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A relacdo entre as populacdes de homens, vetores
e agentes etiolégicos é bastante complexa e ndo parece
estar no horizonte, para os préoximos anos, a miragem de
uma vida livre de infecgcdes (MASCARINI, 2003).



RESUMO

Moluscos do género Biomphalaria e Lymnaea possuem grande importancia
médica, por serem caracterizados como hospedeiros intermediarios do parasito
Schistosoma mansoni e do parasito Fasciola hepatica respectivamente. Neste
estudo foi avaliada a presenca desses moluscos em 14 municipios situados na
mesorregido Sul Espirito-Santense, pertences as Bacias hidrogréaficas dos rios
Itapemirim, Iltabapoana e Benevente. Para a identificagdo dos moluscos foi utilizada
avaliacdo morfologica e molecular. Para todos os 14 municipios georreferenciados
foram encontrados moluscos da espécie B. tenagophila e L. columella. Entretanto, a
preocupacao com o desenvolvimento de resisténcia destes moluscos a substancias
moluscicidas e sua baixa seletividade ocasionam na busca de substéncias
biodegradaveis de origem vegetal. Este estudo analisou entdo a eficacia de extratos
fitoterapicos compostos de Melia azedarach var azedarach, Azadirachta indica A.
Juss, e Cymbopogon winterianus como possiveis agentes moluscicidas. Foram
testados extratos alcoolicos, acetato de etila e hexénicos extraidos de caules e
folhas dos vegetais cinamomo, nim e citronela como agentes moluscicidas para a
espécie Lymnaea columella, hospedeiro intermediario da Fasciola hepatica. Os
extratos nim, cinamomo e citronela demonstraram-se eficazes no controle dos
moluscos analisados em baixas concentracdes, diluidos em etanol, acetato de etila e
hexano, e, inibiram a ovoposi¢do dos moluscos, impedindo sua reprodutibilidade, e,

por conseguinte, a disseminacdo destas doencas parasitarias.

Palavras-chave: Esquistossomose; Fasciolose; Drogas Moluscicidas.



ABSTRACT

Mollusks of the genders Biomphalaria and Lymnaea have great medical
importance as intermediate hosts of the parasites Schistosoma mansoni and
Fasciola hepatic. In this study, the occurrence of these mollusks was evaluated in 14
counties located in the catchments of the following rivers: Itapemirim, Itabapoana and
Benevente in Southern Espirito Santo State, Brazil. The species B. tenagophila e L.
columella were found in all counties assessed. Furthermore, the tolerance of these
mollusks to molluscicides and their low selectivity raises concerns and show the
importance of finding new vegetable biodegradable substances to control these
mollusks. This study assessed the use of vegetable extracts originated from Melia
azedarach var azedarach, Azadirachta indica A. Juss, and Cymbopogon winterianus
as natural molluscicides. Hidroalcoholic, ethyl acetate and hexane crude extracts,
obtained from leaves of plants, such as chinaberry, neem and citronella, were tested
as molluscicides against Lymnaea columella, which is the intermediate host of
Fasciola hepatica. The low concentration extracts of neem, citronella and chinaberry
diluted in ethanol, ethyl acetate and hexane shown to be effective in controlling snails
and inhibiting the oviposition of shellfish, preventing its reproduction, and, therefore,

the spread of these parasitic diseases.

Keywords: Schistosomiasis; Fascioliasis; molluscicides.
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1. INTRODUCAO

A Esquistossomose mansodnica é uma doenca condicionada a presenca de
molusco do género Biomphalaria, suscetiveis ao Schistosoma mansoni (PAZ, 1997;
CALDEIRA et al, 2004). O conhecimento sobre a distribuicdo geogréfica das
espécies de Biomphalaria € importante para o controle e vigilancia epidemiolégica
da esquistossomose (BARBOSA et al, 2006). A expansao dessa parasitose para a
regido sul do estado do Espirito Santo pode estar correlacionada com a ocorréncia
de moluscos vetores, Biomphalaria sp., portadores de S. mansoni, j& que as
condi¢cbes ambientais sdo plenamente atendidas para desenvolvimento completo de
seu ciclo biolégico.

Outra parasitose de relevancia na regiao refere-se a fasciolose hepatica,
causada pelo parasito Fasciola hepatica e/ou Fasciola gigantica. A fasciolose trata-
se de uma doenca que resulta em elevadas perdas econdmicas aos produtores
pecuaristas da regido, e que ocasionalmente pode acometer o ser humano (PILE et
al, 2001; QUEIROZ et al, 2002). Esta doenca apresenta como hospedeiro
intermediario, moluscos Lymnaea sp., considerado, se contaminado, peca
fundamental no ciclo biolégico da mesma.

A auséncia de uma carta malacoldgica do sul do estado do Espirito Santo
suscita pesquisas sobre a fauna malacologica da regido visando a localizacdo e
identificacdo dos hospedeiros intermediarios para S. mansoni e F. hepatica, em
municipios da regiao.

Atualmente os produtos quimicos moluscicidas acarretam maleficios
aosanimais consumidores da agua do local de aplicacdo pelos residuos oriundos,
causando intoxicacdo aos mesmos, 0 que resulta na busca de novos compostos
ativos a base de vegetais. Diversos testes utilizando extratos a base de Melia
azedarach var azedarach (cinamomo), Azadirachta indica A. juss (nim) e
Cymbopogon winterianus Jowiit (citronela), tem apresentado drogas potenciais
destinadas a diversas aplicacdes, tais como efeitos inseticidas, antifingicos e
antiparasitarios. Entretanto, na literatura pesquisada ndo foram encontradas
indicacdes de aplicacbes destes extratos com fins moluscicidas, o que justifica a

realizacdo deste estudo na regido descrita.
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Procurando colaborar para a melhoria desses conhecimentos, sao
apresentados neste estudo, pontos da presenca de espécies Biomphalaria e
Lymnaea, seguidos de circunstancias que envolvem os conhecimentos sobre a
distribuicdo das espécies hospedeiras intermediarias da endemia na regido
mencionada. Relata-se também a possibilidade dos moluscos infectados por S.
mansoni em municipios localizados na regido sul do Espirito Santo no Brasil, assim
como a verificagdo da eficiéncia de extratos fitoterapicos como agentes,
considerando que atualmente no Brasil somente é permitido o uso da droga
niclosamina como moluscicida, a qual em uso continuo apresenta toxicidade
(GRAEFF, et al 2001; GASPAROTTO JR. et al, 2005).

Motivados por estes dados, e por saber que o dimensionamento das areas
colonizadas por moluscos de importancia médica sao uteis ao controle e vigilancia
epidemiologica para a esquistossomose e fasciolose, o principal objetivo deste
estudo foi realizar o levantamento malacolégico e a identificacdo molecular de
moluscos do género Biomphalaria e Lymnaea, na regido sul do Espirito Santo e
analisar a eficiéncia de extratos fitoterapicos compostos de Melia azedarach var
azedarach, Azadirachta indica A. Juss, e Cymbopogon winterianus como agentes

moluscicidas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 - AS DOENCAS PARASITARIAS

As parasitoses constituem-se em um grave problema de saude publica, sendo
considerado segundo CORREIA e colaboradores (2005) um problema médico-
sanitario. O equacionamento deste problema refere-se a necessidade de
conhecimentos dos fatores de risco que favorecem o surgimento, a manutencéo e a
propagacéao dos agentes infecciosos (LUDWIG et al, 1999; ZAIDEN et al, 2008). Nos
paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, nas areas rurais e nos suburbios
das grandes cidades, a frequéncia de parasitoses estd relacionada as baixas
condicBes de infra-estrutura e saneamento basico da populagéo, e ao baixo nivel de
instrugéo da populacdo (ROCHA et al, 2000a; ARAUJO, 2005; ZAIDEN et al, 2008).
Apesar dos avancos no campo dos medicamentos antiparasitarios polivalentes
(OLIVEIRA et al, 2007), estas infeccoes estdo diretamente relacionados as
condicBes sanitarias, aos comportamentos inerentes a certos grupos populacionais
(ARAUJO, 2005), que contribuem significativamente para problemas econdmicos,
sociais e médicos (TIAGO et al, 2005). Em sociedades menos desenvolvidas,
embora nem sempre com base em estatisticas fidedignas, é usual expressar em
milhdes o namero de individuos infectados por enteroparasitas (MONTEIRO et al,
1988).

Considerado uma associagcao entre 0s seres Vivos, 0 parasitismo representa
um tipo de relacdo onde ha unilateralidade de beneficios, sendo um dos associados
prejudicado (CORREIA et al, 2005; TIAGO et al, 2005). Alteracfes relacionadas ao
meio ambiente, tais como: aumento da concentracdo populacional, baixas condicbes
higiénicas e habitos alimentares inadequados, séo fatores pré-determinantes para
multiplicacdo do parasito ou do vetor junto a uma populacéo susceptivel (TIAGO et
al, 2005). A presenca de parasitos pode aumentar quantitativamente e
gualitativamente conforme condicbes ambientais favoraveis, possibilitando, em
alguns casos, a ocorréncia de poliparasitismo, situacao debilitante para o individuo
(ZAIDEN et al, 2008).
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A infeccdo por parasitos influencia muitos aspectos fenotipicos do hospedeiro,
incluindo a fisiologia, a historia de vida, o comportamento e a selecdo sexual
(TIBIRICA et al, 2009). No caso das verminoses, estas podem acometer a saude
dos individuos, possibilitando o aparecimento de sintomas como diarréia, colicas,
reducdo do desenvolvimento fisico, alteracbes psicosométicas e sociais, podendo,
em alguns casos, interferir diretamente na qualidade de vida da populacéo afetada
(CORREIA et al, 2005; ZAIDEN et al, 2008).

Dentre as infeccbes parasitarias, destacam-se as parasitoses
gastrointestinais, existindo cerca de vinte principais que acometem o homem. Dentre
estas, destacam-se como as mais comuns as geohelmintoses (OMS, 2002). E
estimado que 1,5 bilhdo de pessoas (um quarto da populacdo mundial) encontram-
se infectadas com geohelmintos (ARAUJO, 2005) (parasitoses intestinais que
podem provocar alta morbidade, principalmente em mulheres e criancas).

Segundo MONTEIRO e colaboradores (1988), as parasitoses gastrointestinais
aumentam significativamente sua frequéncia a medida que piora 0 nivel
socioeconémico, chegando a ser de nove vezes a diferenca de prevaléncia existente
entre 0s estratos socioecondmicos extremos da populacdo. Os estudos sobre a
prevaléncia de enteroparasitoses, sdo poucos e dispersos, sendo a maioria deles
realizada em amostras de bases populacionais mal definidas, como usuarios de
servicos de saude, alunos de escolas publicas e comunidades urbanas carentes
(FERREIRA et al, 2000).

Dos fatores que interferem no desenvolvimento pleno da atividade pecuaria,
as parasitoses gastrintestinais ocupam lugar de destaque (MOTA et al, 2003). De
acordo com FALBO e colaboradores (2008), o parasitismo por nematddeos
gastrintestinais tem se constituido num dos principais fatores limitantes a exploracéo
de caprinos e ovinos no Brasil. O avanco da agricultura e da pecuaria proximo as
areas naturais proporcionou um contato maior entre as popula¢cdes humanas e de
seus animais domésticos com as populacdes de animais silvestres, facilitando a
disseminacdo de agentes infecciosos e parasitarios para novos hospedeiros e
ambientes (SILVA, 2004).

No Brasil, as parasitoses intestinais ainda se encontram bastante

disseminadas e com alta prevaléncia em seres humanos (FERREIRA et al, 2000;



25

ROCHA et al, 2000a). Segundo CASTRO e colaboradores (2004), a questao
especifica do saneamento basico no Brasil € alarmante. Dados do IBGE (1999)
demonstravam que mais de 50% dos domicilios ndo tinham acesso a sistema de
esgotamento sanitario e apenas 15% do esgoto coletado recebia tratamento. Essa
situacdo traz graves consequéncias para a qualidade de vida da populacéo,
principalmente para a parcela da populacdo de menor poder aquisitivo, e,
particularmente, nas faixas etarias mais jovens (CASTRO et al, 2004; CORREIA et
al, 2005).

Casos de parasitoses ressaltam a importancia do peridomicilio na
transmissdo da doenca, uma vez que a maioria dos focos tem localizacao peri ou
intradomiciliar. Considerando padréo de distribuicdo espacial desses focos, observa-
se que a dindmica de transmissdo ndo pode ser analisada apenas a partir da
distribuicdo dos vetores, sendo necessario situar os focos no contexto
epidemioldgico onde estéo inseridos (ARAUJO et al., 2002).

Em decorréncia dos efeitos deletérios a saude dos individuos e, sobretudo,
das repercussdes econdmicas, varios programas de controle tém sido dirigidos para
as parasitoses intestinais em diferentes paises. No entanto, constata-se um
descompasso entre 0 éxito alcancado por estes nos paises desenvolvidos e aquele
verificado nas economias em desenvolvimento (LUDWING et al, 1999). Na pecuatria,
o controle de parasitoses vem sendo realizado por meio do uso de anti-helminticos,
desconsiderando em alguns casos os fatores epidemiologicos predominantes na
regido, o que pode interferir diretamente na populacdo parasitaria ambiental e,
consequentemente, na infeccdo do rebanho. Programas de controle parasitario
eficientes sdo baseados em informacdes sobre a disponibilidade de larvas no
ambiente, deteccdo de fontes de infeccdo, conhecimento sobre as exigéncias
climaticas para eclosdo de ovos e viabilidade larvar (MOTA, et al, 2003).Vale
ressaltar que o uso inadequado de anti-helminticos pode selecionar nematédeos
com resisténcia a uma ou mais drogas, fenbmeno descrito desde a década de 90
(FALBO et al, 2008).

A implementacdo de medidas relacionadas ao saneamento basico e

programas continuos visando educacdo sanitaria nas comunidades, possibilitara
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uma melhoria da condicao de vida, e, consequentemente, do desenvolvimento dos
infectados por parasitoses (UCHOA et al, 2001).

No cenario atual, o elevado custo financeiro das medidas técnicas e a falta de
projetos educativos com a participacdo da comunidade dificultam a implementacéo
das acOes de controle (LUDWING et al, 1999). Medidas preventivas baseadas em
informacOes educativas para as comunidades podem reduzir a frequéncia de
tratamentos quimicos e quando associadas a outras formas de controle podem

reduzir a dependéncia dos anti-helminticos (MOTA et al, 2003).

2.2. A ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA

Considerada uma das mais antigas doencas humanas, a esquistossomose
mansonica € uma endoparasitose, cuja distribuicdo geografica esta diretamente
relacionada com a presenca do agente etiolégico Schistosoma mansoni e de
moluscos do género Biomphalaria (AMARAL e PORTO, 1994; COIMBRA JR, 1981;
CALDEIRA et al, 2009). Estima-se que cerca de 250 milhdes de individuos
distribuidos em 76 paises da Africa, Asia e América sdo afetados por esta endemia
(ENGELS et al, 2002).

Uma infeccao introduzida pode ndo se estabelecer numa regido devido a
fatores exclusivamente biolégicos. Este € o caso da ndo ocorréncia no Brasil, da
esquistossomose hematobica e da tripanossomiase africana (doenca do sono),
doencas que foram introduzidas, mas néo se estabeleceram pela inexisténcia de

agentes biologicos especificos (SILVA, 1985).

2.2.1. HISTORICO E EPIDEMIOLOGIA DA ESQUISTOSSOMOSE

Em 1850, Theodore Bilharzs, médico e biélogo aleméo, professor da cidade
do Cairo - Egito, durante a realizacdo de uma autopsia em camponeses egipcios do
sexo masculino, isolou um parasita trematédeo do sistema porta-hepatico, que por
apresentar um nitido dimorfismo sexual e habitat intravascular, foi denominado
Distomum haematobium (JARCHO, 1968, AMARAL e PORTO, 1994).

Posteriormente, Weiland, em funcdo da caracteristica fenda corporal apresentada
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pelos machos, sugeriu a denominacgéo de Schistosoma (ROLLISON e SOUTHGATE,
1987). No ano seguinte, Cobbold, na intencdo de homenagear Bilharzia, propds a
denominacéo de Bilharzia para o género, entretanto prevaleceu a denominagéo de
Schistosoma em respeito as regras de nomenclatura cientifica (ROLLISON e
SOUTHGATE, 1987). Em 1902, ap0s encontrar ovos com espiculas laterais em
pacientes das Antilhas, Manson descobriu uma nova espécie de Schistosoma
(diferente do Schistosoma haematobium, na qual os ovos apresentavam espicula
terminal), que em 1907 foi descrita por Sambon como Schistosoma mansoni
(AMARAL e PORTO, 1994).

As descobertas seguintes a esses achados permitiram a identificacdo das
diferentes espécies do género Schistosoma. Atualmente existem seis espécies de
Schistosoma que podem infectar o ser humano: S. mansoni; S. hematobium; S.
japonicum; S. intercalatum; S. mekongi e S. malayensis (COURA e AMARAL, 2004).

E nas raizes histéricas do desenvolvimento social e econémico do Brasil-
colbnia que se encontra a origem para a endemizacdo da esquistossomose.
Provavelmente, a esquistosomose foi introduzida no Brasil algumas décadas apos o
descobrimento, com a chegada dos navios com escravos africanos oriundos de
regides sabidamente endémicas, em meados do século XVI (ARAUJO, 1986; PAZ,
1997; PARAENSE, 2002; BARBOSA, et al, 2006).

Durante anos a esquistossomose permaneceu incognita no Brasil até que, em
1907 o médico baiano PirajdA da Silva reconheceu sua existéncia no pais,
descrevendo em 1908 o verme adulto do parasita S. mansoni, Unica espécie que
encontrou condicdes de adaptacdo nas Ameéricas. A partir de 1916, o médico
sanitarista Adolph Lutz realizou estudos relacionados a biologia do parasita de seus
hospedeiros intermediarios e de métodos de diagndstico (AMARAL e PORTO,
1994). Considerado um consenso pela maioria dos estudiosos no assunto, a
esquistossomose mansoénica foi introduzida em Sao Paulo, assim como em outros
estados do Sudeste e do Sul, devido a migracao de individuos originarios das zonas
endémicas do Nordeste, notadamente da Bahia, Pernambuco, Alagoas e Sergipe,
assim como da porcdo setentrional do estado de Minas Gerais. Esta corrente
migratoria se intensificou com o surto de industrializacdo verificado a partir do final

da década de 1940, justamente quando a esquistossomose passa a ser reconhecida
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como problema de saude publica nos estados de S&do Paulo, Paranid e Rio de
Janeiro (SILVA, 1985).

Atualmente a esquistossomose mansoénica, doenca infecciosa, de carater
cronico ou agudo, endémica em varios estados do Brasil (ARAUJO, 2000), com
estimativas de que existam 30 milhdes de pessoas vivendo em areas expostas ao
risco de infeccdo e cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas infectadas pelo parasita
(OMS, 1993). A ocorréncia deste parasito estd intimamente relacionada a precérias
condicdes soOcio-ambientais apresenta-se como maiores prevaléncias em humanos
na regido Nordeste (ARAUJO-FILHO, 2000), apresentando — se como vasta area
endémica, do Maranhdo ao Espirito Santo (COURA e AMARAL, 2004) e nos
estados de Minas Gerais (SOUZA et al, 1987). Também existem focos em areas
isoladas, no Distrito Federal e nos estados do Para, Piaui, Goias, Rio de Janeiro,
Séo Paulo, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Figura 1). Além disso, ha casos
oriundos de areas endémicas em quase todo o territorio nacional, principalmente nos
estados que sdo considerados pontos para a migracdo como Ronddnia (COURA e
AMARAL, 2004).

Figura 1: Mapa de regides endémicas para esquistossomose mansonica no Brasil. Modificado de:

www.ibge.gov.br.
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Em Pernambuco, a doenga é historicamente endémica na Zona da Mata
(Figura 1), porém a recente notificagcdo de casos de esquistossomose aguda e de
focos de vetores da doenca no litoral desse estado apontam para uma expanséo da
endemia com mudancas no seu perfil clinico-epidemioldgico (ARAUJO et al, 2002).

Surtos de esquistossomose aguda em regides turisticas do estado do
nordeste estdo cada vez mais frequentes no Brasil, pois a transformacdo da
ocupacdo e do uso da terra gerou a dispensa de mao-de-obra pelos antigos
agricultores, e pequenos empresarios, donos de estabelecimentos turisticos
(MASSARA et al, 2008).

A esquistossomose mansonica, considerada por muito tempo uma "endemia
rural", atualmente é encontrada na periferia € mesmo nas grandes cidades, como
nos casos de Salvador, Fortaleza e Belo Horizonte (GUIMARAES et al, 1997).

No municipio de Belo Horizonte—MG, desde o primeiro relato de ocorréncia
dessa parasitose, tém sido efetuados levantamentos malacologicos para a
localizacdo e controle dos focos de transmissdo. Nos ultimos anos os criadouros de
moluscos foram reduzidos devido ao progresso e medidas de urbanizacgéo.
Atualmente os focos, com raras excecfes, se encontram na periferia ou municipios
vizinhos, sendo que eventualmente, em um criadouro pode ocorrer a substituicdo de
uma espécie hospedeira por outra (SOUZA et al, 1998).

A necessidade da adocédo de medidas urgentes de combate a esta parasitose
gastrointestinal fica clara ao se considerar que, em 17 dos estados brasileiros,

existem areas endémicas de transmissio desta doenca (GUIMARAES et al, 1997).

2.2.2. CICLO DE VIDA DO Schistosoma mansoni

O Schistosoma mansoni trata-se de um parasito trematédeo, do género
Schistosoma, familia Esquistossomatidae, classe Trematoda e sub-classe Digenea.
Este parasito apresenta ciclo bioldégico do tipo heteroxénico, com acentuado
dimorfismo sexual e diferentes estagios de desenvolvimento (ROLLINSON e
SOUTHGATE, 1987).

Os vermes adultos habitam o sistema porta-hepatico do ser humano e de

outros hospedeiros vertebrados (Figura 2), onde se acasalam e realizam a
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0VOposi¢ao nos ramos terminais da via mesentérica inferior e nas vénulas da parede
intestinal (WILSON, 1980). Pressupbe-se que a longevidade do parasita no ser
humano seja de 5 a 6 anos, embora alguns casais podem sobreviver até 30 anos,
qguando ocorre acentuada diminuicdo da ovoposicdo. Fémeas em idade média de
dois anos ovopdem, diariamente, cerca de 300 ovos (ROLLINSON e SOUTHGATE,
1987).

Cerca de 30% dos ovos depositados na parede intestinal sao eliminados
pelas fezes, o restante permanece retido na parede do intestino e no parénquima
hepético, podendo em alguns casos, atingir os pulmdes por meio do sistema
circulatério. Em menor frequéncia, estes ovos podem ser levados a outros 6rgaos
tais como: medula 6ssea, cérebro, baco, coracao, dentre outros (WILSON, 1980). Os
ovos eliminados no ambiente externo em meio as fezes liquidas, apresentam
sobrevida de 24 horas e até de cinco dias em fezes formadas (WILSON, 1980).

Os ovos secretam antigenos soluveis, ocasionando um processo inflamatorio
granulomatoso principalmente no figado e intestino, podendo resultar em fibroses,
hipertenséo portal, hemorragias e em alguns casos ocasionar letalidade (WILSON,
1980). O inicio da formacdo do granuloma € mediado por linfécitos T “helper” CD4+
secretores de citocinas padrdo Thl, sendo que na fase crbnica pode ocorrer
imunomodulacao para as células secretoras do padréo Th2 (ASAHI et al, 2003).

Segundo WILSON (1980), o homem ao lancar os ovos no meio ambiente o
homem atua como fonte disseminadora da doenca, 0 que explicaria a grande
difusdo pelo mundo. Ao alcancarem o ambiente externo em meio as fezes, 0s ovos
em contato com agua doce e sob fatores favoraveis (luz intensa, pressdo osmotica,
oxigenacdo da agua e temperatura entre 25 a 30°C) eclodem liberando a primeira
forma livre do parasita, o miracidio. Este nada até encontrar um hospedeiro
susceptivel. Em torno de 70% dos casos, a penetracdo ocorre via pés e antenas dos
caramujos (Figura 2).

