ARTIGO ORIGINAL

AVALIACAO DA ATIVIDADE LARVICIDA DE
PLANTAS FITOTERAPICAS DO CERRADO DO
GENERO Stryphnodendron SPP. SOBRE MIRACIDIOS
E CERCARIAS DE Schistosoma mansoni

Marina Clare Vinaud, ' Suzana C. Santos, > Pedro H Ferri, > Ruy de Souza Lino
Junior ! e José Clecildo Barreto Bezerra '

RESUMO

A esquistossomiase ¢ uma doenga endémica causada por parasitos do género Schistosoma, sendo
somente Schistosoma mansoni observado no Brasil. No presente trabalho, o potencial das plantas do
Cerrado brasileiro, Stryphnodendron polyphyllum e Stryphnodendron adstringens, foi testado como
fonte alternativa de produtos naturais utilizados contra miracidios e cercarias, as formas infectantes
de S. mansoni. A partir dos extratos brutos EAA (extracdo acetona: agua) das cascas dos caules
prepararam-se solucdes-mae de 400 ppm, que foram diluidas até se obterem as concentragdes de
100 e 200 ppm para os bioensaios com miracidios, e de 20, 50, 100 e 200 ppm para os bioensaios
com cercarias. Nos testes com miracidios, estas plantas demonstraram atividade somente 5 horas e
30 minutos apds o contato inicial com os extratos, enquanto o grupo-controle sobreviveu por o0ito
horas nas mesmas condi¢des. A mortalidade das cercérias ocorreu apenas uma hora apds o inicio
dos experimentos em todas as concentragdes testadas para as duas espécies vegetais. O grupo-
controle sobreviveu, em agua, por 36 horas ap6s o inicio dos experimentos. Estes dados confirmam
a presenca, no Cerrado brasileiro, de plantas com potencial bioativo no combate as cercarias, forma
infectante de S. mansoni para mamiferos.

DESCRITORES: Stryphnodendron polyphyllum. Stryphnodendron adstringens.
Miracidios. Cercarias. Schistosoma mansoni.

INTRODUCAO

A esquistossomiase mansonica ¢ uma doenga endémica cujo agente
etiologico € o trematodeo Schistosoma mansoni. Esta doenga ¢ adquirida pela
penetracdo de cercarias na pele de hospedeiros suscetiveis, como o homem e
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animais silvestres. A cercaria, ao penetrar a pele dos hospedeiros, dara origem ao
esquistossomulo e, posteriormente, ao helminto adulto cujos ovos sdo eliminados
nas fezes dos hospedeiros. Estes ovos, ao entrarem em contato com a agua, liberam
miracidios, que sao formas de vida livre, capazes de infectar caramujos suscetiveis,
como Biomphalaria glabrata (9).

As atividades larvicidas de plantas medicinais sobre as formas infectantes
de S. mansoni tém sido testadas com o objetivo de identificar formas alternativas de
combate a essa parasitose. Nesse sentido, a Euphorbia milii, familia Euphorbiaceae,
também conhecida como coroa-de-cristo ou colchdo-de-noiva, apresentou eficiéncia
larvicida contra miracidios e cercarias de S. mansoni (4). Outro representante da
mesma familia, Jathropa curcas, popularmente conhecido como pinhdo-bravo
ou pinhdo-paraguaio, também demonstrou atividade larvicida contra miracidios e
cercarias sob uma concentragdo de 25 ppm. Sua atividade esta ligada a presenca de
phorbol-ésteres presentes nos extratos dessa planta (10).

Plantas taniferas sdo comumente utilizadas pela medicina popular no
tratamento de diarréias, doengas ginecoldgicas e no estimulo a cicatrizag@o.
Stryphnodendron polyphyllum (Martius) Coville e S. adstringens M., popularmente
conhecidos como barbatimdo, sdo incluidas nessa categoria gragas a presenca de
taninos em sua composi¢ao (11). Suas atividades moluscicidas ja foram testadas
com sucesso (3), sendo que a pesquisa de suas atividades larvicidas visando a uma
alternativa de controle integrado da esquistossomiase deve ser encorajada.

