198S;
BAMBERG, 1986; COUGHENOUR et al., 1990). Esta combinagdo de

peculiaridade ¢ ideal para adaptagdo em ambiente arido e semi-arido.

No semi-arido nordestino a subfamilia Papilionoideae ¢ um taxon bem
representado e apresenta um grande numero de géneros dentro da Familia
Fabaceae, ¢ entre eles estd incluido o género Indigofera (EMPAIRE, 1989;
RODAL, 1992; ALCOFORADO FILHO, 1993; OLIVEIRA et al., 1997;
FERRAZ et al., 1998; LEMOS, 1999). A origem do nome Indigofera provém da
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palavra alemi Indigo, que significa produgdo de pigmento azul (indigo Blue);
que pode ser extraido de Indigofera suffruticosa Mill, Indigofera truxillensis
(PENSAVENTO, 2005), Indigofera tinctoria L., Indigofera arrecta Hoschst,
Indigofera argéntea L. e Indigofera suffruticosa guatemalensis de Kort y Thijise
(THOMAS, 1998).

O género Indigofera compreende aproximadamente 700 espécies
herbéaceas e arbustivas fitogeograficamente distribuidas na Africa tropical, Asia,
Australia e América do Norte e Sul (HASSEN et al., 2007). No Brasil ha apenas
trés espécies: Indigofera suffruticosa, Indigofera truxillensis e Indigofera hirsuta
(PENSAVENTO, 2005). Sao grupos de plantas silvestres (ndo cultivadas) que
crescem espontaneamente em todos os solos agricolas, principalmente nas
imediagdes de cidades e vilas e em outras areas de interesse do homem

(PESAVENTO, 2005).

A espécie Indigofera suffruticosa Mill é uma planta originaria da Antilha
e América Central (ALMEIDA, 1993), encontra-se distribuida por toda a
América tropical, (CESARIO, 1980). No Brasil h4 registro da espécie nos
estados do Mato Grosso (FERNANDES, 1987), Alagoas (RIBEIRO, 1984),
Paraiba (RIET-CORREA, 2000), Cearad, Rio Grande do Norte, Para e
Pernambuco (NETO et al., 2001).

Apresentam-se como arbustos e subarbustos, ereto e ramificado,
atingindo no maximo 2,5 m de altura, com abundante ramagem verde-
esbranquicada, revestida de pélos e folhas compridas com formato de palmas.
Suas flores roseas e pequenas desabrocham em pequenos cachos e seus frutos
assemelham-se ao formato de vargens arredondadas e recurvas, sendo
semelhante 4s sementes de feijdo (MOREIRA & TOZZI, 1997; BARROSO,
1984). Floresce em novembro a abril e frutifica de fevereiro a junho (PAIVA,

1987; DUTRA et al., 2005; FERNANDES, 2007) (Figura 08).
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Fonte: http:// aoki2.si.gunma-u.ac.jp Fonte: SILVA, 2007

Figura 08. Indigofera suffruticosa Mill. A: Ramos com folhas; B: Ramos com folhas e
sementes; C: Ramos com flores; D: Vista parcial de um individuo adulto.
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Miller e Smith (1973) fizeram as primeiras investigacdes a respeito da
composi¢do do género Indigofera, utilizando extratos de sementes da espécie
Indigofera suffruticosa, sendo atribuida a mesma, uma fonte rica em
aminoacidos com provaveis agdes toxicas. Esteres de glicose de acido 3-
nitropropanoico foram isolados das espécies Indigofera oblongifolia, Indigofera
linnaei, Indigofera spicata (Syn. I. endecaphylla) e na Indigofera suffruticosa
(LOHDA et al., 1997; MAJAK et al., 1992; GARCEZ et al., 1989, 2002), os
quais evidenciam em outros membros de leguminosas efeitos toxicos desse
composto em animais domésticos, insetos e outros animais devido a sua
conversao para acido 3-nitropropandico, uma toxina respiratoria que inibe
enzimas mitocondriais (ANDERSON et al., 1998). Foram, também, isoladas trés
furano-flavandides ¢ um raro flavonol glicosideo da Indigofera tinctoria

(NARENDER et al., 2006).

PAIVA (1987) realizou analise de proteina e fibra bruta de Indigofera
suffruticosa e considerou a mesma boa para forragem de ruminantes. KAMAL E
MANGLA (1993) identificaram, caracterizaram e quantificaram seis rotendides
de diferentes orgdos como raiz, caule, sementes e¢ folhas de Indigofera
suffruticosa e verificaram que essa planta tem bioeficacia contra larvas de
Anopheles ¢ Callosobruchus chinensis adultos. Estudos fitoquimicos das folhas,
caule e sementes de Indigofera suffruticosa, demostrou abundante presenga de
alcaldides apenas nas folhas, polifendis (cumarina e acido clorogénico) e
flavandides também presentes apenas nas folhas; triterpendides e/ou esterdides
(abundantes nas folhas e, em menor extensao, no caule e semente) e oses
redutoras (em todas as partes estudadas do vegatel) (LEITE, 2003). Também foi
constatada a presenca do indigo (Figura 09) principalmente nas sementes,
apresentando-se como uma molécula com forte fluorescéncia, sugerindo algo

bastante singular e, de certa forma, a presenca dessa molécula confirma o taxon.
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Figura 09. Formula estrutural do indigo.

Indigofera suffruticosa Mill ¢ popularmente usada em diferentes paises
contra diversos problemas da satide. Suas folhas tém sido usadas para problemas
estomacais (AGRA et al, 1996), antiespasmodica, sedativo, diuréticos,
purgativos, enquanto a raiz tem sido usada como odontalgica (LORENZI, 1982)
e util na cura da ictericia (LAINETTI E BRTIO, 1980 E CORREA, 1984).
Empregada também nas mordeduras de cobras e insentifuga, sendo esta tltima
propriedade extensiva as sementes depois de pulverizadas (PIO CORREIA,
1926). Possui propriedades medicinais no tratamento de febres, parasitoses,
doengas de pele e problemas cardiacos (ALLEN E ALLEN, 1981). Estudos
farmacologicos mostraram que extratos de Indigofera suffruticosa apresentaram
atividade anticonvulsivante (ALEJO et al., 1996), antigenotoxica (BADELL et
al., 1998) e antiepilética (ROING E MESA, 1974).