No molusco, as larvas transformam-se em esporocistos primarios, e pela
multiplicacdo das células germinativas produzem 0s esporocistos secundarios, que
migram ao sistema hemolinfatico até atingirem o hepatopancreas e as goénadas.
Nestes Orgdos cada esporocisto secundario, por meio de reproducdo assexuada,

origina um elevado nimero de cercérias, que conforme a temperatura do ambiente
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elimina as mesmas um més apéds a infec¢ao. Considerada a segunda larva do ciclo,
a cercéria, forma infectante para o ser humano, é eliminada pelo molusco na agua e
nada até encontrar o hospedeiro definitivo (Figura 2). Normalmente as cercarias sao
eliminadas durante o periodo diurno, devido a maior luminosidade (WILSON, 1980).

As cercarias respondem a estimulos ambientais que geram aumento dos seus
ritmos de natacgéo, e, por conseguinte, ampliam a probabilidade de contato com o
hospedeiro definitivo. Estes estimulos sdo precisamente aqueles que o ser humano
desencadeia ao entrar na agua, tais como turbuléncia, sombra e sinais quimicos
liberados na pele do hospedeiro (WILSON, 1987).

As cercéarias possuem trés tipos de glandulas: glandulas acetubulares,
glandula da cabeca e glandula sub-tegumentar, que contém vesiculas secretoras pré
— formadas, as quais desempenham relevante papel na invasao do hospedeiro e/ ou
transformacgé&o do parasita (DORSEY, 2002).

Em contato com a pele do hospedeiro, a cercaria atravessa 0 epitélio
estratificado da epiderme e a derme, ultrapassando obstaculos (colageno, elastina e
fibroblastos) a fim de que consiga atingir 0os vasos sanguineos ou o sistema linfatico.
Durante o periodo de penetracdo, a cercaria perde o cauda e o glicocalix originando
0 esquistossomulo (CRABTREE e WILSON, 1986).

As larvas nao destruidas pelos mecanismos de defesa do organismo humano,
penetram nos vasos sanguineos e passivamente sao encaminhadas ao lado direito
do coracdo e pulmdes (Figura 2). Essa migracdo do esquistossémulo ocorre pelo
sistema sanguineo, ou com maior raridade, pelo sistema linfatico. Os
esquistossémulos em contato com os vasos pulmonares tornam-se mais delgados e
longos, com cerca de 400 um, e, via corrente sanguinea atingem o lado esquerdo do
coracao, sendo posteriormente disseminados por todo o corpo humano (PEREIRA
JUNIOR, 2005).

Os esquistossdbmulos que atingem o sistema porta-hepatico permanecem
vivos, se alimentam e promovem o pareamento. O casal de parasitos migram para
as veias mesentéricas onde concluem sua maturacéo. A postura dos primeiros ovos
inicia-se cerca de trinta dias apds a penetracdo na pele (BASCH e SAMUELSOM,

1990). O ciclo bioldgico do parasita S. mansoni encerra-se com a liberacao de fezes
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contaminadas em agua doce proximo a populacéo local de moluscos susceptiveis
(Figura 2).

Vale ressaltar que a existéncia de portadores de uma doenca infecciosa numa
dada area ndo é suficiente para que se estabelecam doencas parasitarias,
considerando que sua transmissédo depende de inUmeras variaveis, como é o caso

da esquistossomose.
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Figura 2: Ciclo biolégico do Schistosoma mansoni. Adaptado de www.dpd.cdc.gov

2.2.3. BIOLOGIA E IDENTIFICACAO DE MOLUSCOS DO GENERO Biomphalaria

Moluscos do género Biomphalaria sdo caramujos planorbideos que habitam
agua doce e sdo considerados os hospedeiros intermediarios do trematddeo
Schistosoma mansoni (SOUZA et al, 1987).

Como adaptacdo morfolégica para superar as situacdes adversas do meio,

varios moluscos planorbideos apresentam um conjunto de projecées formadas na
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superficie interna da concha. Esta estrutura encontrada em Australorbis glabratus
(Biomphalaria glabrata) por PARAENSE e DESLANDES (1956) e PARAENSE
(1957). A estivagao consiste na diminuicdo da atividade metabdlica diante de uma
condicdo desfavordvel seca ou quente, uma caracteristica adaptativa de
sobrevivéncia bastante comum nos gastropodes, inclusive em espécies pulmonadas
(TELES, 1989). Outra adaptacao bastante importante para os planorbideos refere-se
a capacidade que eles apresentam de se enterrarem no substrato nos periodos de
seca extrema, 0 que serve como um comportamento adicional para a protecao
contra a dessecacéo, favorecendo sua sobrevivéncia (PAZ, 1997).

Para a formacéo de suas conchas, os moluscos necessitam de carbonato de
calcio, sendo inclusive capazes de fugir de aguas muito pobres em calcio ou entédo
formar conchas finas e pouco resistentes. A dureza total da agua também é
considerada um dos fatores controladores da densidade populacional e da
distribuicdo de caramujos (PAZ, 1997).

Caramujos planorbideos séo encontrados em maior abundancia e diversidade
em ambientes onde o pH varia entre 6,5 e 8,5. Condiciona-se a ocorréncia destes
moluscos em ambientes aquaticos que apresentam um pH minimo de 6,0 (PAZ,
1997). Em condi¢Bes naturais, todavia, ja foram encontradas espécies em ambientes
com pH tdo baixo quanto 4,0 e 4,8 (MILWARD DE ANDRADE, 1954). O regime
pluviométrico e a temperatura também sdo um dos principais fatores reguladores da
vida e dos processos vitais de planorbideos vetores de doencas (OLAZARRI, 1981).

SIOLI (1953), estudando a distribuicdo de planorbideos na regido Amazonica,
concluiu que a dispersdo destes organismos sofria uma nitida limitacdo em
consequéncia da acidez de varios de seus corpos d’agua (pH entre 4,5 e 5,15),
considerando ainda que as condicbes muito acidas do ambiente constituem um dos
fatores mais poderosos de corrosdo das conchas de moluscos.

Segundo GRISOLIA e FREITAS (1985) a condutividade da agua, de um modo
geral, €& considerada um fator influenciador da produtividade aquatica, na
abundancia, na vitalidade e na distribuicdo de moluscos de agua doce, auxiliando o
pulmdo a respirar o ar atmosférico. Os moluscos pulmonados apresentam uma
pseudobranquia que os capacita a respiracdo aquatica, quando submersos. Tal

estrutura anatdmica habilita os moluscos do género Biomphalaria a uma vida anfibia
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e o0s tornam aptos a viverem, de certo modo, independente do teor de oxigénio
dissolvido na 4gua (MALEK, 1958). Esta adaptacdo é muito importante para estes
moluscos, notadamente nas regides onde 0s corpos de agua estdo sujeitos a
periodos de estiagem prolongados e nos locais onde, em certas etapas do ciclo
hidrolégico, apresentam hipoxia ou anoxia na coluna d’agua. Além disso, o aumento
da quantidade de oxigénio dissolvido no ambiente n&o proporciona um melhor ritmo
de crescimento aos planorbideos, uma vez que caramujos com diametros de 0,3 cm
podem suportar tensdes baixas deste gas (FREITAS et al, 1975). O aumento da
concentracdo de oxigénio dissolvido na agua reduz a taxa de mortalidade, sendo um
fator determinante para caramujos recém-eclodidos, uma vez que sua maior
concentragcdo permite um melhor desenvolvimento quando estes vivem juntos com
os caramujos adultos (PAZ, 1997).

Os moluscos do género Biomphalaria habitam e se desenvolvem com
intensidade em diversas regides do pais (CALDEIRA, 2000). Estes planorbideos nao
formam populagbes em aguas correntes com velocidade superior a 30 cm/s em
locais arenosos desprovidos de vegetacao e sujeitos a acao constante de ondas. Em
geral, eles sdo encontrados em lagoas, lagos, pocas, cisternas, pantanos,
banhados, remansos de rios, riachos, canais de irrigacdo e de drenagem, plantacbes
de agrido e de arroz e em quaisquer areas natural ou artificialmente alagadas (PAZ,
1997). Vivem de preferéncia em aguas rasas, tendo como substrato o leito lodoso ou
rochoso e a vegetacdo enraizada ou flutuante mais proxima das margens, sendo
também capazes de deslizar, em posicao invertida, contra a pelicula superficial de
uma colecéo de agua tranquila (PAZ, 1997).

Alguns autores relacionam a presenca de caramujos a qualidade das aguas
(PAZ, 1997). GRISOLIA e FREITAS (1985), estudando a Represa do Horto
Municipal de Belo Horizonte, constataram que, dentre as caracteristicas fisicas,
guimicas e climatoldgicas consideradas importantes condicionadores de héabitat de
moluscos de agua doce, destacam-se a temperatura, chuvas, salinidade,
disponibilidade de sais dissolvidos, pH, nutrientes e poluicdo. Na maioria dos
habitats favoraveis a sua colonizacdo, observam-se certos tracos comuns, como

rigueza de microflora e matéria organica, pouca turbidez, boa insolacéo, pH entre 6



35

a 8, teor de salinidade abaixo de 3% e temperatura média entre 20 e 25°C (PAZ,
1997).

Parametros mais focalizados n&o determinam, isoladamente, as melhores
condi¢cOes de habitat dos caramujos, mas um conjunto de fatores podem indicar as
melhores condi¢fes troficas, responsaveis pela manutencdo de um substrato de
perifiton e detritos organicos suficientes para manter popula¢cdes de moluscos bem
estabelecidas (PAZ, 1997).

Em relacdo a reproducdo sdo considerados hermafroditas simultaneos,
reproduzindo-se por autofecundacdo ou fecundagado cruzada, cujo investimento na
funcdo masculina foi avaliado por seus 6rgaos sexuais em relacdo ao diametro da
concha (MONTEIRO e KAWANO, 1998). Alteracdes na fertilidade e no esquema do
crescimento somatico de planorbideos infectados sdo bem documentadas, como,
por exemplo, o gigantismo em espécies de Biomphalaria infectados por S. mansoni
(TIBIRICA et al, 2009).

Dez espécies e uma subespécie do género Biomphalaria sdo descritos
(COURA e AMARAL, 2004; CARVALHO et al, 2009). Os registros de ocorréncia dos
planorbideos do género Biomphalaria sdo importantes porque este grupo reune as
espécies de caramujos que atuam como hospedeiros intermediarios de S. mansoni
(CORREA et al, 1970).

Na Venezuela sete espécies de Biomphalaria tém sido reportados: B.
glabrata, B. straminea, B. prona , B. kuhniana , B. havanensis , B. schrammi e B.
obstructa; sendo a primeira espécie responsavel pela transmissdo do Schistosoma
no pais (CALDEIRA et al, 2000). As espécies B. tenagophila e B. straminea sao
predominantes nos rios do estado do Parana, no Brasil; na Artigas e no Salto,
territério Uruguaio; nas localidades de Misiones, Chaco, Corrientes e Entre Rios na
Argentina; e nas localidades de Itapua e Las Misiones no Paraguai (BORDA e REA,
2007).

Dentre as espécies de Biomphalaria ocorrentes no Brasil sdo vetores
importantes do S. mansoni: B. glabrata, B. tenagophila, B. straminae, B. pererina e
B. amazdnica. Ambos considerados hospedeiros em potencial, baseado em dados
de infeccdo em condi¢Bes laboratoriais (CAMPOS, 2001; COURA e AMARAL, 2004,
BORDA e REA, 2007).
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A espécie B. glabrata é considerada o mais importante vetor do S. mansoni
na América, por eliminar a maior quantidade de cercarias: 1000 a 3000 ao dia
(WILSON, 1980; PARAENSE, 2001). Dentre as caracteristicas morfologicas desta
espécie destaca-se a concha espiralada, cuja funcao é proteger as partes moles do
molusco, formada por humerosos 6rgdos. O corpo, por sua vez, € constituido pela
cabeca com tentaculos finos, olhos, boca, sola plantar ou pé revestida por cilios que
auxiliam no movimento do molusco e pela massa visceral, constituida pelos sistemas
respiratério, circulatério, excretor, digestivo, nervoso e reprodutor. A reproducdo €
realizada por autofecundacdo e preferencialmente por fecundagéo cruzada, com
producdo de uma placa de desova contendo dezenas de ovos, capaz de resistir a
dessecacdo (PAZ, 1997). Entretanto, existem populacbes dessa espécie pouco
suscetiveis ao parasita e alguns aspectos da evolucédo parasitaria nesses moluscos,
com excecdo das reacdes histopatoldgicas sdo pouco conhecidos (GUIMARAES et
al, 1997). O mecanismo de defesa do molusco B. glabrata contra a larva do S.
mansoni revela o encapsulamento desta e posterior fagocitose realizada pelos
hemdcitos (SANTOS et al, 2005). Essa espécie tem seu maior dominio no Sudeste
da Bahia e na metade oriental de Minas Gerais somada ao territério adjacente do
Espirito Santo e estende-se continuamente em todas as dire¢des incluindo a faixa
costeira e interiores em Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Paraiba e Rio Grande do
Norte, além de ocorréncias isoladas citadas nos estados do Para, Maranhéo, Goias,
Rio de Janeiro, S&o Paulo, Parand e recentemente, Rio Grande do Sul
(FERNANDEZ et al, 2001).

B. straminea, em face do exame da concha e dos 6rgaos genitais masculinos
e femininos, apresenta concha contendo um diametro aproximado de 1 cm e um giro
corporal volumoso diferindo neste aspecto de B. peregrina e B. intermédia. O
enrugamento muito acentuado na parede vaginal demonstra-se caracteristico
também da espécie (CORREA et al, 1970).

A espécie B. tenagophila apresenta distribuicdo limitada ao sul da Bahia. Esta
espécie se mostra incapaz de resistir a dessecacao do ambiente e por isso prolifera
apenas em corpos de agua permanentes (PAZ, 1997).

A correta identificacdo dos moluscos do género Biomphalaria é de suma
relevancia para os estudos da esquistossomose (PARAENSE, 1975; PEPE, 2006). A
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alta variabilidade morfoldgica e genética, o tamanho reduzido de algumas espécies e
a similaridade interespecifica dificulta a identificagdo correta das diferentes espécies
desse molusco (VIDIGAL et al, 2000; PEPE, 2006). A identificacdo dessas espécies
sdo baseados na comparacédo das caracteristicas morfologicas e 6rgéos do sistema
reprodutivo masculino e feminino (CALDEIRA et al, 2000). A identificacdo especifica
no género Biomphalaria baseia-se, fundamentalmente, na morfologia comparativa
entre as conchas, na anatomia dos 6rgdos do aparelho genital e na presenca da
crista renal (TIBIRICA et al, 2009).

Atualmente técnicas de biologia molecular sdo utilizadas como ferramentas
adicionais a identificacdo morfolégica dessas espécies. Dentre as técnicas mais
usadas destacam-se a PCR e a RFLP, que por serem altamente sensiveis,
especificas e reprodutiveis, permitem distinguir as diferentes espécies através de
perfis especificos e distintos (CALDEIRA et al, 1998; VIDIGAL et al, 2000; VARGAS
et al, 2003; CALDEIRA et al., 2004).

A manutengdo de conhecimentos permanentemente atualizados sobre a
distribuicdo geogréfica das espécies dos moluscos transmissores de S. mansoni é
fundamental para a eficiéncia dos programas de controle e vigilancia epidemioldgica
da esquistossomose (TELES, 2005).

O conhecimento sobre a epidemiologia dos parasitos e suas interacbes com
0s hospedeiros em um determinado ambiente sdo 0s requerimentos mais
importantes no estabelecimento de um sistema de controle efetivo (MOTA et al,
2003). Estes dados tornam-se vitais para o melhor conhecimento dos focos naturais
das zoonoses, estabelecendo assim os fatores de risco existentes em determinados

ecossistemas e a circulacdo de agentes entre os animais silvestres (SILVA, 2004).

2.2.4. DETECCAO DE MOLUSCOS DO GENERO Biomphalaria INFECTADOS

POR Schistosoma mansoni

Estudos sobre a susceptibilidade dos hospedeiros intermediarios a infeccao
por diferentes cepas de S. mansoni tém sido descritos (COIMBRA JR, 1981,
CALDEIRA et al, 2004).
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O grau de infeccdo das diversas espécies de Biomphalaria sp. como
possiveis hospedeiros intermediarios do S. mansoni varia de acordo com diferentes
fatores, tais como: idade, variagdo genética, sistema imunologico e areas
geogréficas que apresentam os trematédeos (CARVALHO et al, 2009).

Segundo CALDEIRA e colaboradores (2004) a verificagdo da taxa de
infeccdo de moluscos do género Biomphalaria com o parasito S. mansoni é
realizado apoOs exposicdo dos moluscos por duas horas sob foco de luz.
MAGALHAES e DIAS (1973) utilizaram o mesmo procedimento utilizando lampadas
incandescentes de 60 wats. Para SOUZA (1986), ap0s a exposicao a luz a procura
por cercarias deve ser realizada em lupa. Esta técnica também foi utilizada por
COIMBRA JR. (1981) nos experimentos de infeccdo de moluscos da espécie B.
tenagophila e B. glabata. FERNANDES e colaboradores (2001), examinaram
moluscos individualmente em estereomicroscopio apds a exposicdo a luz de
lampadas incandescentes (60W), durante 6 horas, para detectar infeccdo por S.

mansoni.

2.3. A FASCIOLOSE HEPATICA

Dentre as enfermidades que afetam os animais domésticos de importancia
econdmica, a fasciolose hepatica € uma das parasitoses mais relevantes e
frequentes (MULLER, et al, 1998; PEREZ et al, 1998). Embora a fasciolose resulte
em uma doenca subclinica, no rebanho bovino, as consequéncias econdmicas sao
significativas devido principalmente as perdas associadas com a condenacdo de
figados, perda de peso, letargia, interferéncia na fertilidade, reducdo da producédo de
carne e leite, altos custos com tratamentos antihelminticos (fasciolicidas) e mortes
dos animais (SERRA-FREIRE, 1995; GORMAN et al, 1998; ECHEVARRIA, 2004,
LIMA et al, 2009).

A Fasciola hepatica, agente causal da fasciolose, € um parasito de ductos
biliares de bovinos e ovinos, podendo parasitar também equideos, caprinos,
bubalinos, dentre outros mamiferos. Recentemente, a fasciolose vem sendo
considerada uma zoonose emergente pela Organizacao Mundial da Saude (OMS,

2002), revelando-se como um sério problema de saude publica (CORAL et al, 2007).
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Na ovinocultura esta doenca parasitdria pode causar morbidade e
mortalidade, com indices que podem chegar a 20%, sendo estes animais
considerados altamente sensiveis as infeccfes (FARIA et al, 2008; MATTOS et al,
2009; OLIVEIRA e SPOSITO FILHA, 2009). MATTOS e colaboradores (2009)
descreveram as perdas econdmicas no Brasil referentes a producdo de 1a, carne,
leite, condenacédo de figados e morte dos ovinos que representam em torno de 15 a
20%.

Esta doenca pode ocorrer de forma aguda, geralmente quando o animal
ingere grande quantidade de metacercarias em pouco tempo (OLIVEIRA e
SPOSITO FILHA, 2009). Em geral, as formas jovens migram pelo parénquima
hepético, destruindo as células e causando focos hemorragicos difusos, podendo
provocar a morte subita dos hospedeiros devido a um quadro de hemorragia intensa
no figado (OLIVEIRA e SPOSITO FILHA, 2009). Segundo ANTUNES (2005), esta
fase raramente se manifesta em bovinos, ocasionalmente em terneiros (bezerros),
devido ao desenvolvimento de imunidade adquirida, gerada pelas repetidas
infeccbes croénicas.

Na fase crbnica, considerada a mais importante em bovinos, o figado
apresenta-se palido, com lobo ventral atrofiado, calcificacdo das lesdes tissulares,
fibrose e acentuado engrossamento da parede dos ductos biliares (hiperplasia) de
maneira que estes se tornam visiveis na superficie do 6rgéo (OLIVEIRA e SPOSITO
FILHA, 2009). Nas infec¢cbes macicas, com anemia e hipoalbuminemia, os terneiros
podem apresentar edema submandibular. A migracdo de fasciolas para o pulméo,
formando abscessos, é relativamente comum em bovinos (ANTUNES, 2005). Esta
fase € responsavel pela manutencdo das infestacdes dos pastos e transmissdo da
parasitose (OLIVEIRA e SPOSITO FILHA, 20009).

Contaminacdes secundarias agudas podem ocorrer em ovinos e bovinos,
associadas normalmente a lesédo causada pela migracao de formas jovens no tecido
hepatico que proporciona um ambiente favoravel a esporulacdo da bactéria
Clostridium novyi, tipo B, no figado (ECHEVARRIA, 2004). GOMES e colaboradores
(2002) evidenciaram os prejuizos ocorrentes nos hospedeiros vertebrados, inclusive

o homem, que acarretam em consequéncia as infeccdes subclinicas.



40

Para o diagnéstico desta importante parasitose varias técnicas tém sido
utilizadas, sendo necessario considerar os sintomas apresentados, uma vez que na
fase inicial da infeccdo ainda ndo existem ovos nas fezes (OLIVEIRA e SPOSITO
FILHA, 2009). Dentre elas destacam-se as técnicas diretas e indiretas. A técnica
direta mais simples, € a observacdo do parasito adulto nos ductos biliares dos
animais, mediante necropsia e inspecédo pés morte (OLIVEIRA e SPOSITO FILHA,
2009). Nas demais técnicas diretas, o objetivo € evidenciar a presenca do ovo do
parasito, exame coproparasitolégico (GORMAN et al, 1998).

A deteccdo de ovos nas fezes, trata-se do diagnéstico de rotina
principalmente utilizado nas regides onde ndo ha disponibilidade da realizacdo de
técnicas mais avancadas. Sua sensibilidade é de até 30% para animais que
apresentam pequeno numero de ovos nas fezes ou para aqueles em que o periodo
pré-patente da infeccéo ainda néo se instalou (MATTOS et al, 2009).

Recentemente testes imunologicos e sorologicas que detectam anticorpos e
antigenos circulantes tém sido empregados como uma alternativa para o diagndéstico
da fasciolose hepatica (GORMAN et al, 1998; MATTOS et al, 2009; PAZ-SILVA et al,
2004). O método de ELISA tem sido testado permitindo obter com sucesso, um
diagnastico precoce da infeccdo (GORMAN et al, 1998).

De acordo com OLIVEIRA e SPOSITO FILHA (2009), resultados favoraveis
no controle dessa parasitose referem-se a atuacdo no ambiente visando o controle
do hospedeiro intermediario — Lymnaea e nos animais parasitados — F. hepatica. A
limitacdo da populacdo de moluscos pode ser feita por meio da modificacdo do seu
habitat isto €, diminuindo-se as areas alagadas das pastagens, com o uso de
drenagem, assim como a utilizacdo de predadores naturais, com a criacdo de aves
aquaticas. Ja para os animais parasitados, o uso de fasciolicidas reduz o grau de

infestacdo por metacercarias das pastagens.

2.3.1. EPIDEMIOLOGIA DA FASCIOLOSE HEPATICA

A fasciolose refere-se a uma doenca parasitaria (FARIA et al, 2008) causada
por duas espécies de trematddeos: Fasciola hepatica e Fasciola gigantica (MATOS
et al, 2009), os quais sdo capazes de limitar a criacdo de diversas espécies de

animais domésticos de interesse zootécnico, além de acometer o homem como
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hospedeiro ocasional (BARROS, 2002). Estima-se que cerca de 2,4 milhdes de
pessoas ja estejam infectadas (RUBEL et al, 2005) e que aproximadamente 180
milhdes de pessoas apresentam risco de infeccdo no mundo (CORAL et al, 2007). O
prognostico é dificultado, considerando tratar-se de doenga de notificacdo néo
compulsoéria pela Vigilancia Epidemiolégica, n&o apresentando protocolos
especificos de sintomatologia (RUBEL et al, 2005) e a epidemiologia € influenciada
conforme tipo de pastejo realizado pelos animais (OLIVEIRA e SPOSITO FILHA,
2009), cuja prevaléncia apesar de elevada em areas que apresentam criacdes de
ruminantes (QUEIROZ et al, 2002), revelam que tais zonas cuja enfermidade
constitui um problema veterinario relevante ndo coincidem com aquelas em que
areas consideradas endémicas a fasciolose humana (CORAL et al., 2007).