Recentes estudos com extrato aquoso de folhas de Indigofera suffruticosa
demostraram possuir atividade antimicrobiana contra a bactéria gram-positiva
Staphylococcus aures e contra os fungos dermato6fitos Microsporium canis e
Trichophyton rubrum (LEITE et al., 2006); atividade citotoxica em células
embrionarias de ratos, que inibiu a reprodugao celular a partir do estagio de
morula e blastula (LEITE et al., 2004) e atividade antiinflamatoria na redugao de
edema de pata de camundongos (LEITE et al., 2003) e significante atividade
antitumoral de carcinoma de Ehrlich em camundongos marcados, quando
administrado por via intraperitoneal e apds sete dias de tratamento nas
concentragdes de 50 e 100mg/Kg/dia (SILVA, 2007). Até o momento, ndo foi
encontrado na literatura estudos que relatem a utilizagdo da I. suffruticosa frente

a moluscos de B. glabrata.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos toxicos de extratos aquosos e hidroalcoolicos das
folhas da Indigofera suffruticosa sobre Biomphalaria glabrata, cercarias e

Artemia salina.

3.2 Objetivos especificos

e Analisar os efeitos toxicos do extrato aquoso e hidroalcoolico das folhas da
I. suffruticosa sobre moluscos B. glabrata em estddio embrionario e na fase
adulta, por meio dos seguintes parametros: fecundidade, fertilidade,

mortalidade e malformacao.

e Verificar a toxicidade dos extratos aquosos e hidroalcodlicos das folhas da I.

suffruticosa sobre cercarias de S. mansoni, em diferentes concentragoes.

e [Estudar toxicidade dos extratos aquosos e hidroalcodlicos das folhas da I.

suffruticosa sobre a A. salina, em diferentes concentragoes.
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Abstract

Indigofera suffruticosa Mill is a shrub of the Fabaceae popularly known as indigo. It is
a plant distributed in tropical and subtropical regions, being used in folk medicine
against various health problems. This study evaluates the toxic activity of
hydroalcoholic and aqueous extracts of leaves of I. suffruticosa on adult snails and in
the early stage of B. glabrata exposed to concentrations of 0, 125, 250, 500, 750 and
1000 ppm for 96 hours. Other aspects were observed cercaricide activity of the extracts
after 120 minutes (min) exposure of the same concentrations mentioned above and
analysis of the activity of the extracts artemicida after 24 hours of exposure at the same
concentrations above. Upon completion of the exposure period showed that the aqueous
extract at a concentration of 500 ppm caused a reduction in fertility rate and fertility of
adult snails to 53.9% and 49.6%, respectively, and hydroalcoholic to 44 7% and 40.4%
respectively. The study showed embryotoxicity at a concentration of 250 ppm of the
aqueous extract showed 26.0% of infeasibility while the hydroalcoholic showed 53.0%.
Cercaricide activity of aqueous extract showed strong cytotoxicity at a concentration of
250 ppm and after 120 I exposure, while the hydroalcoholic extract showed strong
toxicity at concentration of 125 ppm and 120 after me. Regarding artemicida activity in
the aqueous concentration of 250 ppm caused the death of 36.3% larvae, while the
hydroalcoholic, 64.0%. The study showed that hydroalcoholic and aqueous extracts of
leaves of I. suffruticosa reduces fertility rates and fertility, also has embryotoxic
properties and cercaricide, indicating a possible use of biodegradable material or a

fraction derived therefrom in control programs of Schistosomiasis mansoni.

Keywords: Indigofera suffruticosa, Biomphalaria glabrata, Artemia salina; cercaricide

activity, toxicity.
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1.Introduction

Brazil has a great diversity of plant species, but less than 10% has
established their phytochemical properties. Therefore studies to evaluate
biological activities of products extracted from plants are of great importance to
society. New compounds can be used to combat different diseases that affect
humans, the development of herbal medicine, as well as the control or
eradication of tropical diseases like dengue and schistosomiasis (Luna et al.,

2005).

The Schistosomiasis is one of major source of morbidity and mortality in
developing countries including Africa, South America, Caribbean, Middle East
and Asia. However, with the increase in immigration and tourism to endemic
areas, cases of the disease are occurring in developed countries (Chitsulo, et al

2000).

Brazil constitutes one of the most important zones of disease occurrence
in the world, not only by the number of patients but also because of gravity by
some of them (Santos, 1997). Transmission of the disease occurs in 19 states

with different intensities (Rey, 2001; FUNASA, 2002; Coura & Amaral, 2004).

Second, Prata 1987, the spread of this disease depends primarily on three
factors: the presence of individual eggs removed; existence of an intermediate
host and connect people with untreated water, infested with cercariae. Therefore,
fighting this disease may follow two paths: The treatment of infected individuals
and prophylaxis by destroying the cercariae and hosts snail by means of

products with these activities.

Over the years, various substances were used in order to control
populations of snails Biomphalaria glabrata (Oliveira-Filho, 2003). The lack of
an effective method to control the disease, the high cost, the applicant snail
resistance to synthetic molluscicides available so far and the search for non-
polluting alternatives aimed at environmental protection have encouraged the

research for products of plant origin (WHO, 1992, Wei et al., 2002).
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The plant extracts found in endemic areas of schistosomiasis, easy
propagation, short reproductive cycle, with cheap bioactive components and
biodegradable are targets for studies of scientists to combat the snails and
schistosome larval stages as a way of controlling the disease (Mott, 1987,
Bezerra et al., 2002; Lyarddiard et al,. 2002; Meléndez & Capriles, 2002; Luna
et al., 2005). Luna et al., 2005 studied the larvicidal and molluscicidal activity of

some medicinal plants from northeast Brazil.

The Indigofera suffruticosa Mill, also known as “Anil” (Neto et al.,
2001), is a plant found in tropical and subtropical areas and is well adapted to
growth in semi-arid regions and on soils of low fertility (Pio Correa, 1926;
Braga, 1976; Paiva et al., 1987). Popularly is used in different countries against
various health problems. Its leaves have been used for stomach problems (Agra
et al., 1996), antispasmodic, sedative, diuretic, purgative, while the root has been
used as a toothache (Lorenzi, 1982) and useful in cure jaundice (Lainetti and
Brito, 1980; Correa, 1984). Also used in snake bites and how insecticide (Pio
Correa, 1926). It has medicinal properties in treating fevers, parasites, skin
diseases and heart problems (Allen and Allen, 1981). Pharmacological studies
show that extracts of I. suffruticosa have anticonvulsant activity (Alejo et al.,
1996), antigenotoxic (Badell et al., 1998) and antiepileptic (Roing and Mesa,
1974), and that the ingestion of leaves of I. suffruticosa causes anemia hemolytic
in cattle (Neto et al., 2001).

Recent studies on the effects of aqueous extract of leaves of |I.
suffruticosa proved possessing antimicrobial activity against gram-positive
bacterium Staphylococcus aureus and against the dermatophytes fungi
Trichophyton rubrum and Microsporium canis (Leite et al., 2006); cytotoxic
activity in embryonic cells of rats (Leite et al., 2004); anti-inflammatory activity
in reducing mouse paw edema (Leite et al., 2003); and significant antitumor

activity in Ehrlich carcinoma in camundogos marked, (Silva, 2007).

In this context, the study aimed to analyze the toxic activity of
hydroalcoholic and aqueous extracts of leaves of I. suffruticosa Mill on adult

snails of B. glabrata and its spawns, to analyze the cercaricide activity and the
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artemicida activity, given that toxicity tests with shellfish are held in the aquatic

environment, so you need a toxicity test.

For this purpose we used the Artemia salina which is an important link
between the lower and upper levels of the food chain of an ecosystem (Zagatto,
2000). The brine shrimp A. salina are internationally used in toxicity tests due
to their significant features, such as: their adult organisms have a large
reproductive potential, are easily obtainable on the market and maintained in
laboratories; eggs are easy to hatch and tests show good reproducibility
(FEEMA, 1993; Weideborg, 1997). The bioassay with A. salina has been
established as a safe method, practical and economical for the determination of
synthetic compounds bioactivity’s (Almeida et al, 2002) as well as plant extracts
(Meyer et al., 1982; McLaughlin et al., 1991; Lhuillier et al., 2006; Stefanello et
al., 2000).

2. Materials and methods

2.1 Plant used

The leaves of I. suffruticosa were collected in Sao Caetano city from
Pernambuco - Brazil. The plant was taxonomically identified by Dr. Marlene
Barbosa Carvalho de Alencar, Department of Botany, Federal University of
Pernambuco (UFPE), Brazil. The voucher specimen has been kept in the

Herbarium the UFPE Geraldo Mariz (number 45217).

2.2 Preparation of extracts from the leaves of I. suffruticosa

2.2.1 Aqueous extract

The dried leaves of I. suffruticosa were crushed in a blender and then
weighed. The preparation of the aqueous extract was performed by means of
two extractions. The first was used 50g of leaf powder to 300 ml of distilled

water, placed in agitator for 15 hours at room temperature and was subsequently
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made a simple filtration. The resulting material after filtration (powder)
obtained was submitted to a second extraction by adding 100 ml of distilled
water and taken to rombeira for 15 hours. Then the material was again filtered,
and subjected to a vacuum filtration and lyophilized. After lyophilization, the

resulting material was stored at -20 ° C until used in experiments.

2.2.2 Hidroalcoholic extract

Preparation of hydroalcoholic extract was also subjected to two
extractions. First was placed 50g of leaf powder, alcohol and distilled water to
70, with the final volume was 200 ml and the ratio of 7:3, respectively, in an
amount sufficient to cover all the dust. Then the material was placed in
rombeira for 2 hours and subjected to simple filtration. The resulting powder
was subjected to a second extraction under the same conditions, and subjected to
a vacuum filtration. After this process the material was placed on the Rotavapor
and then lyophilized. After lyophilization all material was stored at -20 ° C until

their use in experiments.

2.3 Bioassays

2.3.1 Creation and maintenance of snails

Mollusc species B. glabrata, originating from descendants of Sao
Lourenco da Mata, PE - Brazil, were obtained from the Department of
Biophysics and Radiobiology, UFPE. The specimens were kept in plastic tubs
25x25x17 cm in distilled water, dechlorinated (Purity-Bella Source) at pH
around 7.0 and temperature 25 © C + 2 © C. The snails were fed daily with fresh
lettuce leaves according to the technique de Andrade (1954) and Melo (1998),
water exchange was performed twice a week. The study analyzed adult snails

with shells intact, with a diameter between 10 and 18 mm.
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2.3.2 Obtaining of spawns of snails

To study the embryotoxicity embryos were used for B. glabrata. To
obtain the nests were placed the day before the start of the experiment, the water
surface of the plastic tubs, transparent sheets of polyethylene of about 5x5 cm,
which served as substrate for oviposition snails. The eggs were collected and
selected using a stereoscopic microscope (Tecnival). Embryos were chosen that

were in the blastula stage and had an intact membrane.