Segundo OLIVEIRA e SPOSITO FILHA (2009), o trematédeo F. hepatica,
conhecido popularmente como baratinha do figado ou saguaipé, € um verme
achatado, de corpo foliaceo e digenético, necessitando de um hospedeiro
intermediario para completar seu desenvolvimento (LIMA et al, 2009). Atualmente,
guase por unanimidade em todas as regifes endémicas, as espécies do género
Lymnaea séo aceitas como hospedeiro intermediario de F. hepatica (BARROS et al,
2002).

O primeiro registro de F. hepatica aconteceu no século IX, com a ocorréncia
de “doenca do figado” em ovinos, no Tratado de Saude Animal do Mundo Arabe.
Posteriormente, em 1739, Jehan de Brie (1379) in Taylor (1965), relacionou lesdes
no figado a presenca de F. hepatica, classificando as lesbes como “podriddo do
figado” em ovinos. Em meados do século XVII, Francisco Redi, descreveu a primeira
ilustracédo da forma adulta do parasito no figado de um bovino (MENDES, 2006).

LEUCKART (1882) na Alemanha descreveu o ciclo biologico da F. hepatica,
sendo, portanto, o primeiro trematdodeo a ter o ciclo bioldgico descrito. Logo,
THOMAS (1883), na Inglaterra, citou a participacdo de Lymnaea truncatula como o
hospedeiro intermediario da F. hepatica, e descrevendo suas formas larvais. Em
1914, foi descrito a descoberta da fonte de infeccdo por meio da ingestdao de
metacercarias e a migracdo das mesmas até o parénquima hepatico.

Devido a condicdes climaticas no Chile, a Fasciola hepatica, se apresenta em

todo o territorio, apresentando elevada freqiéncia em bovinos, sendo a zoonose de
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maior prevaléncia notificada pelos matadouros, com prevaléncia total de 30,1%
durante o periodo de 1989 a 1995 (GORMAN et al, 1998). Casos humanos de
fasciolose tem sido notificados no México, Cuba, Costa Rica, Porto Rico, Uruguai,
Argentina, Chile, Peru e Venezuela (SOUZA et al, 2002).

No Brasil, a primeira citagdo foi realizada no Estado do Rio de Janeiro, na
regido Sudeste (PILE et al, 2001), por Lutz, em 1921, pelo achado ocasional de
figados de bovinos no municipio de Trés Rios (MENDES, 2006). No periodo de 1946
a 1947, Ribeiro, relatou uma incidéncia de 2.93 a 3,40 % compreendendo entre
carcacas e visceras de bovinos condenados nos estados de S&do Paulo, Mato
Grosso, Goias e Zona do Triangulo Mineiro (MENDES, 2006). Em 1965, Correia
avaliou em 7,99 % o indice de infeccdo de bovinos abatidos em matadouro no
estado do Rio Grande do Sul (MENDES, 2006). A partir de 1967, existéncia de
fasciolose bovina e humana no Vale do Paraiba foram assinaladas (UETA, 1979).
Na mesma regido FRANCA, em 1969, relatou o parasito em 10,1% dos bovinos
inspecionados no Matadouro Municipal de Taubaté (MENDES, 2006), sendo
autoctones do Vale do Paraiba 8 dos 24 casos humanos assinalados até o ano de
1979 no Brasil (UETA, 1979). No mesmo periodo, segundo HONER, a maior area
enzoonotica do pais localizava-se na regido Sul, com relevancia na regidao Centro
Sul do Vale do Paraiba (MENDES, 2006).

Em Santa Catarina, entre 1980 e 1981, foram realizados exames de fezes em
770 bovinos com aptidao leiteira, nas regides que compreendem o Vale do Itajai e 0
Litoral Catarinense (BOTELHO, 2002). UENO e colaboradores (1982), em Santa
Vitoria do Palmar, no Rio Grande do Sul, avaliaram a importancia econémica da
fasciolose na exploracdo pecuaria, revelando varias areas endémicas proximas as
regides de fronteira do Sul do estado.

Tradicionalmente, a fasciolose tem sido diagnosticada nas espécies bovina,
caprina, ovina e equina nas regifes Sul e Sudeste do Brasil, contudo, outras areas
de ocorréncia tém sido relatadas, sendo que nesses relatos, observa-se o baixo
indice de registros da infec¢ao por Fasciola hepatica em bufalos no Pais, e a falta de
registro no Estado do Rio de Janeiro (PILE et al, 2001).

Segundo SERRA-FREIRE (1995), nos estados da regido Sul e Sudeste do

Brasil, com excecdo do Espirito Santo, tem sido notificada a incidéncia da fasciolose
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bovina (TOSTES et al, 2004), principalmente em sua forma cronica (SERRA-
FREIRE, 1995). Até os dias atuais a doenca ja foi registrada nas regiées Centro-
Oeste, Nordeste e Sul (PILE et al, 2001), sendo que a maior frequéncia de casos
tem sido registrada na regido Sul, entretanto, durante os ultimos anos, no Vale de
Paraiba, regido Sudeste, o nimero de registros em animais aumentou e houve
mencgao de casos humanos no Estado do Rio de Janeiro (PILE, et al, 2001). De
acordo com SERRA-FREIRE (1999), a F. hepatica esta presente em quatro das
cinco regibes geogréficas brasileiras, distribuindo-se seguramente em oito estados
do Brasil (Figura 3). Segundo o autor, a regido Sul apresentou o maior coeficiente de
ocorréncia da fasciolose, sendo que no Rio Grande do Sul o parasitismo aconteceu
em 23,87% dos municipios, cujo municipio de Santa Vitéria do Palmar (RS)
apresentou 25 a 100% de mortes de ovinos e, também, os mais altos indices de
figados em frigorificos, ou seja, 50% para bovinos e 7% para ovinos (MULLER,
1998). No estado de Santa Catarina o parasitismo aconteceu em 43,69% dos
municipios (QUEIROZ, 2005), cujos estudos realizados no Vale do Rio dos Bugres,
Planalto Catarinense, constataram uma prevaléncia de 49,1% no rebanho bovino
daquela localidade (BOTELHO, 2002). No estado do Parana o parasitismo acometeu
36,77% dos municipios, e, relatos evidenciam a presenca da doenca também em
bubalinos, no litoral do Parana — Brasil (QUEIROZ, 2005).

Estados brasileiros tais como Mato Grosso do Sul, Bahia, Sdo Paulo e Parana
tem revelado notificacGes de casos de fasciolose em humanos (SOUZA et al, 2002).

O estado de S&o Paulo detém o maior numero de ocorréncias da regiao
Sudeste, com 22,45% dos municipios acometidos com a doenca (MULLER, 1999). A
regido do Vale do Itajai e do Litoral Norte apresentaram prevaléncia de 46,7%, e, a
regido que engloba o Litoral Centro foi de 39,4%, enquanto que no Litoral Sul a
prevaléncia foi de 48,3%(BOTELHO, 2002).
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Figura 3: Mapa de regies endémicas para fasciolose hepética no Brasil. Modificado de:

www.ibge.gov.br.

2.3.2. CICLO DE VIDA DA Fasciola hepatica

A fascioliase € uma zoonose causada pelo trematodeo parasito de herbivoros
Fasciola hepatica, e que acomete principalmente o figado, a vesicula biliar e as vias
biliares de ovinos, bovinos, caprinos, suinos, alguns animais silvestres e
ocasionalmente, o homem. (PILE et al., 2001; BARROS, 2002). Trata-se do primeiro
trematodeo a ter o ciclo biolégico descrito na Alemanha a partir dos estudos de
Leuckart (1882), em que citou a participacdo do hospedeiro intermediario Lymnaea
truncatula (MENDES, 2006).

O ciclo evolutivo da F. hepatica é considerado indireto (RUBEL et al, 2005),

por requerer dois hospedeiros, o hospedeiro vertebrado, geralmente ruminantes
(SOUZA et al, 2002) e ocasionalmente o homem (BARROS, 2002), e o hospedeiro
invertebrado, moluscos pulmontas do género Lymnaea (SOUZA et al, 2002).
O ciclo de vida do parasito (Figura 4) inicia-se quando os hospedeiros vertebrados
se infectam ao ingerir o pasto contaminado com metacercarias (TOSTES et al,
2004). No caso do homem, hospedeiro vertebrado ocasional, a transmissdo ocorre
pela agua ou pela ingestdo de vegetais contaminados com os ovos liberados nas
fezes do hospedeiro invertebrado (OLIVEIRA e SPOSITO FILHA, 2009).
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A metacercaria, fase infectante para os hospedeiros definitivos, encontra-se
nas pastagens e em aguas contaminadas. Sua sobrevivéncia no ambiente esté
relacionada diretamente a fatores climaticos, especialmente a temperatura e a
umidade, cuja maior longevidade infectiva ocorre na faixa de 10 a 15 °C (MULLER et
al, 1999).

As metacercarias, cujo ciclo pode ser mantido em condi¢Bes laboratoriais,
podem ser observadas nas superficies das conchas de moluscos (GOMES et al,
2002). Segundo FARINAZZO e colaboradores (2001), nos hospedeiros vertebrados,
essas formas infectantes encistam no intestino delgado, migram através da parede
intestinal, caem na cavidade abdominal e penetram no parénquima hepatico,
atingindo os ductos biliares, onde se fixam e se desenvolvem até atingirem a
maturidade para se reproduzirem.

Os ovos produzidos pelo parasito nos dutos biliares acumulam-se na vesicula
biliar, e através do ducto colédoco passam para os intestinos delgado e grosso
(OLIVEIRA e SPOSITO FILHA, 2009). Os ovos ndo embrionados liberados pelas
Fasciolas sp. adultas sdo eliminados juntamente com as fezes (TOSTES et al,
2004). De acordo com MENTZ e colaboradores (2004), os ovos eliminados com as
fezes do hospedeiro definitivo geralmente sdo considerados viaveis e apresentam
grande capacidade de resisténcia e evolucdo, mesmo sob condicdes desfavoraveis.

Segundo GOMES e colaboradores (2002), a possibilidade da distribuicdo da
parasitose ser mais ampla do que a registrada, deve ocorrer considerando a
epidemiologia da enfermidade depender de fatores como os biolégicos e climaticos
além do manejo inadequado dos animais que ao permanecerem sem tratamento,
contribuem para a contaminacéo do pasto, através da eliminacédo de ovos nas fezes.

Na &gua ou em areas Umidas ou alagadicas com temperatura acima de 10°C,
0S ovos passam por um desenvolvimento embrionario, até sofrerem ecloséo
(FARINAZZO et al, 2001). O periodo necesséario para eclosdo depende das
condi¢cBes ambientais. Na época do verdo ocorre em aproximadamente 21 dias; no
inverno, esse periodo pode ser superior a 90 dias (OLIVEIRA e SPOSITO FILHA,
2009). Ao eclodirem, séo liberados as formas larvais de miracidios (FARINAZZO et
al., 2001). Estes nadam ativamente atraidos por quimiotaxia dos caramujos, em

especial as espécies L. viatrix e L. columella, seus hospedeiros invertebrados
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(FARINAZZO et al., 2001). No molusco, o miracidio sofre altera¢cfes, transformando-
se em esporocisto e, posteriormente, em rédias (FARINAZZO et al, 2001; TOSTES
et al, 2004; OLIVEIRA e SPOSITO FILHA, 2009). Estes Cltimos se desenvolvem e
originam as cercarias (OLIVEIRA e SPOSITO FILHA, 2009).

As cercarias ao serem liberadas pelo molusco na agua nadam até um
substrato, geralmente plantas ou pedras, se encistam, perdem a cauda e dao origem
as metacercarias, formas infectantes para o hospedeiro vertebrado (TOSTES et al,
2004). As metacercarias sdo consideradas as formas de resisténcia ao ambiente,
podendo sobreviver por diversas semanas, sendo sua viabilidade maior em
temperaturas abaixo de 20°C (OLIVEIRA e SPOSITO FILHA, 2009).

O ciclo no molusco pode durar de dois a trés meses, conforme as condi¢des
ambientais (OLIVEIRA e SPOSITO FILHA, 2009).
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Figura 4: Ciclo bioldgico da Fasciola hepatica. Adaptado de: www.dpd.cdc.gov
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Caracteristicas biol6gicas, climaticas e topograficas regionais sé&o
considerados fatores influentes para a manutencao do ciclo biolégico da F. hepatica
(TOSTES et al, 2004). A presenca do hospedeiro definitivo eliminando ovos e
contaminando as pastagens constituem um dos importantes aspectos envolvidos na

epidemiologia e controle da fasciolose (MENDES, 2006).

2.3.3. BIOLOGIA E IDENTIFICACAO DE MOLUSCOS DO GENERO Lymnaea

Individuos do género Lymnaea sdo moluscos pulmonados, hospedeiros
intermediarios da F. hepatica (PEREZ et al, 1998; VELASQUEZ, 2006). Existem
mais de vinte espécies de moluscos do género, 0s quais transmitem os parasitos F.
hepatica e F. gigantica responsaveis pela doenca fasciolose em ruminantes e
humanos (SOUZA et al, 2002), e Paramphistomum ssp., responsavel pela
parasitose paramphistomoses em ruminantes (VELASQUEZ, 2006). A presenca
destes moluscos €, portanto, considerada imprescindivel para o estabelecimento dos
focos da fasciolose (OLIVEIRA e SPOSITO FILHA, 2009).

A espécie Lymnaea columella tem sido largamente estudada por varios
autores (UETA, 1980; MULLER et al, 1998; PILE et al, 2001; ARAUJO et al, 2002;
BARROS et al, 2002; KLEIMAN et al, 2004; PEREZ et al, 2007), ndo somente em
relacdo ao seu comportamento frente a infeccdo pelos trematdédeos, mas também
sob o0 aspecto estritamente biolégico, principalmente referente a sua reproducéo
(UETA, 1976). Em condicdes favoraveis, produzem cerca de 3000 ovos ao més,
devido a sua capacidade de auto-reproducéo (UETA, 1976; OLIVEIRA e SPOSITO
FILHA, 2009). Sua populacdo aumenta durante as esta¢des chuvosas e diminui com
temperaturas baixas nos periodos de seca, apesar de sobreviverem na lama seca
durante varios meses e resistirem também as baixas temperaturas (OLIVEIRA e
SPOSITO FILHA, 2009). O reconhecimento de colec¢des hidricas a fim de verificar a
presenca de hospedeiros intermediarios sao relevantes para caracterizar uma area
propicia ao desenvolvimento (LIMA et al, 2009)

Membros da familia Lymnaeidae estdo presentes no ecossistema aquatico no
mundo (VELASQUEZ, 2006). Na Argentina, a relevancia epidemiolégica e a

distribuicdo geografica desses individuos ndo séo precisamente conhecidas,
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existindo grande incerteza em relacdo a taxonomia das espécies que compdem
esse género (KLEIMAN et al, 2004). PARAENSE (2004) realizou importantes
estudos referentes as caracteristicas taxonondmicas de Lymnaea spp. na América
do Sul, descrevendo as caracteristicas morfolégicas reprodutivas destes moluscos.

O interesse pelo estudo dos moluscos das espécies Lymnaea no Brasil vem
crescendo desde a descricao de casos humanos autéctones de fasciolose (MULLER
et al, 1998). No pais, foram registradas quatro espécies pertencentes ao género
Lymnaea, sendo: L. columella (GONZALES et al. 1974); L. viatrix (REY, 1957); L.
cubensis (REZENDE et al. 1973) e L. rupestris (PARAENSE, 1982). Dentre estas,
somente as trés primeiras foram caracterizadas como hospedeiras intermediarias em
diferentes localidades do pais (GOMES et al, 2002; OLIVEIRA e SPOSITO FILHA,
2009). A espécie L. columella é considerada o hospedeiro intermediario da
fasciolose hepatica de maior interesse epidemiolégico no Brasil, devido a sua ampla
distribuicdo (ARAUJO et al, 2002; PREPELITCHI et al, 2003).

Moluscos das espécies L. columella e L. viatrix podem ser encontrados em
corregos de aguas limpidas e de correnteza fraca. L. viatrix também € encontrado
em solos argilosos, em canais de irrigacdo com pouca agua e em lodos e brejos. A
espécie L. cubensis foi observado em margens de riachos de aguas limpidas e
correnteza forte (OLIVEIRA e SPOSITO FILHA, 2009).

No pais, os estudos sobre a biologia dos caramujos transmissores da
fasciolose sdo escassos e bastante recentes, pois até 1964 nado havia registro de
trabalhos referentes aos aspectos biolégicos destes moluscos (UETA, 1976).
Rezende (1973), no Rio de Janeiro e Gonzales (1974), no Rio Grande do Sul
descreveram espécies de L. columella naturalmente infectados. Mas, somente em
1975 foram publicados estudos sobre a biologia destes moluscos (UETA, 1976).
UENO e colaboradores (1982) descreveram a presenca de duas espécies de
Limneideos, atuantes como hospedeiro intermediario de F. hepatica, L. viatrix e L.
columella, ambas distribuidas na regido sul do pais. Em 1998, ABILIO e
WATANABE registraram a ocorréncia de L. columella (Gastropoda: Lyminaeidae)
associado a macrdfitas aquaticas no estado da Paraiba. Moluscos do género

Lymnaea também foram encontrados nos estados de Rio Grande do Sul, Santa
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Catarina, Parana, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Goias, Distrito Federal,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Amazonas e Bahia (SOUZA et al, 2002).

No Estado do Rio de Janeiro foram registradas a ocorréncia de L. columella
nos municipios de Niterdi, Itaguai, Magé, Sdo Goncalo, Paraiba do Sul, Trés Rios,
Barra do Pirai, Teresépolis, Petropolis, Cachoeira de Macacu e Campos dos
Goytacazes (MULLER, 1998; GOMES et al, 2000). Observou-se também no estado
a presenca de L. viatrix, porém em menor propor¢cdo se comparada a alguns
municipios da Regido Sul do pais, principalmente os do Rio Grande do Sul
(ECHEVARRIA, 1985; MATTOS e UENO, 1985).

A identificacdo de L. columella, no municipio de Campos dos Goytacazes,
bem como, sua diferenciacdo em relacdo a outras espécies, foram realizadas por
GOMES e colaboradores (2002) de acordo com suas caracteristicas de morfologia
externa e interna.

Nos ultimos anos, diversas técnicas de Biologia Molecular estdo sendo
utilizadas para a identificacdo de Lymnaea sp., o que tem permitido estabelecer o
perfil genético caracteristico de cada espécie (PAZ-SILVA et al, 2004; VARGAS et
al, 2003).

2.3.4. DETECCAO DE MOLUSCOS INFECTADOS POR Fasciola hepatica

O poder de infeccdo do trematdédeo € alto, pois um Unico miracidio, ao
penetrar no hospedeiro intermediario, resulta em mais de 4.000 cercarias (OLIVEIRA
e SPOSITO FILHA, 20009).

Uma técnica direta comumente utilizada para a analise da infeccdo de
moluscos infectados por F. hepatica € a exposicdo dos mesmos a luz artificial
(lampada de 60 W), seguido da analise para a presenca de cercaria.

Outra técnica direta, util para a deteccdo de moluscos do género Lymnaea
infectados pelo parasito F. hepatica, € o método de esmagamento dos moluscos
entre duas laminas e posterior exame da amostra para verificacdo da presenca de
formas evolutivas de F. hepatica.

Segundo UETA (1980), na maioria das vezes, somente constata-se a

presenca de infeccao por F. hepatica ao examinar moluscos da espécie L. columella
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mortas ou moribundas. No entanto, estudos experimentais, a nivel molecular, tém
sido realizados nos Estados Unidos, visando o diagnostico de F. hepatica nos
hospedeiros intermediarios invertebrados (VARGAS et al, 2003).

2.4. PLANTAS COM POTENCIAL ACAO MOLUSCICIDA

Programas de controle de endemias delimitam-se ao tratamento
guimioterapico dos individuos doentes, acdo comprovadamente paliativa e repetitiva,
além de toxicas e poluidoras (BARBOSA et al, 1996). Atualmente, programas de
controle integrado de moluscos fazem-se essenciais, sendo recomendados como
medidas estratégicas preventivas associadas ao tratamento de pessoas doentes e a
melhoria das condigbes socioecondmicas e de saneamento basico (PILE et al,
2001).

Varias formas de controle de moluscos tém sido utilizadas, contudo, sem
resultados satisfatérios (ARAUJO et al, 2002). Dentre estas, destaca-se a radiacio
ionizante. Moluscos, peixes e anfibios, nos primeiros estagios do desenvolvimento
embrionario sdo sensiveis a este tipo de radiacdo, sendo as modificacbes
radioinduzidas (MELO, 1998). Outra forma de controle da populacédo de moluscos é
uso de moluscicidas, substancias utilizadas para o exterminio dos moluscos,
especialmente caramujos que vivem e se alimentam de folhagens em estufas,
jardins, lavouras e campos. Esta estratégia tem sido utilizada para controlar
caramujos vetores de parasitos importantes em saude publica (SILVA et al, 2008).

Substancias moluscicidas sdo consideradas um fator crucial para o controle
da esquistossomose. No momento, apenas a substancia sintética niclosamida (N-(2'-
cloro-4'nitrofenil) - 5 clorosalicilanilida), € recomendada pela Organizacdo das
Nacdes Unidas (ONU) como potencial moluscicida (GRAEFF et al, 2001; SILVA et
al, 2008). No entanto, em certos paises, 0 uso desta substancia em versao sintética
tem causado problemas de toxicidade, contaminacdo do meio ambiente e resisténcia
dos caramujos (Biomphalaria glabrata) transmissores da esquistossomose
(GASPAROTTO JR. et al, 2005).

O farmaco niclosamida (Figura 5) trata-se de um principio ativo especialmente

desenvolvido para controle dos moluscos gastropodos de agua doce que atuam
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como hospedes intermediarios de parasitos causadores da esquistossomose,
fasciolose e outras afec¢gbes causados por trematodos (GRAEFF et al, 2001). Este
farmaco também é indicado para uso humano no controle da teniase (Taenia solium
e saginata) e da himenolepiase (Hymenolepis nana e H. diminuta), causando
inibicdo da fosforilacdo oxidativa das mitocondrias dos cestodios (GRAEFF et al.,
2001).

cl

Figura 5: Estrutura quimica do farmaco Niclosamida. Adaptado de Gasparotto Jr et
al., 2005.

Drogas moluscicidas acarretam prejuizos ao ambiente, e a recolonizacdo das
areas afetadas tornam o processo de aplicacdo dispendioso e operacionalmente
dificil de ser realizado (PILE et al, 2001).

A preocupacao com o desenvolvimento de resisténcia dos caramujos a essas
substancias, a baixa seletividade que apresentam (podem atuar sobre outras
espécies da fauna) e a procura por substancias facilmente biodegradaveis tém
aumentado o interesse pelo uso de moluscicidas de origem vegetal (SILVA et al.,
2008).

A busca de novos farmacos que possam auxiliar no controle da fasciolose
hepatica e da esquistossomose, bem como um estudo a respeito de suas acdes no
parasito sdo de extrema relevancia para a pecudria e para aos servi¢os de Vigilancia
Epidemiolégica, tendo em vista 0s prejuizos econbmicos causados por essas
parasitoses (CASTRO et al, 2004).

O uso de plantas medicinais sob a forma de extratos fitoterapicos com
atividade moluscicida podem representar uma alternativa econdmica, além de evitar

a poluicdo do meio ambiente, por serem biodegradaveis (PILE et al, 2001,
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GASPAROTTO JR. et al, 2005). Do ponto de vista terapéutico, a fitoterapia e a
homeopatia sdo consideradas as bases no controle de doengas de producdo animal
ecoldgica, sendo vantajosa pelo melhor retorno econémico, pelo menor desembolso
com a aquisicdo de produtos quimicos industrializados, e por ndo eliminar residuos
toxicos contaminantes (ARAUJO FILHO, 2000).