2.3.3 Cercariae

The cercariae used were obtained from snails of Biomphalaria glabrata
infected with Schistosoma mansoni BH strain (Belo Horizonte), exposed to
artificial light according to Marston and Hostettmann (1991). The tests were
performed in the Parasitology Department of UFPE and Laboratory of Parasitic
Diseases, Immunology and Experimental Schistosomiasis — LIKA (Immunology
of Laboratory Keizo Asami) with the use of an inverted microscope (LEICA
DMIL).

2.3.4 Artemia salina

To obtain larvae of Artemia salina was used the technique of Meyer et
al., 1982 and McLaughlin et al., 1995. Were obtained in the laboratory of the
Department of Biophysics and Radiobiology, UFPE. The eggs of A. saline
were placed in a plastic container containing seawater at pH 8.0 and kept under
aeration. After 48 hours the larvae were observed and counted under a
microscope stereoscope (Tecnival). Larvae were selected that had motion. The
experiment was conducted in the laboratory of Biophysics and Radiobiology,

UFPE.

3.Toxicity tests



62

3.1 Toxicity to adult snails

For the toxicity experiment were used 120 adult snails young pre-
selected. Then, a sample of 200 adult snails with a diameter between 10 and 18
mm, was placed in individual plastic containers, and to check the sexual
maturity by the oviposition the snails were observed for three consecutive days
and finally selected the 120. Two groups were formed (A and B) that contained
six subgroups, each subgroup contained 10 snails. In group A the adult snails
were submitted to aqueous extract of leaves of I. suffruticosa for 96 hours at
concentrations of 125, 250, 500, 750 and 1000 ppm and one group served as a
negative control and was kept in filtered water with pH 7.0. In group B, the
snails were submitted to the hydroalcoholic extract of leaves of I. suffruticosa
also for 96 hours and at the same concentrations of 125, 250, 500, 750 and 1000
ppm, and again one group served as a negative control group and were kept in
filtered water with pH 7.0. During exposure the snails were kept in plastic cups
with 50 mL of the extract at the concentrations indicated above for each group
and the ambient temperature. After the period of exposure groups, the snails
were placed in plastic tubs with filtered water and fed daily with fresh lettuce
and observed for 30 days. The parameters analyzed were: mortality (number of
snails dead adults), fecundity (number of embryos generated) and fertility
(number of viable embryos). The eggs of the exposed snails were collected
daily for 30 days, stored in 24-well microplates in an incubator B.O.D. at 25 °
and analyzed diariamnete at microscopy (Tecnival). The studies were performed

in triplicate.

3.2 Embryotoxicity tests

Approximately 2.500 selected embryos at the blastocyst stage, the adult
snails not exposed, were divided into two groups (A and B), each group
contained six subgroups with approximately 200 embryos. In Group A,
embryos were subjected to aqueous extract of leaves of I. suffruticosa for 96
hours the following concentrations: 125, 250, 500, 750 and 1000 ppm, and one

group served as a negative control and were kept in filtered water with pH 7.0.
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In group B embryos were submitted to the hydroalcoholic extract of leaves of I.
suffruticosa for 96 hours to the concentrations of 125, 250, 500, 750 and 1000
ppm, and other group served as a negative control and were kept in filtered
water with pH 7.0. During exposure the embryos were kept in petri dishes with
10 mL of the extract at the concentrations indicated above for each group and
kept in an incubator B.O.D. at 25 © C. After the period of exposure determined
the extracts were removed and the spawns were placed in filtered water with pH
7.0 and again kept in an incubator B.O.D. at 25 °© C. The embryos were
observed every 24 hours for a period of 10 days. The parameters analyzed were
the inviability (malformed embryos and deaths) and viability through the
frequency of hatching of embryos exposed to the extract. Were inviable
embryos that had swollen to the point, and still showing no movement or
heartbeat (dead) and the malformed, which were classified according to criteria
of Geilenkirchen (1996). Were considered hatched embryos that managed to
leave the egg capsule during the observation period of 10 days. The studies

were performed in triplicate.

3.3 Activity cercaricide

The cercariae, a total of about 1.500, were divided into two groups (1
and 2), each group comprising six subgroups with approximately 100 cercariae.
Group 1 was exposed to aqueous extract of leaves of I. suffruticosa for 2 hours
at concentrations of 125, 250, 500, 750, 1000 ppm and one group served as a
negative control and was kept in distilled water pH 7.0. The second group was
exposed to the hydroalcoholic extract of leaves of I. suffruticosa also for 2
hours and at concentrations of 125, 250, 500, 750 and 1000 ppm and having a
group as a negative control, kept in filtered water with pH 7.0. During exposure
the cercariae were kept in beakers with 10 mL of the extracts at the
concentrations indicated above for each group and kept at room temperature.
The cercariae were observed by inverted microscope at intervals of pre-defined
15, 30, 60 and 120 min. The analysis of activity cercaricide was made according
to the following parameters: Complete lethality: 100% of cercariae killed

(++++); Strong toxicity: 90% of cercariae killed (+++); Medium toxicity: 50-
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90% of cercariae killed (++); Inactive: less than 50% of dead cercariae (+) and
control group: 100% of cercariae alive (-). The studies were performed in t

riplicate.

3.4 Activity artemicida

The larvae of A. salina, about 700, were divided into two groups (1 and
2). Each group consists of six subgroups that contained about 50 larvae of A.
saline. Group 1 was submitted to aqueous extract of leaves of I. suffruticosa for
a period of 24 hours at concentrations of 125, 250, 500, 750 and 1000 ppm and
other group served as a negative control and was kept in seawater at pH 8.0.
Group 2 was submitted to the hydroalcoholic extract of leaves of I. suffruticosa
also at concentrations of 125, 250, 500, 750 and 1000 ppm with one another p as
a negative control group kept in sea water with pH 8.0. During exposure, the
Artemias were kept in tubes with 5 mL of the extract at the concentrations
indicated above for each group and kept in an incubator B.O.D. at 25 ° C. After
completion of the exposure period the larvae were observed under the
microscope and analyzed for stereoscope lethality of the extract according to the

number of A. saline dead. The studies were performed in triplicate.

3.5 Statistical analysis

The standard deviation was calculated using GraphPad Prism version 4
for Windows (GraphPad Software, San Diego, Califormia, USA) and data were
expressed as mean of replications £ SD. Significant differences between groups
were analyzed by Student’s t-test (significance p <0.05) using the program
Origin 6.0. The lethal concentrations required to kill 50% ( LCs) of embryos in
96 h and larvae in 24 h were calculated by probit analysis using the computer

software SatPuls® 2006 (AnalystSoft, Canada).

4. Results
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4.1 Toxicity to adult snails

The toxicity of extracts of leaves of |. suffruticosa in adult snails can be

seen in Table 1 and Figures 1 and 2.

According to the study you can see in Table 1 that the extracts of leaves
of I. suffruticosa at different concentrations showed no toxic effect in relation to
adult snails of B. glabrata, and also no significant difference between the

aqueous extracts and hydroalcoholic.

Table 1: Mortality of adult snails of B. glabrata exposed for 96 hours at different
Concentrations of aqueous and hydroalcoholic extracts of leaves I. suffruticosa.

Concentration Total Dead molluscs
Exposed
(ppm) Molluscs Water extract Hydroalcoholic
extract

0 30 1 1
125 30 1 1
250 30 2 1
500 30 2 3
750 30 3 3
1000 30 3 3

Figure 1 shows the effects of different concentrations of aqueous extract
of leaves of I. suffruticosa on fecundity and fertility of adult clam B. glabrata

exposed for 96 hours.
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Figure 1 -Analysis of fecundity and fertility of B. glabrata adults exposed for 96 hours at
different concentrations of aqueous extract of I. suffruticosa.

The study showed that the aqueous extract of leaves of |. suffruticosa
showed decreased fecundity and fertility of adult molluscs exposed compared to
control group. It was observed that concentrations of 500, 750 and 1000 ppm

showed the lower fertility rates: 53.94, 53.25, 49.53% respectively.

When we observe the fertility rate of 49.65% (500 ppm); 48.1% (750
ppm and 47.4% (1000 ppm), we see lower values when compared to fecundity.
It can be observed that the concentration of 1000 ppm was more toxic to
molluscs for both parameters. However, there was no significant difference
between the concentrations of 125 and 250 ppm and between 500 and 750 ppm
for the fecundity. Between 500 and 750 ppm concentrations was not significant

difference in relation to fertility.

The action of the hydroalcoholic extract of leaves of I. suffruticosa on
fecundity and fertility of adult snails of B. glabrata exposed for 96 hours at

different concentrations can be seen in Figure 2.
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Figure 2- Analysis of fertility and fecundity B. glabrata adults exposed for 96 hours at different
concentrations of hydroalcoholic extract of |. suffruticosa.

It can be observed that the hydroalcoholic extract of leaves of I.
suffruticosa also had harmful effects on the fecundity and fertility of adult snails
exposed at all concentrations when compared with the negative control.
Between the concentrations of 125 and 250 ppm and concentrations between
500 and 750 ppm there was no significant difference in fecundity. Between the
concentrations of 750 and 1000 ppm there was no significant difference in
fertility. However, it was noted again that the concentrations of 500, 750 and
1000 ppm had the lowest fertility rates of 44.7, 46.1 and 38.8% and the lowest
fertility rates of 40.0, 37.1 and 36.6%, respectively, compared to the control
group. The fecundity rate of adult molluscs exposed to 750 ppm was greater
than that of those exposed to 500 ppm and the fertility rate of adult mollusks
exposed to 750 ppm was lower than that of those exposed to 500 ppm indicating
that the adult molluscs exposed to 750 ppm led to more embryos, but there was a
lower number of viable embryos. The hydroalcoholic extracts at all
concentrations were more detrimental effect on the fecundity and fertility of
adult molluscs exposed than to the clams exposed to aqueous extracts. The toxic
effect of the extract showed dose-dependent relation for the concentrations 0,

125, 250, 500 and 1000 ppm.
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The test results embryotoxicity using embryos of B. galabrata exposed

for 96 hours at different concentrations of aqueous extract of leaves of I.

suffruticosa can be seen in Figure 3.
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Figure 3 - Analysis of feasibility and infeasibility of embryos of B. glabrata in the blastocyst
stage for 96 hours exposed to aqueous (A) and hydroalcoholic (B) I. suffruticosa.
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The results showed that the aqueous extract and hydroalcoholic of leaves
I. suffruticosa have toxic effects on embryos of B. glabrata. We can also
verify that the toxic effects of these extracts showed dose-dependent and the
concentrations of 500, 750 and 1000 ppm had the highest rates of infeasibility

and thus lower rates of viability.

By comparing the two extracts, we observed that the hydroalcoholic
extract showed a higher toxic effect on embryos of B. glabrata than the aqueous
extract. Other aspect was the LC 5o obtained for the aqueous extract equal to

354,03 ppm and 216,38 ppm for the hydroalcoholic.

4.3 Activity cercaricide

Cercaricide activity of aqueous and hydroalcoholic the leaves of I.

suffruticosa can be seen in table 2 and 3.

Table 2 shows that during the 120 minutes of exposure to cercariae
aqueous extract of leaves of I. suffruticosa, it was noted that at concentrations of
125 and 250 ppm in the extract medium toxicity (50 to 90% mortality) after 60
min of exposure and strong toxicity (over 90% mortality) from 120 min
exposure. When we look at exposure to concentrations of 500, 750 and 1000
ppm had a medium toxicity extracts from 30 min and strong toxicity after 60
min exposure. Importantly, the control group throughout the experiment

retained 100% of alive cercariae and mobile.
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Table 2 - Analysis of the number of cercariae exposed to aqueous extract of leaves of I.

suffruticosa for 120min.