Atualmente, é elevada a busca por fontes naturais de medicamentos, frente
aos efeitos colaterais causados pelos farmacos sintéticos. Em muitos casos, 0s
produtos de origem vegetal sdo a Unica fonte de medicamentos, especialmente nos
lugares isolados e distantes. Com este fendmeno, diversas plantas tém sido
descritas com propriedades antihelminticas (FALBO et al, 2008).

O uso de plantas medicinais e compostos monoterpénicos no controle
parasitario tem se mostrado bastante promissor (BRAUM e BARROS, 2008).
Aproximadamente 25% das drogas prescritas mundialmente provém de plantas
(ARAUJO et al, 2009). Das 252 drogas consideradas basicas e essenciais, 11% sao
exclusivamente originarias de plantas; como exemplo a digoxina, potencial agente
cardiotonico, extraido da Digitalis ssp. da familia Scrophulariaceae. Ressalta-se que
0s Oleos essenciais, extraidos de plantas estdo sujeitos a variacao do clima, altitude,
solo, luminosidade; essas variacbes influenciam diretamente nos produtos do
metabolismo secundario dos mesmos (FALCAQO et al, 2009).

E crescente mundialmente o numero de pesquisas com plantas que
apresenta atividade contra virus, bactérias, fungos e parasitos. Na medicina
veterinaria onde as pesquisas por plantas medicinais objetivam a reducdo de
problemas sanitarios no controle de varias doencas que comprometem a
produtividade dos animais (ARAUJO et al, 2009).

Apesar de o Brasil possuir aproximadamente 55.000 espécies de plantas e
ser considerado o Pais com a maior biodiversidade no mundo, sdo poucas as
informacdes conhecidas sobre a composi¢cdo quimica de 99,6% das plantas da flora
brasileira (AGNOLIN, 2009).

O uso de extratos de plantas como inseticidas no controle do inseto Plutella
xylostella (traca - das - cruciferas) tem sido uma alternativa promissora (DEQUECH,
2009). Diversos resultados de estudos tem sido produtivos referentes ao emprego

de metabdlitos secundarios de plantas quando submetidos a teste de atividade
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inseticida e larvicida. Véarios estudos comprovam os efeitos inseticidas e
antihelminticos de plantas da familia Meliaceae. Entre os diversos compostos
testados citam-se a repeléncia induzida pelo éleo essencial da citronela (OLIVO et
al, 2008). Estudos atuais com 0leos essenciais de Lippia sidoides e Cymbopogon
citrates sugerem sua aplicagdo como larvicida contra A. aegypti (CAVALCANTI et
al,2004).

Segundo SILVA e colaboradores (2008), os programas de controle que
incluem o uso de moluscicidas estdo voltados para o combate a moluscos
transmissores da esquistossomose e da fasciolose. Os insucessos verificados nas
aplicacdes de moluscicidas sugerem ndo somente a necessidade de se encontrar
novos compostos ativos, como de ampliar o conhecimento sobre os caramujos,
destacando parametros relevantes como a forma e o momento mais adequado para
a aplicacdo das drogas sao relevantes (PINOTTI, 1960).

A OMS (1983) tem reconhecido algumas plantas com atividade moluscicida,
sendo Cuba, um dos principais paises que apresentam estudos do género,
entretanto, a evolucdo desses estudos sdo danosos e, portanto escasos (PEREZ et
al, 1998).

De acordo com SILVA e colaboradores (2008), o interesse pelo uso destes
compostos no controle da esquistossomose data da década de 1930, quando foi
sugerido o plantio de Balanites aegyptiaca L. (Balanitaceae), uma arvore tipica do
deserto africano, nas margens dos focos de transmissdo, no Sudao. Seus frutos, ao
cairem das arvores, inibiam a densidade populacional de caramujos (ARCHIBALD,
1933). No Brasil, os primeiros estudos sobre moluscicidas de origem vegetal
demonstraram a atividade de extratos aquosos de caules de Serjania ssp. (cipo-
timbd) e de frutos de Sapindus saponaria L. (Sapindaceae) (saboneteira, sabdo) em
Biomphalaria glabrata, cuja acdo foi atribuida as saponinas presentes nestes
vegetais.

A Euphorbia splendens var. hislopii (Coroa-de-Cristo) trata-se de uma das
plantas promissoras para uso como moluscicidas fitoterapicos. Segundo PILE e
colaboradores (2001), quando aplicada em baixa concentracdo sob a forma de
aspersao, registrou-se a diminuicdo da taxa de infeccdo de animais tracadores,

indicando a possibilidade do uso do latex em programas de controles estratégicos.
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Outros autores registraram a acéo letal do latex da planta, em baixas concentragdes,
sobre as espécies B. glabrata, B. tenagophila, B straminea, B. pfeifferi, L. columella
e Bulinus sp, como variagdo minima do efeito moluscicida, além de apresentar
pouca ou nenhuma toxidez nas concentragdes utilizadas contra diversos animais
(VASCONCELOS et al, 1986; MENDES et al, 1992; VASCONCELOS, 1996;
VASCONCELOS, 2000; PILE et al, 2001). A utilizacdo de resina de pina (Colofonia)
também apresentou resultados satisfatérios como potenciais moluscicidas quando
testados com B. havanensis (JIMENEZ, et al, 2008).

Considerando a importancia da descoberta de novas substancias que
apresentem potencial atividade moluscicida, varias espécies vegetais regionais
devem ser testadas. Indica-se a utilizacdo de extratos de folhas, galhos ou frutos
como matéria prima para obtencéo de substancias a serem empregadas no controle

de moluscos.

2.4.1. Melia azedarach var azedarach

Atualmente diversos testes e ensaios tem sido realizados utilizando extratos
fitoterapicos de Melia azedarach var azedarach, planta natural do sul da Asia,
popularmente conhecida como cinamomo, santa-barbara ou paraiso (PROCOPIO et
al, 2003; FALBO et al, 2008).

O cinamomo trata-se de uma arvore com altura superior a 10 metros, com
folhas alternadas, longo-pecioladas, glabras, bipinadas, com foliolos ovais ou
lanceolados e agudos (ARAUJO et al, 2009). Também mencionado como um lirio,
apresenta flores pequenas, em grandes paniculas eretas e multifloras, cheirosas,
lilases na cor e de anteras amarelas; cresce rapidamente, quer por semente ou por
estaca (ARAUJO et al, 2009). Atualmente, é amplamente distribuida em quase todos
0S paises tropicais e subtropicais (FALBO et al, 2008). No Brasil, possui um cultivo
amplo, principalmente na regido Sul do pais (DANTAS et al, 2000).

O Cinamomo apresenta como principais indicacdes a utilizacdo dos extratos
como drogas inseticidas e como antihelminticos (PROCOPIO et al, 2003). Extratos
de folhas e sementes desta planta contém cerca de quatro compostos ativos:

azadiractina, salanina, meliantrol e nimbim (FALBO et al, 2008); portanto,
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apresentam elevada concentracdo de limondides, tetranotriter-pendides, com um
triterpeno precursor (ARAUJO et al, 2009).

SEFFRIN e colaboradores (2008) relataram a acdo de extratos aquosos de
frutos verdes, peciolos com caule, foliolos e de casca de cinamomo concentrados a
10% (p/v) no controle de insetos-pragas adultos da espécie Diabrotica speciosa,
pertencentes a familia Chrysomelidae, em cultivos de pepino (Cucumis sativus) e de
feijdo-de-vagem (Phaseolus vulgaris). Em laboratério, DEQUECH e colaboradores
(2009), avaliaram o efeito de extratos desta planta na oviposicdo e na mortalidade
de Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Yponomeutidae), conhecida como a traca-
das-cruciferas demonstrando potencial agdo do cinamomo sobre uma das principais
espécies de inseto-praga de plantas da familia Brassicaceae.

Para o controle do bicudo do algodoeiro, Anthonomus grandis, e de
gafanhotos migratérios, Schistocerca cancellata, comprovou-se o potencial dos
extratos do cinamomo, demonstrando resultados satisfatorios de mortalidade ou
repeléncia a partir da utilizacdo de extratos de folhas e frutos frescos ou secos.
Entretanto, o extrato de frutos de cinamomo foi apresentado como téxico para
animais de sangue quente, apesar do produto extraido das folhas demonstrar uma
toxicidade bastante reduzida (ROEL, 2001).

Testes in vitro realizados com extratos ricos em taninos ou com taninos puros
de Melia azedarach tém identificado diversas atividades bioldgicas dessa classe de
substancias, tais como acdo bactericida e fungicida, antiviral, moluscicida, inibicao
de enzimas e acdo antitumoral (ARAUJO et al, 2009). Bioensaios em laboratérios
utiizando o extrato alcodlico de Melia azedarach L. foram realizados sobre o
principal vetor da Fasciolose em Cuba, L. cubensis, revelando um grande potencial
moluscicida desta planta (PEREZ et al, 1998).

2.4.2. Azadirachta indica Azedarach Juss

A Azadirachta indica Azedarach Juss, popularmente conhecida como Nim,
trata-se de uma planta pertencente a familia Meliaceae, e que apresenta compostos
limondides em sua composicdo quimica (DEQUECH et al, 2008; PINTO e LANCAS,
2010). Originaria do continente Asiatico (DEQUECH et al, 2008), € encontrada na
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india e em regides tropicais e subtropicais do mundo, como Australia, Africa, llhas do
Pacifico e Américas (PINTO e LANGCAS, 2010). Seu uso tem sido difundido
mundialmente no controle de inseto (DEQUECH et al, 2008). Na india, o Nim ¢é
considerado uma planta medicinal, usada h& séculos, com propriedades
bactericidas, fungicidas, nematicidas, antiinflamatoria, antihiperglicémica, repelente
de insetos, devido aos diversos terpendides distribuidos nas partes da planta
(PINTO e LANCAS, 2010).

SALLES e RECH (1999) demonstraram em experimentos laboratoriais, que
extratos de Nim e Cinamomo apresentam acao inseticida, causando uma reducao
da ovoposicéo, do desenvolvimento larval e pupal de Anastrepha fraterculus (mosca-
das-frutas). Extratos aquosos de Nim nas concentragdes 2,5 e 5% s&ao promissores
para o controle de Mononychellus tanajoa (acaro vede da mandioca), apresentando
acao letal na fase embrionaria, nos estagios imaturos ativos e nas fémeas
(GONCALVES et al, 2001).

A acdo de extratos aquosos de frutos verdes, peciolos com caule, foliolos e
da casca da planta a 10% (produto comercial de 6leo de Nim emulsionado) foi
avaliada no controle de insetos-pragas adultos da espécie Diabrotica speciosa em
cultivos de pepino (Cucumis sativus) e de feijao-de-vagem (Phaseolus vulgaris) em
estufa plastica, demonstrando-se promissores no controle destes insetos (SEFFRIN
et al, 2008). De acordo com DEQUECH e colaboradores (2008), extratos aquosos
de ramos e folhas de Nim, concentrados a 10% séo eficientes no controle de larvas
de M. ochroloma, ocasionando mortalidade superior a 80% a partir do terceiro dia de
exposicao dos insetos aos ramos e do quarto dia de exposicao usando-se extratos
das folhas. Extratos aquosos oriundos das folhas novas de Nim demonstraram-se
como potenciais drogas atuantes no controle de lagartos da espécie S. frugiperda.

Segundo SARDINHA e colaboradores (2006), o Nim, se utilizado de forma
preventiva, pode ser uma alternativa ao controle de insetos adultos de
Callosobruchus maculatus Fabricius (caruncho-do-feijao), sendo letal o uso de suas
folhas secas sob a forma de p6 na concentracdo de 0,15 gramas.

FERREIRA e colaboradores (2009), mediante andlises in vitro, observaram

gue na concentracdo de 4% o extrato de Azadirachta inibe o crescimento micelial de
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alguns fungos, sendo portanto, um extrato potencial para o controle da fusariose de
maracujazeiro amarelo.

Até o0 momento, na literatura pesquisada nao foram encontradas a aplicacao
do Nim como possivel droga moluscicida.

2.4.3. Cymbopogon winterianus Jowiit

Cymbopogon winterianus Jowiit, popularmente conhecido como citronela, tem
sido objeto de estudos por diversos pesquisadores para diferentes fins (ROCHA et
al, 2000b; BRAUM e BARROS, 2008; OLIVO et al, 2008; AGNOLIN, 2009).
Considerada uma planta perene, pertencente a familia Poaceae, altamente cultivada
em regides tropicais devido a suas propriedades aromaticas. No Brasil, seu 0leo
apresenta um relevante espaco no mercado de produtos naturais (ROCHA et al,
2000b).

Além de ser soluvel em solvente organico, o 0leo essencial da citronela
também pode ser extraido por &lcool. Nesse processo, no entanto, outras
substancias presentes na folha, como clorofila e pigmentos, também séo retiradas,
diferentemente da extracéo a vapor na qual se obtém 6leo puro (AGNOLIN, 2009).

BRAUM e BARROS (2008) avaliaram o efeito larvicida in vitro sobre
nematoides do género Contracaecum de dois compostos monoterpénicos: o geraniol
e o citronela, descrevendo o potencial larvicida da citronela. Estas substancias
também sdo muito utilizadas pelas indastrias de cosméticos, perfumarias e
medicamentos, além de serem utilizados na producdo de velas e incensos com
efeitos repelentes a algumas espécies de mosquitos do género Aedes, Coquillettidia
pertubans e Anopheles quadrimaculatus (ROCHA et al, 2000b; AGNOLIN, 2009).

OLIVO e colaboradores (2008) comprovaram a eficacia do 6leo de citronela
como inseticida natural. J4& FALCAO e colaboradores (2009), comprovaram a ag&o
antimicrobiana do o6leo essencial de citronela frente aos microorganismos:
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Candida albicans e Aspergillus niger wild.

Para ALBUQUERQUE MELO e colaboradores (2009), o 6leo de citronela
demonstrou potencial acdo fungicida, na inibicdo do crescimento de Colletotrichum

gossypii var. Cephaglosporioides, prevenindo a ramulose no algodoeiro.
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AGNOLIN (2009) avaliou in vivo diferentes formulagdes de 6leo de citronela
em ectoparasitas de bovinos, por meio de banho fitoterdpico. As solucbes
constituidas por 3 e 4% de dleo de citronela apresentaram acgdo parcial no controle
de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (carrapatos), de dipteros das espécies
Stomoxys calcitrans (mosca-dos-estabulos) e Musca Domestica (mosca domeéstica),
nao havendo evidéncias da influéncia dessas formulagcbes sobre a Haematobia
irritans (mosca-dos-chifres).

Até o momento, na literatura pesquisada, ndo foram encontrados dados

referentes a acdo moluscicida de extratos de citronela frente a moluscos.
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CAPITULO 1

Inquérito epidemioldgico, levantamento malacoldgico e analise da infeccao por
Schistosoma mansoni em moluscos do género Biomphalaria, no distrito de
Anutiba - Alegre, ES, Brasil.
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3. Cap. 1 - Inquérito epidemioldgico, levantamento malacoldgico e anélise da
infeccao por Schistosoma mansoni em moluscos do género Biomphalaria, no

distrito de Anutiba - Alegre, ES, Brasil.

3.1. RESUMO

Considerada uma doenca que afeta cerca de 250 milhdes de individuos distribuidos
em 76 paises, a esquistossomose apresenta como hospedeiro intermediario
moluscos do género Biomphalaria. Foi aplicado um questionario, denominado de
Sm1, no distrito de Anutiba do municipio de Alegre — ES, destinado a caracterizar o
perfil epidemiolégico da regido, seguido da realizacdo do levantamento malacolégico
e analise da taxa de infeccdo dos moluscos coletados pelo parasita Schistosoma
mansoni, no corrego boqueirdo e em seus trés principais afluentes. Foi verificada
auséncia de saneamento basico proximo aos pontos analisados, e, as analises
morfoldgicas e fisiologicas evidenciaram que 0s moluscos coletados sé&o da espécie
Biomphalaria tenagophila, cuja taxa de infeccdo demonstrou-se elevada em
determinados pontos. Resultados demonstraram a presenca de condi¢des ideais
para a manutencao do ciclo evolutivo do parasito S. mansoni, que € dependente de
agua contaminada com fezes de individuos infectados e a presenca dos moluscos

do género Biomphalaria, hospedeiros invertebrados para o parasito.

Palavras - chave: Esquistossomose; levantamento malacologico; Biomphalaria

tenagophila; Schistosoma mansoni.



61

Epidemiological investigation, malacological assessment and analysis of
mollusk infection by Schistosoma mansoni im snails of the gender
Biomphalaria in the District of Anutiba - Alegre, ES, Brazil.

3.2. ABSTRACT

Considered a disease that affects approximately 250 million people in 76
countries, schistosomiasis presents as intermediate hosts snails of the gender
Biomphalaria sp. A survey (SM1) was performed in the town of Anutiba in Alegre
county - ES in order to define the epidemiological profile of the region. The survey
was followed by malacological assessment and analysis of the rate of infection of the
collected mollusks by the parasite Schistosoma mansoni, in the main water stream
called “boqueirao” and its three main tributaries. The absence of sanitation was
verified close to the analyzed points. The morphological and physiological analysis
showed that the collected snails were from the specie Biomphalaria tenagophila,
whose infection rate has shown to be high at certain points. Results demonstrate the
presence of ideal conditions for maintaining the life cycle of the parasite S. mansoni,
which is dependent of contaminated water with feces from infected individuals and
the presence of molluscs of the gender Biomphalaria, which is the invertebrate host

for the parasite.

Keywords: Schistosomiasis; Malacological assessment; Biomphalaria tenagophila;

Schistosoma mansoni.
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3.3. INTRODUCAO

De acordo com a Organizacao Mundial da Saude, a esquistossomose € uma
doenca que afeta cerca de 250 milhdes de individuos, distribuidos em 76 paises, na
Africa, Asia e América. Entre os individuos infectados, 10% apresentam quadro
severo da doengca e mais de 100 milhdes de pessoas apresentam alguma
manifestacao clinica, o que a caracteriza como um sério problema de saude publica,
sendo considerada a segunda endemia parasitaria do mundo, depois da maléaria
(ENGELS et al., 2002).

Atualmente existem seis espécies de Schistosoma que podem infectar
humanos: S. mansoni, S. hematobium, S. japonicum, S. intercalatum, S. mekongi, e
S. malayensis (EL-SAYED et al., 2004). Entre elas, somente o S. mansoni é
encontrado no continente Americano (ALMEIDA-MACHADO, 1997).

O ciclo biolégico deste parasito apresenta um complexo plano de
desenvolvimento envolvendo a troca de um ambiente aquatico para outro no
hospedeiro intermediario invertebrado, culminando com um habitat no hospedeiro
vertebrado definitvo (WILSON, 1980; ROLLINSON e SOUTHGATE, 1987;
JANNOTTI-PASSOS et al., 2006).

Entre os caramujos do género Biomphalaria, dez espécies e uma subespécie
sdo encontradas no Brasil (COURA e AMARAL, 2004). Algumas espécies sao
amplamente distribuidas, enquanto outras sdo restritas a regides especificas
(CAMPOQOS, 2001; COURA e AMARAL, 2004; BORDA e REA, 2007). Dentre esses
moluscos, trés sdo de importancia médica, por serem hospedeiros intermediarios
para S. mansoni: Biomphalaria glabrata (Say, 1818), Biomphalaria tenagophila
(Orbigny, 1835) e Biomphalaria straminea (Dunker, 1848) (SOUZA et al., 1998).
Duas outras espécies, Biomphalaria amazonica (Paraense, 1966) e Biomphalaria
peregrina (Orbigny, 1835), também encontradas no Brasil, podem ser infectadas
com S. mansoni apenas em condicbes experimentais (CORREA e PARAENSE,
1971; PARAENSE, 1973).

O Brasil é considerado um foco endémico para a esquistossomose
mansonica, com cerca de 7 milhdes de individuos infectados e aproximadamente 35

milhdes expostos ao risco, sendo que sua prevaléncia a caracteriza como um
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problema de saude publica (KATZ E PEIXOTO, 2000). Sua distribuicdo ocorre em
vasta area do territorio nacional, nos estados do Maranhdo, Para, Piaui, Goiéas,
Espirito Santo, Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio de janeiro, Rio Grande do Sul,
Pernambuco e norte do Parana (COURA e AMARAL, 2004). Focos da doenca foram
descritos em Santa Catarina e no Rio Grande do Sul (MASSARA, et al, 2008).

O registro de ocorréncia, bem como a correta identificacdo de planorbideos
do género Biomphalaria é de grande relevancia para a saude publica, uma vez que o
grupo redne as espécies de caramujos que atuam como hospedeiros intermediarios
para S. mansoni (CORREA et al, 1970; PARAENSE, 1975).

A identificacdo especifica do género Biomphalaria é baseada na morfologia
comparativa entre as conchas, na anatomia dos 6rgados do aparelho genital e na
presenca da crista renal (TIBIRICA et al, 2009). No entanto, a alta variabilidade
morfolégica e genética, o tamanho reduzido de algumas espécies e a similaridade
interespecifica dificultam a identificacédo correta das diferentes espécies (CALDEIRA
et al, 1998). Estudos moleculares vém sendo utilizados como ferramenta adicional a
identificacdo morfologica e, metodologias ja estabelecidas, principalmente
associadas a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e suas variacoes,
permitem distinguir as diferentes espécies através de perfis especificos e distintos
(VIDIGAL et al, 2000).

De acordo com a Secretaria Municipal de Saude do municipio de Alegre,
localizado na Mesorregido Sul do Estado do Espirito Santo, inUmeros moradores do
distrito de Anutiba, reclamaram da presenca de moluscos, principalmente as
margens do corrego Lambarizinho e seus principais afluentes, o corrego do Oleo e
corrego das Pedras. Ainda neste distrito, dados parasitoldgicos fornecidos por esta
mesma Secretaria Municipal da Saude indicam uma alta incidéncia de
esquistossomose mansonica na populacao.

Motivados por esses dados e por saber que o dimensionamento das areas
colonizadas por moluscos de importancia médica, bem como os detalhes inerentes a
sua biogeografia sdo bastante Uteis para o controle e vigilancia epidemiolégica o
objetivo desse estudo foi realizar o inquérito epidemiolégico, o levantamento
malacolégico e a analise da infeccdo por Schistosoma mansoni em moluscos do

género Biomphalaria, no distrito de Anutiba - Alegre, ES, Brasil.
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3.4. Material e Métodos

Levantamento malacolégico

O levantamento malacoldgico foi realizado no distrito de Anutiba no corrego
Boqueirdo e nos seus trés principais afluentes, o corrego do Oleo, das Pedras e
Capoeirinha, entre os meses de julho e dezembro de 2008. Todo o levantamento de
campo foi realizado pelo mesmo grupo. A aplicacdo do questionario, denominado de
Sm1, foi realizada com o auxilio de agentes comunitarios de saude, apos
treinamento prévio.

Com relacédo aos pontos de coleta, foi avaliada a presenca ou nao de
moluscos com concha discoidal em espiral plana (planispiral), caracteristicas do
género Biomphalaria, onde foi adotada como parametro de alta incidéncia, a
presenca de mais de 50 caramujos por ponto; média incidéncia, entre 10 e 50
caramujos por ponto; baixa incidéncia, a presenca de menos de 10 caramujos por
ponto. Todos os caramujos Biomphalaria sp acima de 2 mm de diametro foram

coletados e classificados.

Classificacao morfolégica dos planorbideos

A classificacdo foi realizada de acordo com metodologia descrita por
PARAENSE (1975), tendo como parametros as caracteristicas morfolégicas das
conchas, do tubo renal e anatomia dos 6rgdos reprodutivos. Todos os moluscos
foram avaliados tendo como parametro inicial as caracteristicas da concha. Apos
essa analise, os moluscos que se enquadraram como do género Biomphalaria foram
separados, sendo um molusco de cada ponto de coleta selecionado aleatoriamente
e submetido a classificacdo. As andlises foram realizadas no laboratério de
Bioquimica e Biologia Molecular de Parasitos do Centro de Ciéncias Agrarias da

Universidade Federal do Espirito Santo.
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Anédlise da infeccdo dos moluscos pelo parasito Schistosoma mansoni

Para a analise de infeccdo, todos os moluscos classificados como
hospedeiros intermediarios para a esquistossomose foram colocados
individualmente em recipiente de vidro com capacidade aproximada de 25 mL,
contendo 3 mL de agua declorada a 28°C e expostos por 40-60 minutos a luz
artificial (lampada de 60 Watts) a uma distancia de 15-20 cm. Em seguida, o material
foi avaliado em microscOpio estereoscopio para a pesquisa da forma larvaria
infectante, cercéaria. Posteriormente, fez-se o célculo da taxa de infeccdo (Taxa de

infeccdo= numero de moluscos contaminados x 100/ total de moluscos examinados).

Analise dos fatores favoraveis ao desenvolvimento do ciclo da

esquistossomose mansénica em Anutiba

O nivel de fezes humanas foi determinado de acordo com o odor do local,
visualizacdo de material excretado na agua e informacdes obtidas a respeito do
destino do esgoto das residéncias. A presenca de peixes foi avaliada por
observacéao direta e com o auxilio de moradores que residem proximo aos locais de
coleta. A densidade da vegetacdo nos pontos de coleta foi avaliada em quatro
categorias: auséncia, baixa, média e alta densidade da vegetacdo. Esses
parametros tiveram como base estudos realizados por KLOOS e colaboradores
(2004).

Com relagcédo ao questionario Sm1l, as perguntas efetuadas aos individuos que

residem nas localidades pesquisadas.
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3.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Levantamento malacolégico do género Biomphalaria em cOrregos do distrito
de Anutiba/ES.

Foram realizadas avaliagbes em 84 pontos no cérrego boqueirdo e seus
afluentes: corrego do Oleo, das pedras e capoeirinha, no distrito de Anutiba,
pertencente ao municipio de Alegre, situado na regido sul do estado do Espirito
Santo (Figura 1). Ao longo do percurso, foram evidenciados que 19,05 % dos pontos
apresentaram moluscos com concha discoidal em espiral plana e lados
aproximadamente paralelos, caracteristicas do género Biomphalaria (TIBIRICA et al,
2009). De acordo com PARAENSE (1975), as analises morfoldgicas e fisioldgicas,
evidenciaram que os moluscos coletados sdo da espécie B. tenagophila (Orbigny,
1835), caracterizada como uma das espécies de molusco hospedeiro intermediario
para S. mansoni (CORREA, 1979) conforme demonstrado na Figura 1. Todos os
pontos positivos foram georreferenciados.

Estudo realizado por ARAUJO e colaboradores (2007), demonstrou que a
utilizacdo de recursos de analise espacial € uma importante ferramenta para a
avaliacdo de areas malacoldgicas, permitindo o levantamento de novas informacdes
e a reestruturacdo de eventos, 0 que sugere a importancia do uso do
geoprocessameto na area da saude.

Entre os periodos de 1980 a 2003 ocorreram 14.463 Obitos por
esquistossomose no Brasil, sendo registrada uma reducdo nao uniforme de 62,9%
do coeficiente de mortalidade. Tal reducdo pode estar relacionada a eficacia das
medidas de controle da doenca no pais, sobretudo as estratégias de controle da
morbidade. No entanto, o surgimento de novas &reas com potencial para
transmissao da doenca continua em expanséo (FERREIRA E SILVA, 2007),

SILVA e colaboradores (1994) relataram uma alta frequéncia de B.
tenagophila no Lago Soledade (MG), sendo que 0,2% apresentaram-se positivos
para S. mansoni. COURA-FILHO e colaboradores (1995) em estudo realizado em
Ravena (MG) constataram a presenca de moluscos B. glabrata e B. tenagophila, em

respectivamente, 42,40% e 57,59% dos pontos de coleta, sendo que os espécimes
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de B. glabrata apresentaram taxas variaveis de infeccdo por S. mansoni. Na regido
de Taquaracu de Minas (MG) COURA-FILHO (1998) relatou a presenca das trés
principais espécies hospedeiras de S. mansoni, sendo que somente B. glabrata
apresentava-se infectada. Em levantamento malacoldgico realizado na regido de
Mariana (MG), 1,18% dos planorbideos B. glabrata coletados estavam infectados
com S. mansoni (SOUZA et al.,, 2006). Em Jaboticatubas (MG), foi observado a
presenca de B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea, destacando a importancia
dos moluscos na manutencdo do ciclo de vida do parasito com S. mansoni.
MASSARA et al. (2004). Em determinado trabalho, VASCONCELOS e
colaboradores (2009) identificaram na regido de Sabara (MG) moluscos

pertencentes as trés principais espécies hospedeiras, sendo que a maioria, 49,52%,
pertence a espécie B. tenagophila.
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Figura 1. Marcacdo dos pontos de coleta de moluscos Biomphalaria tenagophila no Corrego
Boqueirdo e afluentes no distrito de Anutiba, municipio de Alegre/ES. (e): pontos onde foram

encontrados os moluscos da espécie B. tenagophila; (A): pontos onde ndo foram encontrados os
moluscos da espécie B. tenagophila.
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No estado do Espirito Santo, entre os anos de 1999-2002, o nimero de casos
de Esquistossomose variou de 3388 a 5292 (SESA, 2004). Dos 78 municipios do
estado, 20 sdo considerados endémicos para esquistossomose, 19 municipios sdo
considerados focais ou vulneraveis e 39 indenes (RODRIGUES e LOUZADA, 2003).
Apesar de o estudo ter categorizado o municipio de Alegre como area focal, o
distrito de Anutiba faz divisa com o municipio de Muniz Freire, regido considerada
endémica, sendo ambos banhados pela bacia hidrografica do rio Itapemirim.

Trabalho realizado por CORREA e colaboradores (1970), evidenciou que a
dispersdo de planorbideos pode ser ocasionada por regimes de enchentes e a
migracdo de peixes. Assim, acredita-se que essa dindmica dos cursos d agua da
regido, e a presenca de peixes, avaliada durante os trabalhos de campo, possa
contribuir para a dispersao dos moluscos, o0 que pode acarretar a contaminacao da
populacdo que vive prOxima as margens desses cOrregos, € mesmo as que
esporadicamente utilizam esses locais para banho e pesca, uma vez que foram
encontrados B. tenagophila contaminados por S. mansoni.

Nas localidades avaliadas deste estudo pode-se observar que a ocorréncia de
moluscos da espécie B. tenagophila também poderiam estar associadas a presenca
de vegetacao aquatica e semi-aquatica, como pdde ser observado na Tabela 1.

Neste trabalho de um total de 784 caramujos coletados, 61 se mostraram
contaminados com o0 parasito, caracterizando uma Tl de aproximadamente 7,7%
(Tabela 2). Segundo ARAUJO e colaboradores (2007), a existéncia de moluscos
positivos para infeccdo com S. mansoni consiste em um fator de alto risco para
esquistossomose.

COIMBRA JR (1981), descreveu a presenca de B. tenagophila em valas de
irrigacéo, e associou a ocorréncia deste molusco a presenca de vegetacdo aquatica

e semi-aquatica, composta por gramineas e ciperaceas.
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Tabela 1. Distribuicdo de moluscos Biomphalaria tenagophila no Cérrego Boqueirdo e afluentes no
distrito de Anutiba, municipio de Alegre/ES e caracteristicas ambientais.

Localidade Coordenadas Geograéficas Moluscos Meio Ambiente
. B. N° de . Densidade
(g?l:;g;i) Pontos S (@] tenagophil moluscos hzaztr?gs gge;:igzi da
a coletados vegetagao
Capoeirinha 01 20°35'31.2" 41°26'17.1" +++++ 85 +++ ++ +++++
02 20°35'37.7" 41°26'15.4" +++ 38 +++ +++ +++++
03 20°35'22.9" 41°26'05.8" +++ 28 +++ +++ +++++
04 20°35'22.1" 41°26'05.5" +++++ 96 +++ +++ +++++
Oleo 05 20° 34'45.0" 41°25'40.7" +++ 32 + + +++
06 20°34'44.8" 41°25'40.44" +++ 28 + + +++
07 20°34' 44.6" 41°25'32.7" 4+ 72 + ++ +++
08 20°34'52.5" 41°25'48.3" +++++ 67 + + +++
Boqueirdo 09 20°34'27.1" 41°26'16.9" +++ 32 +++++ ++ ++++
10 20°36'26.5" 41°27'03.7" + 8 +++++ + +++
11 20°36'11.4" 41°27'10.6" + 6 +++++ + +++
23 20°34'34.8" 41°26'17.5" +++ 39 +++++ +++ +++
24 20°34'45.1" 41°26'20.1" +++ 45 +++++ +++ +++
Pedras 82 20°34'51.8" 41°26'47.8" +++++ 97 - +++ +++
83 20° 34'56.0" 41°26'48.3" +++++ 52 - +++ ++
84 20°34'57.3" 41° 26' 49.2" +++++ 59 + +++ ++

Moluscos: +++++ = Alta incidéncia (> 50 caramujos) // +++ = Média incidéncia (10 =Caramujos =50)
/I + = Baixa Incidéncia (< 10 Caramujos) // = —Auséncia.
Meio Ambiente: +++++ = Alta incidéncia //[+++ = Média incidéncia// + = Baixa Incidéncia // =

—Auséncia. Anutiba: Distrito do municipio de Alegre/ES. S: latitude sul; O: latitude oeste.

Tabela 2: Moluscos da espécie B. tenagophila sadios e infectados com S. mansoni, coletados no

distrito de Anutiba, municipio de Alegre/ES.

Anutiba Total de moluscos Moluscos Moluscos Taxa de Infeccdo por
(cérregos) coletados sadios infectados™ localidade (%)
Capoeirinha 247 230 17 6,8

Oleo 199 173 26 13
Boqueirdo 130 127 3 2,3
Pedras 208 193 15 7,2
Total 784 723 61 7,7

Taxa média de infec¢éo

Caramujos vetores, habitando locais desprovidos de saneamento podem ser
infectados por parasitos presentes em dejetos lancados, formando focos
peridomiciliares de esquistossomose (ARAUJO et al, 2007). Nesse estudo foi
constatada a presenca de dejetos humanos ao longo de todo o percurso avaliado.
De acordo com o questionario Sm1 (Figura 2), esse fato, muito provavelmente, esta
relacionado a auséncia de esgoto tratado ou fossa séptica nas residéncias das
familias locais, uma vez que, das 38 familias entrevistadas, 29 (77%) declararam
nao possuir o0s mesmos, sendo que 20 (54%) costumam fazer uso dos cursos de

agua para lazer.
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Assim, esses trés dados obtidos, estdo em concordancia com a resposta da
pergunta de numero 3 (Tabela 3), onde, 18 das familias entrevistadas (49%),
declararam que pelo menos um de seus integrantes ja foi contaminado pelo parasito.

No Brasil, a espécie B. tenagophila é segunda mais importante para a
transmissdo do parasito S. mansoni, (PARAENSE, 1975 ; CORREA, 1979),
principalmente nas regides Sul e em parte da regidao Sudeste (TELES, 2005;
VASCONCELOS et al., 2009). Essa espécie demonstra consideravel capacidade de
sobrevivéncia em ambientes poluidos (SOUZA et al., 2007), o que certamente é um
dos fatores indispensaveis para a preservacdo dos riscos decorrentes da
transmissdo ambiental de S. mansoni. TELES (1989), assinalou o encontro desses
planorbides em uma area onde o nivel de poluicdo foi considerado um dos mais
elevados do estado de Sao Paulo.

A OMS (2002) e outras agéncias de saude tem constantemente anunciado a
inadequada atencao dirigida a esquistossomose humana. Esta moléstia parasitaria
continua avancando através de novas areas endémicas, impulsionadas por fatores
sociais, econdmicos e a ma organizacao nos projetos de irrigacdo e ocupacao de
terras nos paises em desenvolvimento. Dentro deste contexto, dados preliminares
da Secretaria Municipal de Saude de Alegre/ES (dados ndo apresentados) vém
demonstrando uma alta taxa de incidéncia desta parasitose na populacao, o que tem

levado a priorizacéo de esforcos para o combate e tratamento da doenca.
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Figura 2. Respostas ao questinario Sm1, referente a comunidade que reside as margens do Corrego
Lambarizinho e afluentes (Corrego do Oleo e Cérrego das Pedras) no distrito de Anutiba, municipio
de Alegre/ES. Perguntas: 1. Alguém de sua familia tem costume de nadar em rio, acude, cachoeira,
ou outro local; 2. Ja ouviu falar na doenga Xistose (esquistossomose ou barriga d’agua ou mal do
caramujo); 3. Alguém de sua familia ja teve Xistose; 4. Vocé ja viu ou ouviu falar de algum coérrego,
rio, agcude, cachoeira, ou outro local onde existam caramujos; 5. Alguém de sua familia trabalha no
cultivo de arroz, ou em alguma atividade que tenha contato direto com agua; 6. Sua casa possui:
esgoto tratado.

* Namero de entrevistados: 152 pessoas entre 18 e 65 anos

Em relacdo a pergunta 06 do questinario, todos os entrevistados declararam
nao apresentarem esgoto tratado, sendo que 23 % apresentam fossa asséptica em
suas residéncias e os demais ndo apresentam quaisquer sistema de tratamento do

esgoto.
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3.6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo demonstram a presenca de condi¢des
ideais para a manutencao do ciclo evolutivo do parasito S. mansoni, dependente de
agua contaminada com fezes de individuos infectados e da presenca dos moluscos
do género Biomphalaria infectados para o parasito no Distrito de Anutiba, municipio
de Alegre, Espirito Santo.
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CAPITULO 2

Levantamento malacoldgico e Identificagdo molecular de moluscos do género
Biomphalaria, hospedeiro intermediario do Schistosoma mansoni, na regiao

Sul do Espirito Santo, Brasil.
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4. Cap. 2. Levantamento malacologico e Identificagdo molecular de moluscos
do género Biomphalaria, hospedeiro intermediario do Schistosoma mansoni,
na regiao Sul do Espirito Santo, Brasil.

4.1. RESUMO

Moluscos das espécies Biomphalaria glabrata, B.tenagophila e B.straminea
possuem grande importancia médica, por serem hospedeiros intermediarios do
parasito Schistosoma mansoni. Neste estudo foi avaliada a presenca dessas
espécies em 14 municipios situados na mesorregido Sul do Espirito Santo,
pertences as Bacias hidrograficas dos rios Itapemirim, Itabapoana e Benevente. Os
moluscos coletados foram submetidos a analises morfolégicas e moleculares. Para
os 14 municipios estudados observou-se que nos pontos de coletas
georreferenciados todos o0s moluscos coletados foram classificados como

Biomphalaria tenagophila.

Palavras-chave: Carta malacolégica; Esquistossomose; Biomphalaria.
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Malacological assessment and molecular identification of mollusks of the
gender Biomphalaria sp. intermediary host of Schistosoma mansoni in

southern Espirito Santo, Brazil.

4.2. ABSTRACT

Mollusks of the species of Biomphalaria glabrata, B. tenagophila and B. straminea
have great medical importance because they are intermediate hosts of the parasite
Schistosoma mansoni. In this study was evaluated the presence of these species in
14 municipalities located in Espirito Santo Southern South’s, belongings on the river
catchment Itapemirim, Itabapoana and Benevente. The snails collected were
subjected to morphological and molecular analysis. For the 14 cities studied showed
that the point of collecting georeferenced all mollusks were classified as B.

tenagophila.

Keywords: Letter malacological; Schistosomiasis, Biomphalaria.
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4.3. INTRODUCAO

A esquistossomose mansonica foi introduzida em S&o Paulo, assim como em
outros estados do Sudeste e do Sul, devido a migracao de individuos originarios das
zonas endémicas do Nordeste, notadamente da Bahia, Pernambuco, Alagoas e
Sergipe, assim como da porgdo setentrional do estado de Minas Gerais. Esta
corrente migratéria se intensificou com o surto de industrializacdo verificado a partir
do final da década de 1940, justamente quando a esquistossomose passa a ser
reconhecida como problema de salude publica nos estados de Sao Paulo, Parana e
Rio de Janeiro (SILVA, 1985). Existem seis espécies de Schistosoma que podem
infectar o ser humano: Schistosoma mansoni, Schistosoma hematobium,
Schistosoma japonicum, Schistosoma intercalatum, Schistosoma mekongi, e
Schistosoma malayensis. Porém apenas uma é encontrada no Brasil, o0 S. mansoni
(COURA E AMARAL, 2004).

A ocorréncia deste parasito esta intimamente relacionada a precarias
condicBes sbcio-ambientais e apresenta-se com maior prevaléncia em humanos na
regido Nordeste (ARAUJO FILHO, 2000), tendo como area endémica a regido que
se estende do Maranhdo ao Espirito Santo (COURA e AMARAL, 2004) e o estado
de Minas Gerais (SOUZA et al, 1987). Também existem focos em areas isoladas, no
Distrito Federal e nos estados do Para, Piaui, Goias, Rio de Janeiro, S&o Paulo,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Aléem disso, ha casos oriundos de éareas
endémicas em quase todo o territério nacional, principalmente nos estados que sao
considerados pontos para a migracdo como Rondénia (COURA e AMARAL, 2004).

Com relacdo ao hospedeiro intermediario, dentro do género Biomphalaria,
trés espécies sao caracterizadas como de importancia médica, os moluscos das
espécies Biomphalaria glabrata, Biomphalaria tenagophila e Biomphalaria straminea,
todos encontrados em territério brasileiro (CARVALHO et al, 2001). B. pergerina e B.
amazonica sdo considerados hospedeiros em potencial, podendo ser infectados
experimentalmente (CAMPOS, 2001; BORDA e REA, 2007).

O conhecimento sobre a epidemiologia dos parasitos e suas interagcdes com
0os hospedeiros em um determinado ambiente sdo 0s requerimentos mais

importantes no estabelecimento de um sistema de controle efetivo (MOTA et al,
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2003). A atualizacdo com relacdo a distribuicdo geogréfica das espécies de
moluscos transmissores do parasito S. mansoni é de grande importancia para a
eficiéncia dos programas de controle e vigilancia epidemiolégica para a
esquistossomose (TELES, 2005).

Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a presenca de moluscos do
género Biomphalaria, hospedeiros intermediarios para a esquistossomose
mansoénica em municipios pertencente a Mesorregido Sul do Espirito Santo, além de

avaliar a porcentagem de caramujos infectados por S. mansoni.



83

4.4. MATERIAL E METODOS

ANALISE MALACOLOGICA

Neste estudo foi investigado a presenca de moluscos do género Biomphalaria
em 14 municipios situados na mesorregido Sul do Espirito Santo pertencentes as
bacias hidrogréaficas dos rios Itapemirim, Itabapoana e Benevente. O levantamento
malacoldgico ocorreu entre o periodo de marco de 2007 a novembro de 2009, onde
foram avaliados canais hidricos, lagoas, acudes e vales de irrigacdo. Os trabalhos
de campo foram realizados sempre pela mesma equipe de trabalho.

Os trabalhos de campo foram conduzidos para avaliar a presenca de
moluscos com concha discoidal em espiral plana (planispiral), com giros delimitados
pelas suturas, estreitos no centro e alargando-se gradativamente até a abertura da
concha (peristoma), caracteristicas do género Biomphalaria. Todos os moluscos
com as caracteristicas citadas, maiores de 5 mm de comprimento, foram coletados.
Foi realizado o georreferenciamento dos locais de coleta, para cada municipio, para
a confeccao de uma carta malacologica da regiao.

Para a realizacdo da carta malacolégica utilizou-se o0 mapa do estado do
Espirito Santo disponibilizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, que
foi convertido do formato SHAPE para o formato DWG pelo programa ARCGIS V.
9.2, afim da visualizacdo no software do AUTOCAD 2007. Com o uso do aparelho
de GPS os pontos marcados foram obtidos pelo programa MAPSOURCE e
exportados no formato DXF para também serem exportados ao programa
AUTOCAD 2007. No programa AUTOCAD 2007, os pontos foram sobrepostos sobre
o0 mapa com o mesmo DATUM horizontal, South América ‘69 (SAD 69).

Com relagcéo aos pontos georreferenciados, foi avaliada a presenca de fezes
humanas de acordo com o odor do local, visualizacdo de material excretado na agua
e informacdes obtidas a respeito do destino do esgoto das residéncias. A presenca
de peixes foi avaliada por observacdo direta e com o auxilio de moradores que
residem préximo aos locais. A densidade da vegetacdo também foi avaliada em
auséncia, baixa, média e alta densidade da vegetacdo. Essas andlises tiveram como

base estudos realizados por KLOOS e colaboradores, 2004.
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As coletas foram realizadas com o auxilio de peneiras de aluminio de 15 a
25cm de diametro e pingas de madeira. Os moluscos coletadas foram armazenados
em tubos de polietileno contendo &agua do préprio ambiente, devidamente
identificados e transportados até o Laboratério de Malacologia do Centro de
Ciéncias Agrérias da Universidade Federal do Espirito Santo.

No laboratério, os moluscos foram transferidos para aquéarios de vidro de
30x40x30 cm, contendo agua potavel declorada e pequenas pedras (seixo)
devidamente esterilizadas a temperatura de 200°C por 2 horas. Os aquarios foram
mantidos sob aeracéo diaria de 12 horas e os moluscos alimentados com alface.

CLASSIFICACAO DOS MOLUSCOS

Para confirmar se os moluscos coletados eram pertencentes ao género
Biomphalaria e qual a sua espécie, um exemplar de cada localidade, foi submetido a
caracterizagdo molecular, como descrito por CALDEIRA e colaboradores (2004),
com o auxilio da técnica de PCR-RFLP, baseado na amplificacdo especifica de
determinada sequéncia de DNA pela Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e
posterior digestdo do fragmento obtido com enzimas de restricio - RFLP —
Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos de Restricdo, resumida em seguida:
moluscos previamente anestesiados em fenobarbital por 45 minutos tiveram suas
conchas retiradas. Aproximadamente 100mg de massa corporal foram trituradas em
nitrogénio liquido e submetidas a extracdo de DNA com o auxilio do KIT llustra ™
Tissue & Cells GenomicPrep, de acordo com informacdes do fabricante. 200 ng do
DNA gendmico obtido foram utilizados para a reacdo da PCR na presenca dos
oligos iniciadores: ETTS2 (5-TAACAAGGTTTCCGTAGGTGAA-3) e ETTS1 (5-
TGCTTAAGTTCAGCGGGT-3') na concentracéo de 10 uM/cada, em um volume final
de 50 pL de reacdo contendo: tampé&o 10 X, 50 mM de MgCl,, 10 mM de dNTPs, 1
unidade de Taq DNA polimerase (500U) e agua ultra pura. A mistura reacional foi
submetida a 40 ciclos de amplificagdo constando de 93°C por 45 segundos, 54°C
por 1 minuto e 72°C por 2 minutos. Como etapa final, a mistura foi submetida a
72°C pelo periodo de cinco minutos. Os oligos iniciadores ETTS2 e ETTS1

direcionam a amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 1300 pares de
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bases (pb), caracteristico para moluscos do género Biomphalaria. Para a
diferenciacdo dos moluscos do género Biomphalaria, nas suas respectivas espécies,
uma aliquota de 15 puL de cada reacdo de amplificacdo que se mostrou positiva, foi
submetida a digestdo em presenca da enzima de restricdo Ddel, de acordo com
informagbes do fabricante (Biomex). Esta enzima possibilita a diferenciacdo das
espécies de Biomphalaria pelo perfil de restricdo gerado com fragmentos de 850 e
550 pb, conforme descrito por Vidigal e colaboradores (2001).
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4.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A caracterizacdo de cole¢Bes hidricas a fim de avaliar a presenca de
moluscos, hospedeiros intermediarios para o parasito S. mansoni, € parte integrante
do reconhecimento de &reas propicias para a disseminacdo da doenca (LIMA et al,
2009). Assim, esse trabalho determinou a presenca de moluscos da espécie B.
tenagophila em todos os municipios estudados (Tabela 1).