Concentration o of Exposure Time (in minutes)

(ppm) cercariae
exposed

15 30 60 120

0 300 - - - -

125 300 - 4 ++ ++

250 300 - I Sty +++

500 300 - 4F +++ +++

750 300 + - +++ +++

1000 300 + ++ +++ +++

(-) Control group: 100% of alive cercariae and mobile. ; (+) Inactive: less than 50% of cercariae
killed; (+ +) Medium toxicity: 50-90% of cercariae killed; (+++) Strong toxicity: 90% more dead

cercariae; (++++) Complete lethality: 100% of cercariae killed.
The effect of cercaricide to different

activity after exposure

concentrations of the hydroalcoholic extract of leaves of I. suffruticosa can be

observed in Table 3.

Table 3 - Analysis of the number of cercariae exposed to the hydroalcoholic extract of leaves of
. suffruticosa por 120min.

Concentration 3 OT Exposure Time (in minutes)
(ppm) cercariae
exposed
15 30 60 120

0 300 - - - -
125 300 + + ++ +H+
250 300 + + +++ +++
500 300 + ++ +++ 4+
750 300 + ++ +++ ++++
1000 300 + +++ ++- 4+

(-) Control group: 100% of alive cercariae; (+) Inactive: less than 50% of cercariae killed; (+ +)

Medium toxicity: 50-90% of cercariae killed; (+++) Strong toxicity: 90% more dead cercariae;

(++++) Complete lethality: 100% of cercariae killed.

The cercaria showed a mortality rate of 100% in 1000 ppm starting at 60

min remaining at concentrations of 500, 750 and 1000 ppm for the time of 120

min of exposure.
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4.4 Artemia salina lethality assay

The analysis of the study with larvae (nauplii) of Artemia Salina
exposed for 24 hours at different concentrations of aqueous and hydroalcoholic
leaves of I. suffruticosa can be seen in Figure 5. The graphs demonstrate the
aqueous extracts of leaves of I|.  suffruticosa showed toxic effects at
concentrations of 500, 750 and 1000 ppm respectively 55.0, 76.0 and 100%

mortality of larvae. Concentrations of 0, 125 and 250 ppm showed low toxicity.

100%

A 160-
140
76,0%
T 1201
[72]
S 100
X 55,0%
T 80
g 36,3%
9 60
24,7%
40-
20| 3.8%
o P
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e =
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Figure 4 - Analysis of the toxicity of aqueous extracts (A) and hydroalcoholic (B) of leaves of I.
suffruticosa on larvae of A. salina exposed for 24 hours.
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By analyzing the toxic effects of hydroalcoholic extract of leaves of |I.
suffruticosa on A. salina larvae exposed for 24 hours at different concentrations
observed an increased toxicity when compared to aqueous extract. We note that
the cercariae exposed to concentrations of 500, 750 and 1000 ppm, again,
showed the highest toxicity (78.7, 85.0 and 100% mortality of larvae,
respectively). No significant differences were found between the concentrations
of 500 and 750 ppm. Other aspect was the LC 5, obtained for the aqueous extract
equal to 326,86 ppm and 185,5 ppm for the hydroalcoholic.

5. Discussion

Schistosomiasis mansoni is one of the few diseases caused by parasites
that distribution and prevalence, in worldwide, continue to increase. The
presence of snails Biomphalaria species, intermediate hosts in the life cycle of
the parasite is a determining factor for the transmission of the disease, since the
Biomphalaria is present throughout Brazil, presents reproduction by selfing and
outcrossing, short reproductive cycle and large numbers of offspring per
spawning. These factors contribute to the difficulties in eradicating the disease
and requiring constant control of the snails to the incidence and prevalence rates

are reduced (Rapado, 2007).

The results presented in this study on the toxicity of aqueous and
hydroalcoholic leaves of |I. suffruticosa adult snails showed that the
concentrations used caused low mortality to adults, though we see biological
changes in adults molluscs. We can say that the crude extracts used did not
show molluscicidal activity. According to WHO (1983), a molluscicide of plant
origin should be active at 100 ppm or less and kill 90% of snails exposed for 24
hours in water with temprerature set. We suggest carrying out further studies
analyzing the fractions of these substances, with the aim of elucidate properties

in controlling diseases and pests.
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Studies conducted by Mendes et al (1993) with ethanolic extracts of the
pericarp of the fruit of Guaiacum officinale L. observed no activity on adult
snails of B. glabrata at a concentration of 100 ppm. Rapado (2007) performed
experiments with extracts of Piperaceae verified and there also did not observe
the molluscicidal activity of extracts from leaves of P. hoffmanseggianum, P.
macedoi and P. macrostachya, since it had 0% mortality of adult snails of B.
glabrata subjected to 100 ppm. However, we can not say that these species do
not exhibit the toxic action snails, as only the crude extract of the leaves was

studied.

The location of the toxins in plants, in general, range, and the study of the
distribution of molluscicidal principle in the plant parts is of fundamental
importance. In species Phytolacca dodecandra (Phytolaccaceae), there is
variation in molluscicidal activity where the toxins present in the extract of the
berries are very active, the leaves extract is partially toxic and the extract of
roots do not have toxic effects. In species Eugenia dysenterica (Myrtaceae) this
difference occurs between leaves and roots, whose extracts at 100 ppm caused
100% and 0% mortality in B. glabrata respectively (Bezerra et al., 2002). In
most species of the family Euphorbiaceae, the toxins responsible for the
molluscicidal seeds are already in Solanaceae in leaves and fruits. Thus, we
reaffirm that it is important to perform tests to verify the molluscicidal activity
of extracts from all plant parts, preferably the parts of easy regeneration, and not

compromise the survival and integrity of the plant.