Vale ressaltar que neste estudo p6de-se verificar que dentre os 14 municipios
avaliados houve maior concentragdo de moluscos do género Biomphalaria no
municipio de Alegre. Este fato pode estar associado aos estudos de RODRIGUES E
LOUZADA (2003), em que evidenciou Muniz Freire como regido endémica para
esquistossomose mansonica, e, considerando que o municipio de Alegre apresenta
divisa com o municipio de Muniz Freire (Tabela 1).

O geoprocessameto tem sido utilizado nos ultimos anos para mapear areas
gue apresentam parasitoses de relevancia epidemioldgica, como doenca de chagas,
malaria, leishmaniose, esquistossomose e fasciolose. A técnica permite também
demarcar os fatores ambientais que predispdem a prevaléncia dessas doencas
parasitarias (FUENTES, 2004). Baseando-se neste fato, o uso do aparelho de GPS,
neste estudo, nos permitiu a demarcacdo dos pontos onde foram encontrados os
moluscos, o que € de grande relevancia, uma vez que essas analises espaciais
permitem a idealizacdo de cartas malacolégicas de grande importancia na area de
saude (ARAUJO et al, 2007).

Assim, os locais georreferenciados serviram como base para a idealizacdo da
primeira carta malacolégica em municipios da do Sul do Estado do Espirito Santo

(Figura 1), tendo como base a presenca de moluscos da espécie B. tenagophila.
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Tabela 1. Distribuicdo de moluscos Biomphalaria tenagophila em 14 municipios da mesorregido sul do estado do Espirito Santo e caracteristicas ambientais.

Municipios Bacia Pontos Local Coordenadas geogréficas IPV* Temperatura Molusco Vegetagdo Peixes Dejetos
Hidrogréfica da Humanos
Coleta L o) A Minima* | Maxima* | B.tenagophila
(m)
Marataizes Itapemirim 01 Acude 21°03 31.7” | 40°50 59.9” 14 | 70,166 21,17 26,5 + + + -
02 Lagoa do 21° 06’ 23.0” 40°51° 11.0” 5 + + + +
Siri
03 Lagoa do 21°07 53.8” | 40°52 14.4” 4 ++ + + +
Cedro
Presidente Itapemirim 04 Lagoa 21°11 22.6” | 40°55 39.2” 7 87,05 19,18 29,66 + + + -
Kennedy Itabapoana 05 Brejo e 21° 10’ 57.5” | 40°56' 37.6” 5 + + + -
corrego
06 Brejo 21°10°53.4” | 40°56 32.8” 6 + + + -
Vila do Itapemirim 07 Corrego 21°01’ 22.8” 40° 54’ 36.1” 19 88,95 20,04 29,84 + + + -
Itapemirim 08 Corrego - 21°01'22.7” | 40°54’ 36.2” 20 + + + -
Piima Itapemirim 09 Rio 21°51°11.1” | 40°45 07.3” 7 92,26 19,73 29,75 + + -
Benevente +
Atilio Itapemirim 10 Cérrego 20° 55' 58.3” 41°10’ 46.1” 62 88,66 18,35 29,24 - ++ ++ -
Vivacqua 11 Corrego 20°55'26.3” | 41°11 06.6” 62 + ++ + +
Cachoeiro Itapemirim 12 Acude 20°53 06.6” | 41°16°21.5” | 213 | 88,55 19,54 30,05 +++ + + -
do
Itapemirim
Muqui Itapemirim 13 Corrego 20° 53 53.3” 41° 16’ 36.6” 214 88,66 18,35 29,24 +++ + + +
Iltabapoana
Guacui Itapemirim 14 Corrego 20°46°30.4” | 41°40 00.5” 588 102 16,06 27,66 ++++ + + +
Muniz Itapemirim 15 Corrego 20°27 39.9” | 41°25 04.0” 539 100,07 14,28 26,8 ++++ + + +
Freire
Mimoso do Itapemirim 16 Rio 20°03' 50.7” | 41°271 46.9” 61 88,66 18,35 29,24 ++++ +++ + +
Sul Iltabapoana
ltabapoana 17 Rio 20°03' 37.4” | 41°21°35.2” | 66 - - + +
Vargem Alta Itapemirim 18 Rio 20° 40’ 25.3” | 41° 00 34.8” 612 90,87 18,30 29,28 ++ ++ + -
Castelo Itapemirim 19 Rio 20°45 08.9” | 41°11 14.3” 74 96,41 14,74 27,21 +++ +++ + +
Itapemirim
Jeronimo Itapemirim 20 Corrego 20°47° 435" | 41°24' 1567 | 122 96,75 16,15 27,87 ++ +++ + +
Monteiro
Alegre Itapemirim 21 Corrego 20°46' 06.1” | 41°26' 17.2” 121 96,758 | 16,1583 27,875 +++++ ++++ + -
Alegre Itapemirim 22 Baias EAFA | 20°45 4.5” 41° 27 19.6” 125 3 - - - -

Moluscos: +++++ = Alta incidéncia (> 50 caramujos) // +++ = Média incidéncia (10 =Caramujos =50) // + = Baixa Incidéncia (< 10 Caramujos) // = —Auséncia.

Meio Ambiente: +++++ = Alta incidéncia //+++ = Média incidéncia// + = Baixa Incidéncia // = —Auséncia. L: latitude sul; O: latitude oeste; A: Altura relativa ao nivel do mar; IPV: indice Pluviométrico
Médio.

* Dados obtidos da média anual do periodo de 1961 a 1990 adaptado do site: www.tempoagora.com.br
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Figura la Figura 1b

Figura la: Mapa do estado do Espirito Santo. Figura 1 b: Carta malacolégica para moluscos do género Biomphalaria na Mesorregiao Sul do estado do
Espirito Santo. Presenca de B. tenagophila: 1, 2 e 3. Marataizes; 4, 5 e 6. Presidente Kennedy; 7 e 8. Vila do Itapemirim; 9. Piima; 11. Atilio Vivacqua; 12.
Cachoeiro do Itapemirim; 13. Muqui; 14. Guagui; 15. Muniz Freire; 16 e 17. Mimoso do Sul; 18. Castelo; 19. Vargem Alta; 20. Jerdnimo Monteiro; 21. Alegre.
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GRISOLIA & FREITAS (1985), em estudos realizados no municipio de Belo
Horizonte constataram que dentre as caracteristicas fisicas, quimicas e
climatolégicas, consideradas como importantes condicionadores de habitat de
moluscos de &gua doce, destacam-se a temperatura, chuvas, salinidade,
disponibilidade de sais dissolvidos, pH, nutrientes e poluicdo. Sendo que, de acordo
com OLAZARRI (1981), o regime pluviométrico e a temperatura sdo considerados
um dos principais fatores reguladores da vida e dos processos vitais de planorbideos
vetores de doencas.

No presente estudo tornou-se evidente a importancia do regime de chuvas,
onde foi observada uma maior incidéncia de moluscos em municipios cujo indice
pluviométrico apresentou-se mais elevado (Tabela 1). Dados apresentados por
CORREIA e colaboradores (1986) descreveram a relevancia dos fatores
metereoldgicos como pecas fundamentais para a reproducéo e desenvolvimento dos
moluscos, e, por conseguinte a facilidade em suas coletas, o que também corrobora
com nossa inferéncia.

De acordo com TIBIRICA e colaboradores (2009), as analises biométricas sao
fundamentais para a Identificacdo morfologica de moluscos coletados. Seguindo
essa linha, no momento da coleta, os moluscos foram previamente classificados
como sendo pertencentes ao género Biomphalaria, baseados nas caracteristicas da
forma, tamanho médio e coloracdo das conchas, conforme descrito por Paraense
(1975). Entretanto, a classificacdo baseada nesses aspectos morfologicos pode
conduzir a falsos resultados, principalmente pela grande variabilidade destas
caracteristicas, as quais podem sofrer influéncia do ambiente e pela semelhanca
entre algumas espécies (VIDIGAL et al., 1998).

Uma estratégia que vem sendo amplamente utilizada € o estudo das regides
dos transcritos espacadores internos (ITS1 e ITS2) pertencentes a regido de DNA
nuclear ribossomal (rDNA). Trata-se de uma regido cistrénica a qual apresenta
sequéncias referentes a 18S, ITS1, 5.8S, ITS2, e 28S, e demonstra elevado nivel de
divergéncia em relacdo as sequéncias flanqueadoras, sendo assim utilizadas para
diferenciar espécies afins (CHENG et al., 2006). Dessa forma, para validar nossa

proposicdo e confirmar qual (ou quais) espécie(s) de Biomphalaria havia(m) sido
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coletada(s), foi utilizada a técnica de PCR-RFLP, para a regido ETTS1, como
descrito por CALDEIRA e colaboradores em 2004.

A analise da reacdo, feita com um exemplar coletado em cada regido,
evidenciou a amplificagcdo de um fragmento de aproximadamente 1300 pares de
bases, caracteristico para dez espécies e uma subespécie de moluscos do género
Biomphalaria (Figura 2), que apoOs digestdo com a enzima Ddel gerou dois
fragmentos com respectivamente 850 e 550 pb, confirmando que os moluscos

coletados em todos 0s 14 municipios sdo da espécie B. tenagophila (Figura 3).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figura 2: Gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etideo (05 mg/mL) referente a amplificacao
do fragmento de aproximadamente 1300 pares de bases da primeira regido interna do DNAr de
Biomphalaria ssp., coletados em diferentes municipios da Mesoregido Sul Espirito-Santense. M:
Marcador de peso molecular 100 pares de bases (pb). As colunas 1 - 14 representam
respectivamente os municipios onde ocorreram as coletas. 1: Alegre; 2: Atilio Vivacqua; 3: Cachoeiro
de Itapemirim; 4: Castelo; 5: Itapemirim; 6: Guacui; 7: Jerbnimo Monteiro; 8: Marataizes; 9: Mimoso
do Sul; 10: Muniz Freire; 11: Muqui; 12: Presidente Kennedy; 13: Piima; 14: Vargem Alta.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figura 3: Gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etideo (05 mg/mL) referente ao perfis de
restricdo de aproximadamente 850 e 550 pares de bases (pb) (PCR-RFLP) caracteristico para
Biomphalaria tenagophila, obtido da digestdo do fragmento de 1300 pb (produto amplificado da
primeira regido interna do DNAr), utilizando a enzima Ddel. M: Marcador de peso molecular 100 pb. 1
- 14: municipios da Mesoregido Sul Espirito-Santense, onde ocorreram as coletas. 1: Alegre; 2: Atilio
Vivacqua; 3: Cachoeiro de Itapemirim; 4: Castelo; 5: Itapemirim; 6: Guagui; 7: Jerbnimo Monteiro; 8:
Marataizes; 9: Mimoso do Sul; 10: Muniz Freire; 11: Muqui; 12: Presidente Kennedy; 13: Piima; 14:

Vargem Alta.
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Outro trabalho realizado por CALDEIRA e colaboradores em 2001,
demonstrou que a utilizacdo da técnica de PCR com o auxilio de dligos iniciadores
ancorados a regifes microssatélites - SSR-PCR possibilitou distinguir as espécies
Biomphalaria kuhniana, Biomphalaria straminea, Biomphalaria intermedia, espécies
estas que, devido a grande semelhanca morfoldgica, foram agrupadas em um
complexo determinado B. straminea (PARAENSE, 1988). VIDIGAL e colaboradores
(2002a) através do estudo do gene mitocondrial citocromo oxidase | (COl) utilizando
a técnica PCR-RFLP obtiveram perfis de restricdo que permitiram a identificacdo de
moluscos B. glabrata, B. straminea e B. tenagophila. VIDIGAL e colaboradores
(2002b) utilizando a metodologia de Multiplex-PCR para o estudo da regido ITS2
obtiveram perfis diferentes que permitiram distingéo entre B. glabrata, B. tenagophila
e B. straminea. Esses dados demonstram a importancia dessas técnicas como uma
ferramenta adicional para a diferenciacéo e classificagdo de moluscos do género
Biomphalaria.

Varios ambientes aquaticos podem servir de criadouros para planorbideos
hospedeiros intermediarios para S. mansoni, desde lagos artificiais, canais de
irrigacdo, lagoas de criacdo de peixes e acudes (MILWARD DE ANDRADE e
TORGA, 1981), o que demonstra a capacidade de disseminacdo e perpetuacao
dessas espécies no meio ambiente.

No presente estudo, como pode ser observado na Figura 1b moluscos da
espécie B. tenagophila foram encontrados em locais diversos, (canais hidricos,
lagoas, acudes e vales de irrigacdo), na maioria das vezes enterrados na areia ou
proximos a vegetacdes aquaticas rasteiras. Isso demonstra a ampla distribuicao,
dessa espécie, nas areas avaliadas. Os moluscos também foram encontrados em
caixas d'agua em estacOes de captacdo/tratamento de agua e bebedouros de
animais domésticos (gado). Nestes casos, 0s moluscos estavam aderidos as caixas
ou enterrados na 1% estacdo de filtragem. Tal fato foi observado nos municipios de
Alegre e Marataizes.

CORREA e colaboradores em 1970, determinaram que um importante agente
dispersor de planorbideos sdo as enchentes e as atividades migratorias de peixes.
Essas condicbes sao pertinentes ao nosso estudo e podem também estar

contribuindo com a dispersdo dos moluscos, uma vez que a mesorregidao Sul do
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Espirito Santo possui inimeras bacias hidrograficas e periodos chuvosos intensos,
sendo, sempre, acometida por enchentes. Porém, um fato de extrema relevancia e
preocupacao, é a presenca de moluscos em locais que ndo possuem contato direto
com os cursos d agua, ndo estando sujeito ao acometimento por enchentes ou acéo
migratéria de peixes, que sdo as caixas d” agua nos pontos de captacao/tratamento
e 0S bebedouros de animais. Apesar de nado terem sido avaliados, muito
provavelmente, a agua destinada a esses pontos de captacdo estd contaminada
com os planorbideos, e os mesmos estao vindo diretamente pela tubulacdo. Vale
ressaltar que em algumas regides avaliadas (dados nao apresentados), a mesma
agua que é captada para o abastecimento dos animais, é utilizada para consumo
humano.

A espécie B. tenagophila € a segunda mais importante na transmisséo de S.
mansoni no Brasil (PARAENSE, 1975; CORREA, 1979), sendo importante
hospedeiro na regido Sul (PARAENSE, 1984) e em parte da regido Sudeste
(PARAENSE, 1989; TELES et al.,, 1991, PASSOS et al., 1998; TELES, 2005;
SOUZA et al.,, 2001; VASCONCELOS et al., 2009). O Estado de Sao Paulo
apresenta uma grande area colonizada por B. tenagophila, no entanto, outras
espécies tais como B. occidentalis e B. straminea ja foram descritas (TELES, 1996).
KATZ E CARVALHO (1983) registraram o0s primeiros casos de esquistossomose
autoctone na regido de Itajuba (Minas Gerais). E, CARVALHO e colaboradores
(1985), descreveram o primeiro encontro de B. tenagophila naturalmente infectada
nesta regido. Sendo assim, Itajuba até entdo considerada como indene revelou-se
um foco em potencial para transmissao da doenca.

Durante as avaliacdes, foi observada a presenca de dejetos humanos em
varios pontos analisados, sendo que, no de numero 03 (Figura 1b), pertencente ao
municipio de Marataizes (centro turistico da regido), foi observado uma maior
guantidade de dejetos humanos. Aliado a esse fato, em outra regido de importancia
turistica, que faz divisa com o municipio de Marataizes, o municipio de Piima, foi
constatado um caso autdctone no de esquistossomose no ano de 2009 (SERVICO
DE VIGILANCIA EM SAUDE DA PMP, 2010- Comunicacdo pessoal).

A regido Sul do Estado do Espirito Santo ndo apresenta, atualmente, elevado

numero de casos notificados (SUS), todavia, possui alto potencial para desenvolver
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a parasitose, uma vez que faz divisa com municipios dos estados do Rio de Janeiro
e Minas Gerais que apresentam a parasitose e por possuir uma vasta rede
hidrografica, com duas bacias de grande relevancia, a do rio Itabapoana que banha
os Estados do Espirito Santo, Minas Gerais e Rio de Janeiro e a do rio Itapemirim,
que banha os Estado de Minas Gerais e Estado do Espirito Santo.

Aliados a esses fatores ambientais e geograficos, a existéncia de
comunidades de baixo nivel sdcio-econdmico vivendo em densidade suficiente para
poluir as cole¢cBes aquéticas de onde se servem para fins domésticos e profissionais,
como pode ser observado durante o trabalho, pode contribuir para o aparecimento e
manutencdo da doenca. No que tange as medidas preventivas, seria fundamental
um esforco na ampliacédo da cobertura de diagnéstico, tratamento e investigacdo de
casos humanos e o incremento dos trabalhos para o conhecimento detalhado das
areas ocupadas pelos hospedeiros intermediarios de S. mansoni, associando-se as
areas com maior concentracdo de moluscos procedentes de estados endémicos,
ficando facilitados os trabalhos de vigilancia epidemioldgica da endemia.

Assim, este € o primeiro estudo que relata a presenca de moluscos da

espécie B. tenagophila em municipios do sul do Estado do Espirito Santo.
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4.6. CONCLUSOES

Este estudo confirma a presenca de moluscos da espécie B. tenagophila na
regido do sul do estado do Espirito Santo, e que a mesma possui condi¢cdes

ambientais favoraveis para a manutencao e dispersédo dos moluscos.
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CAPITULO 3

Levantamento malacoldgico e Identificagdo molecular de moluscos do género
Lymnaea, hospedeiro intermediario da Fasciola hepatica, na regido Sul do

Espirito Santo, Brasil.
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5. Cap. 3. Levantamento malacoldgico e Identificagcdo molecular de moluscos
do género Lymnaea, hospedeiro intermediério da Fasciola hepatica, na regido
Sul do Espirito Santo, Brasil.

5.1. RESUMO

O género Lymnaea é formado por moluscos pulmonados, hospedeiros
intermediarios da Fasciola hepatica. Neste trabalho foi avaliada a presenca de
moluscos do género Lymnaea, em 14 municipios situados na mesorregido Sul do
Espirito Santo pertences as Bacias hidrograficas do rio Itapemirim, rio Itabapoana e
rio Benevente. Os moluscos coletados foram submetidos a andlises morfolégicas e
moleculares. Para os 14 municipios estudados, observou-se que nos pontos de
coletas georreferenciados, todos os moluscos coletados do género Lymnaea, foram
identificados como da espécie L. columella, hospedeiros intermediarios para o

parasito Fasciola hepatica.

Palavras-chave: Carta malacoldgica; Fasciolose; Lymnaea.
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Malacological assessment and molecular identification of snails of the gender
Lymnaea, intermediate host of Fasciola hepatica, in southern Espirito Santo,

Brazil.

5.2. ABTRACT

The gender Lymnaea consists of pulmonate molluscs, intermediate hosts of
Fasciola hepatica. In this study the presence was evaluated of mollusks of the genus
Lymnaea. In 14 cities located in Southern southern Espirito Santo belongings to
Itapemirim River catchment, river Itabapoana and river Benevente. The snails
collected were submitted to morphological and molecular analysis. For the 14 cities
studied, were observed that the point of collecting georeferenced all molluscs

collected from the gender Lymnaea were identified as L. columella.

Keywords: Letter malacological; fascioliasis, Lymnaea.
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5.3. INTRODUCAO

Dentre as enfermidades que afetam os animais domésticos de importancia
econbmica, a fasciolose hepatica é uma das parasitoses mais relevantes e
frequentes (MULLER et al, 1998; PEREZ et al, 1998). Embora a fasciolose resulte
em uma doenca subclinica no rebanho bovino, as consequéncias econdmicas séo
significativas devido principalmente as perdas associadas com a condenacdo de
figados, perda de peso, letargia, interferéncia na fertilidade, reducéo da producédo de
carne e leite, altos custos com tratamentos antihelminticos e morte dos animais
(SERRA-FREIRE, 1995; GORMAN et al, 1998; ECHEVARRIA, 2004; LIMA et al,
2009).

O trematdédeo Fasciola hepatica, agente causal da fasciolose, € um parasito
gue acomete ductos biliares de bovinos e ovinos, podendo parasitar equideos,
caprinos, bubalinos, dentre outros mamiferos (QUEIROZ et al, 2002, SOUZA et al,
2002; CORAL et al, 2007; FARIA et al, 2008; MATTOS et al, 2009). Popularmente,
conhecido como baratinha do figado ou saguaipé, € um verme achatado, de corpo
foliaceo e digenético, necessitando de um hospedeiro intermediario, um molusco do
género Lymnaea, para completar seu desenvolvimento (TOSTES et al, 2004,
RUBEL et al, 2005; OLIVEIRA e SPOSITO FILHA, 2009).

Diversas sdo as espécies de Lymnaea com potencial para a disseminacdo da
fasciolose pelo mundo, como: Bulinis tropicus (Lemaire, 1936), Physa cubensis
(Pfeiffer, 1839); Lymnaea peregra (Muller, 1774); L. truncatula (Muller, 1774); L.
auriculata (Linnaeus, 1758); L. corvus (Gmelin, 1786); L.glaba (Muller, 1774); L.
palustris (Muller, 1774); L. stagnalis (Linnaeus, 1758) e L. turricula (Held, 1837).

No Brasil, foram registradas quatro espécies pertencentes ao género
Lymnaea, sendo estas: L. columella (GONZALES et al. 1974); L. viatrix (Rey, 1957);
L. cubensis (REZENDE et al. 1973) e L. rupestris (PARAENSE et al., 1982), sendo
gue dentre estas, somente as trés primeiras foram caracterizadas como hospedeiros
intermediarios de F. hepatica (GOMES et al, 2002; OLIVEIRA & SPOSITO FILHA,
2009). A espécie L. columella, considerada de maior interesse epidemioldgico no
Brasil devido a sua ampla distribuicdo geografica, € encontrada nos estados do Rio

Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais,
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Goiés, Distrito Federal, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Amazonas e Bahia
(SOUZA et al, 2002; PREPELITCHI et al, 2003).

FRAGA (2008) a partir de dados do Instituto de Defesa Agropecuéria e
Florestal do Espirito Santo (IDAF) constatou o aumento gradativo da condenacgéo de
figados bovinos, devido a infeccao pelo parasito F. hepatica, entre os anos de 2005
a 2007. Assim, o presente estudo teve como objetivo, avaliar a presenca e identificar
as espécies morfologicamente e molecularmente de moluscos do género Lymnaea,
hospedeiros intermediarios para o parasito F. hepatica, na Mesorregido Sul do
Estado do Espirito Santo.
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5.4. MATERIAL E METODOS

ANALISE MALACOLOGICA

Neste estudo foi investigada a presenca de moluscos do género Lymnaea em
14 municipios situados na Mesorregido Sul do Espirito Santo pertencentes as Bacias
hidrograficas dos rios Itapemirim, Itabapoana e Benevente. O levantamento
malacoldgico ocorreu entre o periodo de marco de 2007 a novembro de 2009, onde
foram avaliados canais hidricos, lagoas, acudes e vales de irrigacdo. Os trabalhos
de campo foram realizados sempre pela mesma equipe de trabalho.

Os trabalhos de campo foram conduzidos para avaliar a presenca de
moluscos com conchas conicas, hélices enroladas, ausentes de opérculos e com
aberturas voltadas para o lado direito, com olhos nas bases dos tentaculos
achatados ou triangulares e diametro entre 8 a 17 mm de comprimento,
caracteristicos do género Lymnaea. Para cada localidade, foram coletados 20
moluscos com tamanhos entre 10 a 12 mm de diametro, apresentando as
caracteristicas descritas acima. Estes moluscos foram destinados a classificacao
morfologica e molecular. Os locais de coleta de moluscos foram georreferenciados e
as informacfes obtidas, destinadas para a confec¢cdo da carta malacolégica da
regiao.

Para a realizacdo da carta malacoldgica utilizou-se o mapa do estado do
Espirito Santo disponibilizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, que
foi convertido do formato SHAPE para o formato DWG pelo programa ARCGIS V.
9.2, afim da visualizacdo no software do AUTOCAD 2007. Com o uso do aparelho
de geoprocessamento o0s pontos marcados foram obtidos pelo programa
MAPSOURCE e exportados no formato DXF para também serem exportados ao
programa AUTOCAD 2007. No programa AUTOCAD 2007, os pontos foram
sobrepostos sobre 0 mapa com o mesmo DATUM horizontal, South América ‘69
(SAD 69).

Com relacdo aos pontos georreferenciados, foi verificada a presenca ou
auséncia de fezes de animais domésticos. A presenca de peixes foi avaliada por

observacéao direta e com o auxilio de moradores que residem préximo aos locais. A
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densidade da vegetacdo também foi avaliada em auséncia, baixa, média e alta
densidade da vegetacdo. Essas analises tiveram como base os estudos realizados
por KLOOS e colaboradores, 2004.

As coletas foram realizadas com o auxilio de peneiras de aluminio de 15 a 25
cm de diametro e pingas de madeira. Os moluscos coletados foram armazenados
em tubos de polietilieno contendo agua do proprio ambiente, identificados e
transportados até o Laboratério de Malacologia do Centro de Ciéncias Agréarias da
Universidade Federal do Espirito Santo. No laboratério, os animais foram
transferidos para aquarios de vidro de 30x40x30 cm, contendo agua potavel
declorada e pequenas pedras (seixo), esterilizadas a temperatura de 200°C por 2
horas. Os aquarios foram mantidos sob aeracéo diaria de 12 horas e os moluscos

alimentados com alface.

CLASSIFICACAO DOS MOLUSCOS

Para confirmar se os moluscos coletados eram pertencentes ao género
Lymnaea e qual a sua espécie, um exemplar de cada localidade, foi submetido a
caracterizacdo molecular, como descrito por CARVALHO e colaboradores (2004),
com o auxilio da técnica de PCR-RFLP, baseado na amplificacdo especifica de
determinada sequéncia de DNA pela Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e
posterior digestdo do fragmento obtido com enzimas de restricio - RFLP —
Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos de Restricdo, resumida em seguida:
Moluscos, previamente anestesiados em fenobarbital por 45 minutos, tiveram suas
conchas retiradas. Aproximadamente 100 mg da massa corporal foram trituradas em
nitrogénio liquido e utilizadas para extracdo de DNA com o auxilio do KIT llustra ™
Tissue & Cells GenomicPrep, de acordo com as especificacbes do fabricante. As
reacdes de amplificacdo foram conduzidas em um volume de reacdo de 50 L,
contendo 200 ng do DNA genémico como molde, 10uM de cada oligonucleotideo
iniciador ITS1r- 5-ACGAGCGAGTGATCCACCGC-3' (VIDIGAL et al., 2004) e
ETTS2 5-TAACAAGGTTTCCGTAGGTGAA-3' (KANE & ROLLINSON 1994) ), 50
mM de MgCl,, 10 mM de cada deoxinucleotideo (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 1U de

Tag DNA polimerase (500U), tampdo 10X e agua ultra pura. A mistura reacional foi
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submetida a 40 ciclos de amplificacdo, com uma etapa inicial de desnaturacdo a
93°C por 45 segundos, seguida por 54°C por 1 minuto para a ligacdo dos
oligonucleotideos iniciadores e 72°C por 2 minutos para a extensdo. Para a
diferenciacdo dos moluscos do género Lymnaea, uma aliquota de 15 pL de cada
reacao positiva, foi submetida a digestdo na presenca da enzima de restricdo Ddel,

de acordo com informagdes do fabricante (Biomex).
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5.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo verificou-se a presenca de moluscos da espécie Lymnaea
columella, hospedeiros intermediérios para a fasciolose hepatica, em 14 municipios,
banhados pelas bacias hidrogréaficas dos rios Itapemirim, Itabapoana e Benevente
(Tabela 1). O reconhecimento de cole¢des hidricas a fim de verificar a presenca de
hospedeiros intermediarios é relevante para caracterizar uma area propicia ao
desenvolvimento dos mesmos e disseminagéo de doencgas (LIMA et al, 2009).

De acordo com FUENTES (2004), o georreferenciamento tem sido utilizado
para mapear areas que apresentam parasitoses de relevancia epidemioldgica, como
doenca de Chagas, maléria, leishmaniose, esquistossomose e fasciolose. Através
desta tecnologia, € possivel delinear fatores que auxiliam na predisposicdo da
prevaléncia dessas doencas parasitarias. Assim, neste estudo, o uso do aparelho de
GPS foi de fundamental importancia, pois a demarcacédo de pontos positivos para 0s
moluscos da espécie L. columella, contendo os parametros de latitude, longitude e
altitude, possibilitou a confeccdo de carta malacologica da regido avaliada, como
pode ser observado na Figura 1. Ressalta-se que conforme estudo realizado por
FUENTES (2004) foi demonstrado que fatores ambientais tais como altitude e
temperatura, influenciam na transmissdo da fasciolose e, sdo fundamentais para
definicdo de parametros entre a prevaléncia e a disseminacdo da doenca, a fim de

caracterizar areas endémicas desta parasitose.
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Tabela 1. Distribuicdo de moluscos Lymnaea columella em 14 municipios da mesorregido sul do estado do Espirito Santo e respectivas caracteristicas ambientais.

Municipios Bacia Hidrografica Pontos Local da Coleta Coordenadas geogréficas 1PV Temperatura (maxima/ Molusco Vegetacédo Peixes Dejetos
minima Animais
L [¢] A (m) Minima Maxima L. columella
Marataizes Itapemirim 01 Agude 21°03' 31.7" 40°50"59.9” 14 70,166 21,17 26,5 - + + +
02 Lagoa do Siri 21°06'23.0" 40°51"11.0" 5 Ty T T T
03 Lagoa do Cedro 21°07'53.8” 40°52"14.4” 4 + T T T
(tratamento dgua do
SAAE)
Presidente Kennedy Itapemirim 04 Lagoa 21°11°22.6” 40°55'39.2” 7 87,05 19,18 29,66 - + + +
Itabapoana 05 Brejo 21°10'57.5” 40°56' 37.6” 5 +++ + + +
06 Corrego 21°10'53.4” 40°56' 32.8” 6 s ¥ + +
Vila do Itapemirim Itapemirim o7 Corrego Grauna 21°01'22.8” 40°54"36.1" 19 88,95 20,04 29,84 ++ + + +
08 Varzea de irrigagao 21°01°22.7" 40°54'36.2" 20 + + + +
Pitma Itapemirim 09 Rio Benevente 21°5111.17 40°45'07.3” 7 92,26 19,73 29,75 ++ + + +
Atilio Vivacqua Itapemirim 10 Corrego com 20°55'58.3” 41°10"46.17 62 88,66 18,35 29,24 - + + +
elevada correnteza
11 Corrego com leve 20°55'26.3” 41°11°06.6” 62 T+ T T T
correnteza
Cachoeiro Itapemirim 12 Acude 20°53'06.6” 41°16'21.5" 213 88,55 19,54 30,05 +H ++ +Ht ey
Muqui Itapemirim 13 Corrego Realeza 20°53'53.3” 41°16’ 36.6” 214 88,66 18,35 29,24 +H++ +++ +++ +Htt
(Sdo Gabriel da
Itabapoana Palha)
Guacui Itapemirim 14 Corrego 20°46'30.4” 41°40°00.5” 588 102 16,06 27,66 +H++ +++ ++ +Htt
Muniz Freire Itapemirim 15 Corrego 20°27°39.9” 41°25’04.0" 539 100,07 14,28 26,8 +H++ +++ +++ +Htt
+
Mimoso do Sul Itapemirim 16 Rio Itabapoana 20°03'50.7" 41°21'46.9" 61 88,66 18,35 29,24 ey o+ ++ ++
17 Rio 20°03 37.4" 41°21 35.2" 66 e e e T
Itabapoana
Vargem Alta Itapemirim 18 Rio 20°40'25.3" 41°00' 34.8" 612 90,87 18,30 29,28 o+ +
Castelo Itapemirim 19 Rio Itapemirim 20°45'08.9" 41°11"14.3" 74 96,41 14,74 27,21 o+ o+ -+ -+
Jeronimo Monteiro Itapemirim 20 Carrego 20°47'43.5" 41°24'15.6" 122 96,75 16,15 27,87 o+ o+ -+ ot
Alegre Itapemirim 21 Corrego 20°46’06.1” 41°26'17.2" 121 96,7583 16,1583 27,875 ++++t ++++ ++ ot
Alegre Itapemirim 22 Baias EAFA 20°45'54.5” 41°27°19.6” 125 pa—— - - Jr——y

Moluscos: +++++ = Alta incidéncia (> 50 caramujos) // +++ = Média incidéncia (10 =Caramujos =50) // + = Baixa Incidéncia (< 10 Caramujos) // = —Auséncia.
Meio Ambiente: +++++ = Alta incidéncia //+++ = Média incidéncia// + = Baixa Incidéncia // = —Auséncia. L: latitude sul; O: latitude oeste; A: Altura relativa ao
nivel do mar; IPV: indice Pluviométrico Médio.

* Dados obtidos da média anual do periodo de 1961 a 1990 adaptado do site: www.tempoagora.com.br
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Figura la Figura 1b

Figura 1a: Mapa do estado do Espirito Santo. Figura 1 b: Carta malacologica para moluscos do género Lymnaea na Mesorregiao Sul do estado do Espirito
Santo. Presenga de L. columella: 2 e 3. Marataizes; 5 e 6. Presidente Kennedy; 7 e 8. Vila do Itapemirim; 9. Pima; 11. Atilio Vivacqua; 12. Cachoeiro do

Itapemirim; 13. Muqui; 14. Guagui; 15. Muniz Freire; 16 e 17. Mimoso do Sul; 18. Castelo; 19. Vargem Alta; 20. Jerénimo Monteiro; e, 21 e 22. Alegre.
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PARAENSE (1983) observou populagdes de moluscos da espécie L. viatrix
em regides elevadas de Belo Horizonte - Brasil, bem como L. columella em regides
préximas a Cordilheira do Andes - Equador. Esses dados demonstram que mesmo
em altitudes elevadas, existem condicdes de sobrevivéncia para moluscos do
género Lymnaea. Os resultados obtidos neste estudo corroboram com esses
achados, pois evidenciam a presenca de L. columella em altitudes elevadas, como
no municipio de Guacui (588m), pertencentes a regido da Serra do Caparad e o
municipio de Vargem Alta (612m), pertencente a regido serrana do Estado do
Espirito Santo.

Nos municipios analisados, foi observado esta dispersdo do hospedeiro
intermediario da fasciolose em diferentes condi¢Bes climéticas, sendo encontrado
moluscos da espécie L. columella em todas as areas analisadas, tanto em
municipios com temperaturas médias baixas como Muniz Freire (Temperatura media
maxima de 26,8 °C e temperatura média minima de 14,28 °C), como em municipios
com elevadas temperaturas médias, como Cachoeiro do Itapemirim (Temperatura
média maxima 30,05°C e temperatura média minima de 19,54 °C). Tais descri¢cbes
revelam que mesmo em diferentes temperaturas, nota-se a presenca do molusco, e,
portanto, estes resultados estdo em concordancia com os estudos de MAS-COMA e
colaboradores (1999), onde foi avaliada a capacidade desta espécie colonizar com
éxito condicbes extremas de altitudes e temperaturas, criando sabidamente
estratégias de adaptacao, as quais permitem a manutencao do ciclo do parasito.

Embora o estudo tenha sido realizado em uma area caracterizada como
regional, trabalhos tém demonstrado que na América do Sul, os paises Bolivia, Chile
e Peru sédo caracterizados como areas hiper-endémicas para fasciolose hepatica
(ALCAINO, 1990; APT et al, 1993), sendo que Equador, Colémbia e Venezuela
apresentam focos da doenca (ALCAINO et al., 1993).

De acordo com OLIVEIRA e SPOSITO FILHA (2009), a populacdo de
moluscos do género Lymnaea aumenta durante as estacdes chuvosas e diminui
com temperaturas baixas nos periodos de seca; contudo os moluscos sdo capazes
de sobreviver na lama seca durante varios meses, resistindo as baixas
temperaturas. MENDES (2006) descreveu que os ovos de fasciola eclodem em

areas Umidas ou alagadigas com temperatura acima de 10°C. Estes dados permitem
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correlacionar a elevada freqiéncia de casos de fasciolose na regidao do sul do
estado a ocorréncia de temperaturas adequadas a distribuicdo da doenca, uma vez
que a temperatura média da regido apresenta-se em torno de 20 a 30°C.

Em estudo realizado por LIMA e colaboradores (2009), foi correlacionado o
aumento da prevaléncia da infeccdo natural por F. hepatica em 13 municipios de
Minas Gerais com a ocorréncia de areas alagadas e a presenca de moluscos
infectados, indicando que tal fato favoreceu a dispersédo dos mesmos. Esses
achados corroboram como nosso estudo, uma vez que 0s municipios avaliados
apresentam elevado indice pluviométrico (Tabela 1), o que ocasiona frequentes
inundacBes no periodo do verdo, o que possivelmente facilitou a dispersdo dos
moluscos, que foram encontrados aderidos a vegetacdo e em periodos chuvosos
aderidos as encostas de areas alagadas, em aguas pouco correntes.

OLIVEIRA (2008) descreveu, que moluscos da espécie L. columella
encontrados em municipios no Estado de Minas Gerais, normalmente estavam
associados a plantas aquaticas (Heterenthera reniformes) e gramineas (Brachiara
decumbens) crescentes as margens de reservatérios e de riachos com pouco
volume d’agua, em areas de curvas e formagcdo de remansos com agua corrente
lenta, logo abaixo das plantas aquaticas, aderido em suas hastes e folhas ou
enterrados na terra fina. Vale ressaltar que ABILIO e WATANABE (1998) registraram
a ocorréncia de L. columella associado a macréfitas aquaticas no estado da Paraiba,
confirmando a aderéncia dos moluscos a plantas aquaticas.

Considerando tais descricbes, ressalta-se que algumas caracteristicas
geograficas da Mesorregido Sul Espirito-Santense, tais como: clima favoravel,
presenca de areas alagadas e vegetacdo abundante, estariam influenciando
diretamente na dispersdo de hospedeiros intermediarios, facilitando o
desenvolvimento do ciclo do parasito.

Durante o trabalho malacoldgico, os moluscos foram classificados tendo como
base algumas caracteristicas morfologicas, como forma, tamanho e coloracdo das
conchas, conforme descrito por PARAENSE (1983). Essas analises nos
direcionaram para a espécie L. columella.

Nos ultimos anos, diversas técnicas de Biologia Molecular vém sendo

utilizadas para a identificacdo de moluscos do género Lymnaea, permitindo
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estabelecer o perfil genético caracteristico de cada espécie (VARGAS et al, 20083;
PAZ-SILVA et al, 2004). A técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) tem
sido aplicada com sucesso para a identificagéo de diversos organismos, por se tratar
de um método molecular simples, eficiente e rapido, contribuindo com diversos
estudos morfolégicos para a correta identificacdo de moluscos, sendo que analises
sequenciais do DNA nuclear ribossomal (rDNA) tem contribuido significantemente
para a diferenciacdo entre moluscos do género Lymnaea (VIDIGAL et al., 2000,
CALDEIRA et al., 2000, CARVALHO et al., 2001).

Os oligos iniciadores utilizados na PCR para a regido ITS1: ITS1r e ETTS2 se
ligam, respectivamente na porcao final e conservada do gene ribossomal 5.8S e
18S, respectivamente, e direcionam a amplificacdo de um fragmento de
aproximadamente 600 pares de bases (pb), perfil caracteristico de moluscos do
género Lymnaea. Esta regido apresenta sitios de restricdes especificos para as
enzimas Alul, Mspl, Hpall, Rsal and Ddel, e revelou padrdes especificos para as
espécies L. columella e L. diaphana, ressaltando-se que no caso da espécie L.viatrix
nao foi observado um padrdo de restricAo caracteristico com as enzimas
(CARVALHO et al, 2004). Apos analise pela PCR, foi observado um fragmento de
aproximadamente 600 pb para todas as amostras analisadas dos 14 municipios,
(Figura 2). Em seguida, o fragmento foi tratado com a enzima de restricdo Ddel,
revelando um padrdo de restricdo caracteristico para a espécie L. columella, com
fragmentos de aproximadamente 400 e 250 pb (Figura 3).

Assim, esses dados, confrmam a presenca de moluscos da espécie L.
columella nos municipios avaliados. Além disto, a posicdo geografica da area
analisada apresenta duas das trés bacias hidrogréaficas mais relevantes do estado,
gue conforme critérios de vizinhanca estabelecem relacbes com estados
considerados endémicos para a fasciolose hepatica (SERRA-FREIRE, 1995;
GOMES et al, 2002; PILE et al, 2001), propiciando a disseminacdo desta parasitose.
A bacia do rio Itabapoana, que banha o Espirito Santo, Minas Gerais e Rio de
Janeiro, e, a do rio Itapemirim, que banha Minas Gerais e a regido do sul do estado
do Espirito Santo, tornam a regido favoravel a dispersdo do molusco para todo o

territorio sul capixaba.
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Assim, este € o primeiro registro da presenca de moluscos da espécie L.
columella em municipios do sul do estado do Espirito Santo, proporcionando uma

carta malacolégica local (Figura 1 b).

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

2 3

Figura 2: Gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etideo (05 mg/mL) referente a
amplificacdo do fragmento de aproximadamente 600 pares de bases da primeira regido interna
ribossomal do DNA- ITS1 de Lymnaea ssp., coletados em diferentes municipios da Mesoregido
Sul Espirito-Santense. M: Marcador de peso molecular 100 pares de bases (pb). As colunas 1 -
14 representam respectivamente 0s municipios onde ocorreram as coletas. 1: Alegre; 2: Atilio
Vivacqua; 3: Cachoeiro de Itapemirim; 4: Castelo; 5: Itapemirim; 6: Guacui; 7: Jerénimo
Monteiro; 8: Marataizes; 9: Mimoso do Sul; 10: Muniz Freire; 11: Muqui; 12: Presidente

Kennedy; 13: Piuma; 14: Vargem Alta.

/7 8 9 10 11 12 13 14

Figura 3: Gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etideo (05 mg/mL) referente ao perfis de
restricdo de aproximadamente 400 e 250 pares de bases (pb) (PCR-RFLP) da regiéo ribossomal
ITS 1, caracteristico para Lymnaea columella, obtido da digestdo do fragmento de 600 pb
(produto amplificado da primeira regido interna do DNAr), utilizando a enzima Ddel. M: Marcador
de peso molecular 100 pb. 1 - 14: municipios da Mesoregido Sul Espirito-Santense, onde
ocorreram as coletas. 1: Alegre; 2: Atilio Vivacqua; 3: Cachoeiro de Itapemirim; 4. Castelo; 5:
Itapemirim; 6: Guacui; 7: Jerdbnimo Monteiro; 8: Marataizes; 9: Mimoso do Sul; 10: Muniz Freire;

11: Muqui; 12: Presidente Kennedy; 13: Piima; 14: Vargem Alta.
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5.6. CONCLUSOES

A regido analisada demonstra que a area apresenta moluscos da espécie
Lymnaea columella, sendo propicia ao desenvolvimento do ciclo da fasciolose
hepatica, por possuir os fatores climaticos e pluviométricos favoraveis a reproducao

e dispersédo dos moluscos desta espécie.
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CAPITULO 4

Andlise da eficacia de extratos fitoterapicos compostos de Melia azedarach var
azedarach, Azadirachta indica Azedarach Juss, e Cymbopogon winterianus

como agentes moluscicidas para moluscos da espécie Lymnaea columella.
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6. Cap. 4. Analise da eficacia de extratos fitoterapicos compostos de Melia
azedarach var azedarach, Azadirachta indica Azedarach Juss, e Cymbopogon
winterianus como agentes moluscicidas para moluscos da espécie Lymnaea

columella.

6.1. RESUMO

A preocupagdo com o desenvolvimento de resisténcia dos caramujos a
substancias moluscicidas e sua baixa seletividade ocasionam a busca de
substancias biodegradaveis de origem vegetal. Objetivou-se com este estudo
analisar a eficacia de extratos fitoterapicos compostos de Melia azedarach var
azedarach, Azadirachta indica A. Juss, e Cymbopogon winterianus como agentes
moluscicidas. Foram testados extratos hidroalcodlicos, em acetato de etila e
hexanicos extraidos de caules e folhas dos vegetais cinamomo, nim e citronela
como possiveis agentes moluscicidas para a espécie L. columella, hospedeiro
intermediario da fasciolose hepatica. Os extratos de nim, cinamomo e citronela
demonstraram-se eficazes em baixas concentracfes, no controle dos moluscos
analisados, diluidos em etanol, acetato de etila e hexano, e, inibiram a ovoposicao
dos moluscos apresentando como doses ideais pelo vigente estudo as
concentracfes de 50 pg/ml para os extratos obtidos de nim, cinamomo e citronela
diluidos em etanol e acetato de etila e nas concentracdes de 100 pg/ml para os
extratos obtidos de nim, cinamomo e citronela diluidos em hexano. Todos os
extratos impediram a reproducéo, e, por conseguinte, a disseminacao da fasciolose

hepatica.

Palavras-chave: moluscicidas, nim, citronela, cinamomo, Lymnaea columella.
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Analysis of the effectiveness of herbal compound extracts of Melia azedarach
var azedarach, Azadirachta indica Azedarach Juss, and Cymbopogon
winterianus as molluscicides agents for mollusks of the specie Lymnaea

columella.

6.2. ABSTRACT

The concern about the development of tolerance by snails to molluscicides
and the low selectivity of these substances show more research on vegetable
biodegradable molluscicides is required. The objective of this study was to analyze
the effectiveness of herbal compound extracts of Melia azedarach var azedarach,
Azadirachta indica A. Juss, and Cymbopogon winterianus as potential molluscicides.
Alcoholic, ethyl acetate and hexane extracts, extracted from stems and leaves of
plants chinaberry, neem and citronella were tested as potential molluscicides drugs
against Lymnaea columella, which is the intermediate host of fasciolosis liver. The
low concentration extracts from neem, citronella and chinaberry, diluted in ethanol,
ethyl acetate and hexane, were shown to be effective in controlling snails and
inhibited the oviposition of shellfish, preventing its reproduction, and therefore the

spread of these parasitic diseases.

Keywords: molluscicides, neem, citronella, chinaberry, Lymnaea columella.



126

6.3. INTRODUCAO

Drogas moluscicidas acarretam prejuizos ao ambiente, e a recolonizacao das
areas afetadas tornam o processo de aplicacdo dispendioso e operacionalmente
dificil de ser realizado. A preocupacao com o desenvolvimento de resisténcia dos
caramujos ao uso destas substancias e a baixa seletividade que apresentam eleva a
procura por substancias facilmente biodegradaveis, aumentando o interesse pelo
uso de moluscicidas de origem vegetal. Além disto, o uso de plantas medicinais sob
a forma de extratos fitoterapicos com atividade moluscicida podem representar uma
alternativa economicamente viavel (PILE et al, 2001a; GASPAROTTO JR. et al,
2005; SILVA et al, 2008).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) tem reconhecido algumas plantas
com atividade moluscicida. A Euphorbia splendens var. hislopii (Coroa-de-Cristo) é
uma das plantas promissoras para uso como moluscicidas fitoterapicos. PILE e
colaboradores (2001b), testaram sua aplicacdo em baixa concentracédo sob a forma
de aspersao e registraram a diminuicdo da taxa de infeccdo de animais tracadores.
Além disto, outros autores registraram a acéo letal do latex da planta, em baixas
concentracbes, sobre as espécies B. glabrata, B. tenagophila, B straminea, B.
pfeifferi, L. columella e Bulinus sp, como variacdo minima do efeito moluscicida,
além de apresentar pouca ou nenhuma toxidez nas concentracdes utilizadas contra
diversos animais (VASCONCELOS et al, 1986; MENDES et al, 1992,
VASCONCELOS, 1996; VASCONCELOS, 2000; PILE et al, 2001b). A utilizacao de
resina de pina (Colofonia) também apresentou resultados satisfatérios como
potenciais moluscicidas quando testados com B. havanensis (JIMENEZ, et al, 2008).