Other issue discussed was the changes encountered in biological
fecundity and fertility of adults exposed to the extracts. The hydroalcoholic
extracts at all concentrations were more detrimental effect on the fecundity and
fertility than clams exposed to aqueous extracts. Changes in the reproductive
system of molluscs can also represent a way to control this specimen without

causing significant changes to environment.

The concern with control of snails intermediate hosts of schistosomiasis
transmitters and seeking non-polluting alternatives to contain this endemic
disease comes from many years, without having established an effective method

(Barbosa, 1995; Coura, 1995; Doenhoff & Ruppel, 1998). According Jurberg



74

(1987), the use of plants from areas where schistosomiasis is endemic may
facilitate control programs and reduce costs, this assertion is supported by

Archibald (1933).

In this study we observed that in terms of embryotoxicity, the
hydroalcoholic and aqueous extracts of leaves of I. suffruticosa showed great

reduction in egg viability of B. glabrata, or were potentially ovicidal.

The susceptibility of embryos against natural products was also reported
by Mendes et al., 1993, which found that 100% mortality of embryos of B.
glabrata exposed to 100 ppm of aqueous suspension of the pericarp of the fruit
of Guaiacum officinale L.

Different results regarding the susceptibility of the embryos exposed to
natural extracts of plants were observed by Oliveira-Filho (2003) who studied
the effects of the latex of Euphorbia milli on embryos of B. glabrata ovicidal
observing a low potential of this substance. Although not causing immediate
death of embryos, can be observed high toxicity due to induction of
malformations (teratogenicity) and delay of hatching in the embryos of the
mollusc studied. Similar results were obtained by Kawano and colleagues with
extracts of Stevia rebaudiana plant and Laurus nobilis, in general, exhibited a
slight lethal effect even at high concentrations, but induced malformations and
retardation of hatching in the embryos of Biomphalaria glabrata exposed
(Kawano & Simoes, 1986; R¢ & Kawano, 1987).

The low susceptibility of embryos of B. glabrata also was reported by
Leyton et al., (2005) who analyzed the action of leaves extracts of Lycopersicon
esculentum (tomato) on adult specimens of B. glabrata at concentrations above
100 ppm, the steroidal glycoalkaloid crude product, which detected the presence
of tomatine, 90% of deaths caused by B. glabrata to 13,17 ppm (LC o), but the
crude extract and the active ingredient caused no ovicidal activity. Lemma et
al., (1972), in studies of alcoholic extract of fruits of Phytolacca dodecadra
(Phytolaccaceace), also found resistance of lungfish spawning of B. glabrata, B.
Bulinus truncatus and Alexandria, when exposed to concentrations that were

active in adult snails. Studies by Kloos & McCullogh (1987) suggest that the
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lack of ovicidal activity possibly occurs due to high molecular weights of the
substances found in crude extracts that can not cross the lipoprotein capsule that

surrounds the egg and the egg membrane ( Kloos & McCullogh, 1987).

In the specialized literature has not been reported earlier experiments
with extracts of Indigofora for this reason the results found in this work are
original and unpublished, which makes it important to study the control of
molluscs, B. glabrata in the embryonic stage, this stage little affected by the

synthetic molluscicides.

Other point examined in this study was to cercaricide activity of
hydroalcoholic and aqueous extracts of leaves of I. suffruticosa. The cercariae
of S. mansoni showed high susceptibility to aqueous and hydroalcoholic extracts
of leaves of I. suffruticosa. Mendes et al., (1993), also noted the high
susceptibility of cercariae to aqueous suspension of the pericarp of the fruit of G.
officinale 1 ppm. Similar results were also observed by Santos et al., (2007),
who contacted the lethality of fractions of latex and its derivatives from
Euphorbia conspicuous on the concentration of cercariac 100pug/mL. Another
study of natural plant extract was performed by Medina et al. (2009) who
studied extracts of Croton floribundus and acid kaurenoic on cercariae of S.
mansoni, found the mortality rate of 99.5% of cercariae to an exposure of 10
ppm of the extracts studied. Therefore, studies of natural plant extracts with
potential cercaricide are very promising and important for breaking the cycle of
schistosomiasis and consequently decrease the contamination of man, without

causing major ecological imbalances.

The toxicity tests are designed to evaluate or predict the toxic effects on
biological systems and measure the relative toxicity of substances (Forbes &
Forbes, 1994). The lethality test with Artemia salina was developed to detect
bioactive compounds in plant extracts, or chemical substances which may be
employed in different ways, such as fungal activity, antimicrobial, parasiticide,
among others (Meyer et al.,, 1982). Although natural molluscicides are
biodegradable, at certain concentrations, even within the values required by the
WHO, the extracts can reveal risks. In this context we can see that the

hydroalcoholic and aqueous extracts of leaves of I.  suffruticosa at
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concentrations of 500, 750 and 1000 ppm showed high toxicity causing death of
the larvae of A. salina. These concentrations are above those recommended by
WHO, so we suggest that studies with fractions of the extracts are made in order
to reduce the concentration of the solution, thereby decreasing the toxicity of the

environment.

Already been reported in the literature some properties of aqueous
extracts of leaves of |. suffruticosa as anti-inflammatory activity in reducing
paw edema of mice (Leite et al., 2003); cytotoxic activity in embryonic cells by
inhibiting cell reproduction from morula and blastocyst stage (Leite et al., 2004);
activity antimicrobial against gram-positive Staphylococcus aureus and against
dermatophyte fungi Trichophyton rubrum and Microsporium canis (Leite et al.,
2006) and significant antitumor activity in Ehrlich carcinoma in marked mice
when administered via intraperritoneal (Silva, 2008). But so far no data was
found on the toxic activity of aqueous and hydroalcoholic extracts of leaves of I.

suffruticosa bioassays conducted in this study.

Therefore, it would be require the development of research in an attempt
to find the active ingredients of this plant, and thus expand the programs of
schistosomiasis control by eliminating the larval stages of S. mansoni cercariae,
and interfering with the proliferation of intermediate snail hosts, reducing the
fecundity and fertility of the same, associating sanitation measures directed

regions of risk.

6. Conclusions

The results of this study showed that the hydroalcoholic and aqueous
extracts of leaves of I. suffruticosa reduces fecundity rates and fertility of adult
molluscs, besides to have embryotoxic properties and cercaricide mainly at
concentrations of 500, 750 and 1000 ppm. However, as the extract of poisonous
plants necessarily contain physiologically active constituents, future research
should carry out the purification and isolation of the compounds responsible for
such toxicity. Thus, since the extracts showed toxic effects on adult snails and
embryos of B. glabrata and cercariac of S. mansoni may be possible to employ

such a biodegradable material or a fraction derived therefrom in control
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programs of schistosomiasis mansoni. However, their use requires further

investigation.
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6. CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho demonstraram que os extratos aquosos e
hidroalcodlicos das folhas da I. suffruticosa reduz as taxas de fecundidade e fertilidade
dos moluscos adultos, além de possuir propriedades embriotoxicas e cercaricida,
principalmente, nas concentra¢des de 500, 750 e 1000 ppm. No entanto, como o extrato
de plantas toxicas necessariamente contém constituintes fisiologicamente ativos, futuras
pesquisas deverao realizar a purificacdo e isolamento das substancias responsaveis por
tal toxicidade. Dessa forma, uma vez que os extratos apresentaram efeitos toxicos sobre
moluscos adultos e embrides de B. glabrata e cercarias de S. mansoni pode ser possivel
empregar esse material biodegradavel ou uma fracdo dela derivada em programas de
controle da Esquistossomose mansonica. No entanto, seu uso exige uma investigacao

mais aprofundada.
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Tabela 1: Analise mortalidade, fecundidade, fertilidade dos caramujos adultos de B. glabrata expostos
por 96 horas ao extrato aquoso da I. suffruticosa e percentual de embrides vidveis.

Concentraces N° de N° de Fecundidade % de Fertilidade % de
do extrato caramujos | caramujos (N° de fecundidade (N° de embribes
aquoso (ppm) adultos adultos embribes em relagdo ao | embrides | vidveisem
expostos mortos gerados) grupo viaveis) relacdo ao
controle grupo
controle
0 30 1 6933 100 6818 98,4
125 30 1 6320 91,1 6236 89,9
250 30 2 6190 89,2 5824 84,0
500 30 2 3739 53,94 3442 49,6
750 30 3 3692 53,25 3335 48,1
1000 30 3 3434 49,53 3290 47,4

Tabela 2: Analise da mortalidade, fecundidade, fertilidade dos caramujos adultos de B. glabrata expostos

por 96horas ao extrato hidroalcoolico da I. suffruticosa e percentual de embrides viaveis.

Concentracbes | N° de | N° de | Fecundidade | % de | Fertilidade | % de
do extrato | caramujos | caramujos | (N° de | fecundidade | (N° de | embribes
hidroalcoolico adultos adultos embribes em relacdo | embribes viaveis
(ppm) expostos mortos gerados ao grupo | viaveis) em
controle relacdo
ao grupo
controle
0 30 1 7014 100 6921 98,6
125 30 1 6150 87,6 6054 86,3
250 30 1 6082 86,7 5589 79,6
500 30 3 3139 447 2837 40,4
750 30 3 3240 46,1 2609 37,1
1000 30 3 2726 38,8 2574 36,6
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Tabela 3: Analise da Inviabilidade ¢ Viabilidade de embrides de B. glabrata no estiddio de blastula

exposto por 96 horas ao extrato aquoso da I. suffruticosa e percentual de inviabilidade.

Concentracdes do N° de Inviabilidade (N° | Viabilidade % de % de
extrato aquoso embribes de embriGes (N° de embribes embribes
(ppm) expostos mortos e embrides Invidveis Viaveis
malformados) eclodidos)
0 605 9 596 1,6 98,0
125 602 84 518 13,9 86,1
250 603 157 446 26,0 74,0
500 607 298 309 49,0 51,0
750 603 560 43 93,0 7,0
1000 607 607 0 100,0 0,0

Tabela 4: Analise da Inviabilidade e viabilidade de embrides de B. glabrata no estadio de blastula

exposto por 96 horas ao extrato hidroalcoolico da I. suffruticosa e percentual de inviabilidade.

Concentracdes do N° de N° de embrides | Viabilidade % de % de
extrato embrides inviaveis (mortos (N° de embribes embribes
hidroalcoolico expostos e malformados) embrides Inviaveis Viaveis
(ppm) eclodidos)
0 607 10 597 1,8 98,2
125 608 128 480 21,0 79,0
250 603 320 283 53,0 47,0
500 604 555 49 92,0 8,0
750 602 602 0 100,0 0,0
1000 605 605 0 100,0 0,0
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Tabela 5: Analise da toxicidade dos extratos aquosos das folhas da |. suffruticosa sobre larvas (natplios)

de A. salina exposta por 24 horas.

Concentracdes do

extrato aquoso

N° de larvas expostas

N° de larvas mortas

% de larvas mortas

0 155 3 3,8
125 154 38 24,7
250 154 56 36,3
500 157 86 55,0
750 155 117 76,0
1000 153 153 100,0

Tabela 6: Analise da toxicidade dos extratos hidroalcoolicos das folhas da |. suffruticosa sobre

larvas (natplios) de A. salina exposta por 24 horas.

Concentracdes do

extrato hidroalcoolico

N° de larvas expostas

N° de larvas mortas

% de larvas mortas

0 153 3 3,9
125 155 58 38,0
250 156 100 64,0
500 155 122 78,7
750 150 127 85,0
1000 157 157 100,0