Apesar de o Brasil possuir aproximadamente 55.000 espécies de plantas e
ser considerado o Pais com a maior biodiversidade no mundo, sdo poucas as
informacdes conhecidas sobre a composi¢cdo quimica de 99,6% das plantas da flora
brasileira (AGNOLIN, 2009).

Considerando a importancia da descoberta de novas substancias que
apresentem potencial atividade moluscicida, varias espécies vegetais regionais
devem ser testadas, sendo que a regido do Sul do estado do Espirito Santo, por ser

uma area integrante da Mata Atlantica Brasileira, apresenta diversas plantas de
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interesse médico e dentre elas destacam-se a Melia azedarach var azedarach, a
Cymbopogon winterianus Jowiit e, a Cymbopogon winterianus.

Extratos fitoterdpicos de Melia azedarach var azedarach, popularmente
conhecida como cinamomo, , tem sido objeto de estudo para diversas finalidades,
como acédo bactericida, fungicida, antiviral, inibicdo enzimatica, acdo antitumoral, e,
destacando-se principalmente como agente inseticida e antihelmintico. Extratos de
folhnas e sementes desta planta contém cerca de quatro compostos ativos:
azadiractina, salanina, meliantrol e nimbim (FALBO et al, 2008), apresentando
elevada concentracgdo de limondides e tetranotriterpendides (ARAUJO et al, 2009).

A Azadirachta indica A. Juss, popularmente conhecida como Nim, trata-se de
uma planta pertencente a familia Meliaceae, e que apresenta compostos limondides
em sua composicao quimica (DEQUECH et al, 2008; PINTO e LANCAS, 2010). Seu
uso tem sido difundido mundialmente no controle de insetos (DEQUECH et al,
2008). Na india, Nim é considerada uma planta medicinal, usada ha séculos, com
propriedades bactericidas, fungicidas, nematicidas, anti-inflamatéria, anti-
hiperglicémica e repelente de insetos, devido aos diversos terpendides distribuidos
nas partes da planta (PINTO e LANCAS, 2010).

Cymbopogon winterianus Jowiit, popularmente conhecida como citronela
demonstra-se eficaz na forma de 6leo, como inseticida natural, antimicrobiano frente
aos microorganismos: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Candida albicans e
Aspergillus niger wild; e, com potencial acdo fungicida (ROCHA et al, 2000b;
BRAUM e BARROS, 2008; OLIVO et al, 2008; ALBUQUERQUE MELO et al, 2009;
AGNOLIN, 2009; FALCAO et al, 2009).

Considerando que até o momento, na literatura pesquisada ndo foram
encontradas a aplicagcdo de cinamomo, nim e de citronela como possiveis drogas
moluscicidas, e, considerando a elevada aplicabilidade destes vegetais pela
variedade de substancias ativas nos mesmos, bem como, a ampla distribuicdo
destes vegetais e 0 aumento da disseminacdo da doenca parasitaria fasciolose na
regido do sul do estado do Espirito Santo, e, no Brasil, objetivou-se com este estudo
analisar a eficacia de extratos fitoterapicos compostos de Melia azedarach var
azedarach, Azadirachta indica A. Juss, e Cymbopogon winterianus como agentes

moluscicidas.
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6.4. MATERIAL E METODOS

PREPARACAO DOS EXTRATOS VEGETAIS

Partes aéreas (Folhas e Caule) das espécies vegetais Melia azedarach var
azedarach (cinamomo), Azadirachta indica A. Juss (nim) e Cymbopogon winterianus
(citronela), cultivadas no Centro de Ciéncias Agréarias da Universidade Federal do
Espirito Santo, Campus Alegre, foram coletadas “in natura” e secas em estufa de
circulacdo de ar (40°C) até atingirem peso constante. Em seguida o material foi
triturado em moinho e armazenado em dessecador até 0 momento do uso.

A obtencg&o dos extratos foi realizada de acordo com SILVA e colaboradores
(2008) como segue: 30 g de cada material foi submetido a extracdo com 100 mL de
etanol, 100 mL de acetato de etila e 100 mL de hexano em sequnéncia, de acordo
com o procedimento descrito. A 30 g do material seco e triturado foram adicionados
100 mL de etanol (PA), e deixado sob agitacdo constante a temperatura ambiente
por 12 horas. Em seguida o extrato foi filtrado, calculado o volume final, e
armazenado em frasco ambar a 4°C. O mesmo procedimento foi realizado para a
obtencdo de extrato a partir dos solventes, acetato de etila (PA) e hexano (PA),
utilizando como material de partida, o produto solido retido na filtracdo anterior. Os
extratos foram concentrados em evaporador rotativo até completa eliminacdo do
solvente. O peso do extrato bruto foi determinado, sendo o0s mesmos
acondicionados em frascos ambar e armazenados em dessecador, até 0 momento

do uso.

TESTES MOLUSCICIDAS

Caramujos da espécie L. columella, utilizados nos testes de atividade
moluscicida, e ovoposicdo, foram provenientes de recrias dos moluscos coletados
no municipio de Alegre, regido Sul do Estado do Espirito Santo, e mantidos no
Laboratério de Malacologia do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
do Espirito Santo — CCA/UFES.
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O procedimento descrito abaixo foi realizado em duplicata em trés
experimentos independentes.

Para os testes, seis moluscos com aproximadamente o mesmo tamanho (8
mm) foram acondicionados individualmente em recipiente de plastico, contendo 2,0
mL de &gua potavel declorada, acrescido de cada extrato (hidroalcodlico, acetato de
etila e hexanico), separadamente, diluido em dimetilsulféxido (DMSO), nas
concentragdes finais de extrato bruto de 20, 25, 50 e 100 ug/mL. Em seguida, foram
monitoradas a motilidade e a viabilidade dos moluscos, no periodo de duas, seis,
doze e vinte e quatro horas, conforme recomendacgdes da Organizagdo Mundial da
Saude (OMS, 2003). Para cada experimento foi feito um controle negativo,
constando de cinco moluscos imersos em solugcdo contendo DMSO, na

concentracao de 20 ug/mL de DMSO puro.

TESTES DE AVALIACAO DE OVOPOSICAO DOS MOLUSCOS EXPOSTOS AOS
EXTRATOS MOLUSCICIDAS

O procedimento descrito abaixo foi realizado em duplicata em trés
experimentos independentes.

Cinco moluscos apresentando tamanhos similares (8 — 10mm) foram
acondicionados individualmente em recipiente plastico, contendo 2,0 mL de agua
potavel declorada, acrescido de cada extrato (hidroalcodlico, acetato de etila e
hexanico), separadamente, diluidos em DMSO, para as concentracoes finais de 20
ug/mL. Os moluscos foram mantidos nestas solu¢cdes por um periodo de 24 horas,
sendo em seguida transferidos para recipientes de vidro (aquarios com capacidade
para um litro), contendo aproximadamente 500 mL de &gua declorada, para
monitoramento da ovoposicdo, conforme recomendacdes da OMS (2003), e de
acordo com o esquema descrito abaixo: Os moluscos foram divididos em dez
grupos, de acordo com a exposicdo aos extratos. Cada grupo contendo cinco
moluscos, sendo: Grupo | - moluscos expostos ao extrato etilico de cinamomo;
Grupo Il - moluscos expostos ao extrato em acetato de etila de cinamomo; Grupo llI
- moluscos expostos ao extrato hexanico de cinamomo; Grupo IV - moluscos

expostos ao extrato etilico de citronela; Grupo V - moluscos expostos ao extrato em
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acetato de etila de citronela; Grupo VI - moluscos expostos ao extrato hexanico de
citronela; Grupo VII - moluscos expostos ao extrato etilico de nim; Grupo VIlI-
moluscos expostos ao extrato em acetato de etila de nim; Grupo IX - moluscos
expostos ao extrato hexanico de nim; Grupo X - moluscos expostos a solugéo
aquosa de DMSO (20 pg/mL).

Os moluscos foram mantidos a temperatura ambiente, sob aeracdo de 12
horas por dia, sendo alimentados com fragGes diérias de alface desidratada. Foram
adicionados aos aquarios substratos de isopor, para estimular a ocorréncia de
ovoposicdo. Os animais permaneceram no aquario sob tais condi¢des pelo periodo
de 14 dias. No 15° dia foi realizada a contagem de ovos presentes nos substratos de

isopor. Realizou-se 0 mesmo procedimento com o controle negativo.
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6.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizacdo dos extratos hidroalcoolicos, acetato de etila e hexanico, a partir
de partes aéreas de nim, cinamomo e citronela, como possiveis agentes
moluscicidas, se mostraram efetivas nos testes realizados in vitro, nas
concentragdes de 100, 50 e 25 ug/mL, como pode ser observado nas tabelas 1, 2 e
3, respectivamente.

A Organizacdo Mundial da Saude especifica metodologias para testes com
moluscicidas diversos e recomenda a procura de plantas e produtos vegetais
dotados de propriedades moluscicidas que possam ser utilizados sem afetar o
equilibrio do meio ambiente (OMS, 1965). Essa metodologia considera que o extrato
pode ser classificado como inativo, se levar de 0 a 30% de mortalidade,
parcialmente ativo se levar de 40 a 60% de mortalidade e ativo se levar de 70 a
100% de mortalidade aos caramujos, em um periodo de 24 horas. Entretanto, de
acordo com a publicacdo de 1983 (OMS, 1983), a planta moluscicida s6 deve ser
considerada ativa quando obtiver 90% de mortalidade nas concentracdes de 20
ug/mL para principio ativo isolado e 100 ug/mL para o extrato bruto.

A niclosamida é o moluscicida comercialmente disponivel recomendado pela
Organizacao Mundial da Saude (OMS) e provou ser mais efetivo e menos prejudicial
ao meio ambiente e a saude humana do que outros moluscicidas inorganicos ou
sintéticos, porém o alto custo de sua aplicacdo em areas extensas torna proibitivo o
seu uso na maioria dos paises em desenvolvimento. Assim, a busca por
moluscicidas naturais visa um novo destaque com a obtencdo de um produto
alternativo mais econémico, barato, biodegradavel, seguro e disponivel localmente
para controle das populacdes de caramujos (CLARK et al., 1997; OLIVEIRA-FILHO;
PAUMGARTTEN, 2000).

Conforme observado na Tabela 1, para os extratos etandlico e acetato de etila
confeccionados a base de nim, a dose letal 100 (DL100), foi obtida na concentracao
de 50 ug/mL em apenas 2 horas de exposi¢cdo dos moluscos. A concentracdo de 25
ug/mL demonstrou dose letal de 50% (DL50), em um periodo de exposi¢cdo de 12
horas para o extrato hidroalcodlico, e 6 horas para o extrato acetato de etila, ndo

acarretando a morte de mais nenhum molusco no periodo de 24 horas. Para esses
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extratos néo foi observada DL90, nas concentragdes testadas. Quando comparados
aos resultados obtidos com o extrato hexanico, podemos notar que a DL100, DL90 e
DL50, foram alcangadas nas concentragdes de 100 ug/mL em 6 horas, 50 ug/mL em
12 horas e 25 pug/mL em 24horas. Esses dados revelam que o extrato hexanico,
propiciou a obtencdo de DL100 e DL50, porém em tempos superiores aos obtidos na
presenca dos outros extratos.

Dos compostos ativos isolados do nim destacam-se a salanina, azadiractina,
meliantrol, azadirona, gedunina, nimbolina, entre outros, sendo que a azadiractina €
considerada um dos compostos mais potentes (MARTINEZ, 2002). Foi isolada pela
primeira vez por BUTTERWORTH e MORGAN (1968), e esta intimamente associada
a acdo supressora de apetite e inibidora de crescimento em insetos, além de
repeléncia, interferéncia na metamorfose, esterilidade e anormalidades anatdmicas
(MARTINEZ e EMDEN, 2001), sendo encontrada nas sementes, e em menor
guantidade na casca e nas folhas (MORDUE e NISBET, 2000).

Um dado de extrema relevancia € que produtos derivados do nim tém
vantagem de ser praticamente nao toxicos ao homem e ser rapidamente degradados
no solo e nas plantas (ISMAN, 2006). Esses compostos apresentam elevado
potencial no controle de pragas, e, toxicidade extremamente baixa aos vertebrados,
sendo praticamente indcuos, causando baixo impacto ao ambiente. O plantio do nim
esta crescendo rapidamente no Brasil, com o objetivo de exploracdo da madeira e
também para a producédo de folhas e frutos, de onde podera ser retirada a matéria

prima para produtos de uso médico e veterinario (MARTINEZ, 2002).
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Tabela 1. Avaliagcdo dos efeitos de mortalidade dos moluscos da espécie L. columella expostos aos
extratos de nim obtidos em etanol, acetato de etila e hexano diluidos em DMSO.

Tempo de exposicéo (horas) - Taxade

Extrato de nim Concentracéo taxa de mortalidade - % - Mortalidade*
(ng/ml) 2h 6h 12h 24h 48h
100 100 —_— —_— —_— 100
Etandlico 50 100 0 — — 100
25 —_— —_— 50 —_— 50

20 —_— —_— —_— —_— 0

100 100 —_— —_— —_— 100
. 50 100 —_— —_— —_— 100
Acetato de etila o5 — 50 — — —
20 —_— —_— — — —
100 —_— 100 —_— —_— 100
HexAanico 50 —_— —_— 90 100 100
25 —_— —_— —_— 50 50
20 —_— —_— —_— — —

— = (no observado) // *= ap6s 24hs de imersdo em Aagua potavel // **=taxa de mortalidade média referente a 36
moluscos

Conforme observado na tabela 2, para o extrato etandlico elaborado a base
de cinamomo, a DL100, foi obtida nas concentra¢gdes de 100 ug/mL e 50 pug/mL em
apenas 2 horas de exposicdo dos moluscos. A concentracdo de 25 pg/mL
demonstrou-se como DL50, em um periodo de exposicdo de 12 horas, sendo letal
para os demais moluscos no periodo de 24 horas. No caso do extrato de acetato de
etila a base do cinamomo, também obteve-se a dose letal 100 (DL100), na
concentracdo de 50 ug/mL em apenas 2 horas de exposi¢cdo dos moluscos, assim
como, a concentracao de 25 ug/mL demonstrou DL50 em um periodo de exposicéo
de 12 horas. Entretanto, diferente do extrato etandlico, apresentou-se letal para os
demais moluscos no periodo de 24 horas. Para ambos os extratos nao foi observada
DL90, nas concentracdes testadas. Em relacdo aos resultados obtidos com o extrato
hexanico a base de cinamomo, pb6de-se observar que a DL100, foi alcancada nas
concentragbes de 100 pg/mL em 6 horas e na concentragdo de 50 ug/mL em 12

horas, e, a DL50, foi obtida na concentracao de 25 ug/mL no periodo de 24horas.
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Tabela 2. Avaliacdo do efeito de mortalidade dos moluscos da espécie L. columella expostos aos
extratos de cinamomo obtidos em etanol, acetato de etila e hexano diluidos em DMSO.

Extrato de N Tempo de exposi_(;éo (horas) /taxa de Taxz_;\ de

cinamomo Concentragao mortalidade (%) Mortalidade*
(ng/ml) 2 6h 12 24 48h
100 100 —_— —_— —_— 100
Etandlico 20 100 — — — 100
25 — 10 50 100 100
20 —_— — — —_— —_—
100 100 —_— —_— —_— 100
. 50 100 —_— — — 100
Acetato de etila o5 — =0 — — =0
20 —_— — — —_— —_
100 — 100 — — 100
Hexanico 20 — = 100 — 100
25 — —_— 60 60
20 —_— — — —_— —_

— = (ndo observado) //
*= ap6s 24hs de imers&o em agua potavel // **=taxa de mortalidade média referente a 36 moluscos

Esses dados demonstram que, assim como no extrato hexanico cuja base
fitoterapica utilizada foi o nim, a obtencédo de DL100 e DL50 para o extrato hexanico
a base de cinamomo, ocorreu em periodos inferiores aos dos extratos etandlico e
acetato de etila, como observado nas Tabelas 1 e 2.

Testes in vitro realizados com extratos ricos em taninos ou com taninos puros
de Melia azedarach tém identificado diversas atividades biologicas dessa classe de
substancias (ARAUJO et al, 2009). Bioensaios em laboratérios utilizando o extrato
alcodlico de cinamomo foi testado sobre o principal vetor da fasciolose em Cuba, 0
molusco da espécie L. cubensis, demonstrando a possivel utilizacdo desta planta
como agente moluscicida (PEREZ et al, 1998). Assim, nossos resultados estdo de
acordo com os obtidos neste estudo, reforcando a possivel uso dessa planta na
producdo de um agente moluscicida, para moluscos o género Lymnaea.

Com relacdo aos testes realizados a partir de extratos de partes aéreas de
citronela, como observado na tabela 3, o etandlico apresentou DL100 na
concentracdo de 50 pg/mL em apenas 2 horas de exposi¢cdo dos moluscos. Na
concentracdo de 25 pg/mL foi obtida a DL50, em um periodo de exposi¢do de 12
horas, e a DL 100 no periodo de 24 horas. Para o extrato acetato de etila a DL100
também foi obtida no periodo de 2 horas de exposi¢cdo dos moluscos a 50 pg/mL.

Entretanto ndo foi observado a DL50, para esse extrato, na concentracdo de 25
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ug/mL, durante os periodos de andlise. Sendo que a DL100 ocorreu no periodo de
seis horas de exposicdo ao extrato. Ressalta-se, que assim como os demais
extratos obtidos em etanol e acetato de etila, ndo foram observadas DL90, nas
concentracgOes testadas.

No caso do extrato hexanico a base de citronela os resultados foram
semelhantes aos obtidos pelo extrato hexanico a base de cinamomo (Tabela 2), cuja
DL100 foi alcancada na concentracdo de 100 ug/mL no periodo de 6 horas e na
concentracdo de 50 ug/mL em um periodo de 12 horas. A DL50 foi obtida na
concentracdo de 25 ug/mL em 24horas de exposicao (tabela 3). Esses dados

evidenciam uma relacdo dose/resposta, para o extrato hexanico de citronela.

Tabela 3. Avaliacdo dos efeitos de mortalidade dos moluscos da espécie L. columella expostos aos
extratos de citronela obtidos em etanol, acetato de etila e hexano diluidos em DMSO.

Extrato de Tempo de expos_igéo (horas) /taxa de Taxg de
) Concentracao mortalidade (%)** Mortalidade*
citronela (ng/ml) 2 6 12 24 48h
100 100 — — — 100
Etanélico 50 100 — — — 100
25 — — 60 100 100
20 — — — — —
100 100 — — — 100
. 50 100 — — — 100
Acetato de etila oC — 100 — — 100
20 — — — — —
100 — 100 — — 100
Hexanico 50 — — 100 — 100
25 — o — 50 50
20 —_— —_ —_— —_— 0

= = (ndo observado) //
*= ap6s 24hs de imersdo em agua potavel // **=taxa de mortalidade média referente a 36 moluscos

Segundo MCCULLOUGH e colaboradores (1980), o envenenamento por
moluscicida pode provocar a ruptura do equilibrio osmaético do molusco, que esta
sob controle neuro-hormonal. Consequentemente pode ser obsevada a retracdo da
massa cefalopodal para dentro da concha com a liberagdo de hemolinfa ou a
projecdo anormal do dessa massa, para fora da concha. Em conformidade com o
autor, a maioria dos moluscos mortos, apos exposicdo aos diferentes extratos,
tiveram retracdo corporoal (dados nao apresentados), o que evidencia a possivel

ruptura do equilibrio osmatico.
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Apéds as andlises de letalidade total (DL100), pode-se constatar que todos 0s
extratos testados demonstraram eficicia, estando de acordo com os parametros
preconizados pela OMS (1983), levando em consideragao concentragéo e tempo de
exposicdo. Embora esse fato tenha sido observado, destacaram-se como 0s
extratos mais promissores, 0s apresentados na Tabela 4. Os mesmos foram
escolhidos, tendo como parametros a menor concentragcdo que leva a DL100, no

menor periodo de exposicao.

Tabela 4. Doses Letais ideais dos extratos de nim, cinamomo e citronela no controle de moluscos da
espécie L. columella.

Extrato Diluentes DL 100 Periodo de exposicédo
(ug/ml) (horas)
Etandlico 50 2
Acetato de etila 50 2
Nim 100 6
Hexanico 50 24
50 2
Etandlico 25 24
Cinamomo Acetato de etila 50 2
Hexanico 100 6
50 12
- 50 2
Etanélico 5 o7
. Acetato de etila 50 2
Citronela o5 6
Hexanico 100 6
50 12

Uma importante caracteristica para avaliar a eficacia de um agente
moluscicida seria a sua capacidade de impedir ou matar as desovas de moluscos
(TANG et al., 1995). Assim, foi avaliado a ovoposicdo em presenca dos diferentes
extratos, na maior concentracdo nao letal para os moluscos. Como observado na
tabela 5, todos os extratos interferiram com o processo de ovoposicdo, ndo sendo
observada desova dentro do periodo de 15 dias apds a exposi¢cdo. Com relacédo ao
controle negativo, apos 7 dias de tratamento, 50% dos moluscos haviam realizado
ovoposicdo, sendo que no periodo de 15 dias foi observada a postura de 90% dos

moluscos.
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Tabela 5. Avaliacdo da ovoposicdo de moluscos da espécie L. columella expostos aos extratos de
nim, cinamomo e citronela, obtidos em etanol, acetato de etila e hexano.

Extrato Diluentes Concentracéo Tempo de exposicéo (horas) /taxa de
(ng/ml) ovoposigdo (%)**

Nim Etanol 20 pg/mL 24 h 07 ° dia 15°%dia
Ac. Etila —_— _— —_—
Hexano —_— —_— —_—
Cinamomo Etanol — — —_—
Ac. Etila —_— _— —_—
Hexano —_— —_— —_—
Citronela Etanol — — _—
Ac. Etila —_— — -_—
Hexano —_— — -_—
Controle Agua + DMSO 1 pg/mL _ 50* 90*

Negativo

— = (néo observado) //
**=taxa de ovoposicdo média referente a 12 moluscos

Assim, a eficacia da atividade ovicida, aliada a baixa toxicidade, a facilidade
do preparo, além da presenca abundante do vegetais na regido do Sul do estado do
Espirito Santo, fatores considerados essenciais na escolha de um moluscicida ideal,
pode-se concluir que os extratos a base de nim, cinamomo e citronela sdo potentes
agentes moluscicidas da espécie L. columella, e, portanto, podem ser futuramente
utilizados para o controle do hospedeiro intermediario da Fasciola hepatica, afim de

minimizar as perdas econémicas ocorrentes em regides endémicas para fasciolose.
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6.6. CONCLUSOES

A diversidade vegetal demonstra-se promissora na area biomédica,
principalmente no controle de doencas parasitarias. O estudo demonstrou que todos
0s extratos de nim, cinamomo e citronela demonstraram-se eficazes como agentes
moluscicidas ao serem empregados no controle de moluscos da espécie L.

columella.
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7. CONCLUSOES GERAIS

Os resultados obtidos neste estudo demonstram a presenca de condicdes ideais
para a manutencao do ciclo evolutivo do parasito Schistosoma mansoni, dependente
de &gua contaminada com fezes de individuos infectados e da presenca dos
moluscos do género Biomphalaria, hospedeiros invertebrados para o parasito em 14
municipios localizados na mesorregido sul do estado do Espirito Santo. Foi relatada
a presenca de moluscos da espécie Biomphalaria tenagophila na regido do sul do
estado do Espirito Santo, e que a mesma possui condicdes ambientais favoraveis
para a manutengdo e dispersdo dos moluscos. A regido analisada demonstra-se
propicia ao desenvolvimento do ciclo da fasciolose hepética, por possuir os fatores
climaticos e pluviométricos favoraveis a reproducédo e dispersdo dos moluscos da
espécie Lymnaea columella. O estudo demonstrou a eficacia de trés novas possiveis
drogas a serem utilizados no controle de moluscos causadores de doencgas
endémicas em diversas regides, assim minimizando as perdas econdomicas por

afetar animais domésticos (fasciolose).
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