O objetivo deste trabalho foi testar a atividade larvicida das plantas
taniferas do Cerrado, S. polyphyllum e S. adstringens, sobre miracidios e cercarias
de S. mansoni.

MATERIAL E METODOS
Identificagdo das plantas

A coleta das espécies de barbatimdo, S. polyphyllum (Martius) Coville e
S. adstringens (Mart) Coville, pertencentes a familia Mimosoidae, foi realizada por
Santos et al. (2002), no Departamento de Botanica (herbario 25535 e 25700) da
Universidade Federal de Goiés, no més de margo de 1997 na regido do entorno de
Goiania, Goias, Brasil.

Preparagdo dos extratos

Os extratos brutos EAA (extragdo acetona:agua) da casca do caule de S.
polyphyllum e de S. adstringens foram obtidos de acordo com Santos et al. (11) pelo
Instituto de Quimica da Universidade Federal de Goias (UFG). A partir do extrato
bruto EAA, preparou-se uma solucio-mae a 400 ppm, que foi diluida até serem
obtidas as concentragdes de 100 e 200 ppm para os bioensaios com miracidios, e
20, 50, 100 e 200 ppm para os bioensaios com cercarias.
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Obtenc¢ao de miracidios e cercarias

Oscaramujos Biomphalaria. glabrata,cepaBH, isoladaem BeloHorizonte,
foram mantidos em aquérios contendo dez litros de 4gua desclorada, a temperatura
aproximada de 28’ C e alimentados com ragdo composta por carbonato de calcio,
leite em pd, gérmen de trigo, agar-agar e aveia em farelo em iguais proporgdes.
Obtiveram-se as cercarias de caramujos com trinta dias de infec¢do. Os miracidios
foram obtidos de ovos retirados de granulomas hepaticos de camundongos da
linhagem BALB/C com sessenta dias de infeccao (4) e acondicionados no Biotério
do Instituto de Patologia Tropical e Satide Publica da UFG.

Bioensaios para medir a atividade larvicida

Os miracidios recém-coletados foram submetidos a solugdo-teste sob as
concentragdes de 100 e 200 ppm dos extratos, sendo observados a intervalos de uma
hora para avaliagdo da sua taxa de mortalidade, diante da perda de motilidade na
presenga dos extratos. O grupo-controle consistiu na observagdo do tempo médio de
sobrevivéncia dos miracidios em dgua oito horas apds o inicio dos experimentos.

Colocaram-se as cercarias em contato com os extratos brutos das cascas
dos caules das plantas em estudo sob as concentragdes de 20, 50, 100 ¢ 200 ppm,
cujas taxas de mortalidade observaram-se em periodos de uma hora apds a exposicdo
inicial aos extratos. O grupo-controle consistiu na observacdo do tempo médio de
sobrevivéncia das cercarias em agua 36 horas apos o inicio dos experimentos.
Repetiram-se os bioensaios trés vezes para a confirmacao dos resultados.

RESULTADOS

A Tabela 1 mostra as taxas de mortalidade dos miracidios observadas
nos extratos brutos EAA das cascas dos caules de S. polyphyllum e S. adstringens.
Apbs cinco horas e meia em contato com o extrato bruto EAA da casca do caule
de S. polyphyllum, sob a concentragdo de 200 ppm, os miracidios perderam 100%
de sua motilidade. Apds oito horas em contato com este extrato sob 100 ppm, os
miracidios nao demonstraram qualquer alteragdo na sua motilidade, continuando a
se movimentar normalmente. Sob as concentragées de 100 ¢ 200 ppm do extrato
bruto de S. adstringens, os miracidios perderam 100% de sua motilidade apds sete
horas de exposi¢ao, ndo mostrando alteragdo diante da diferenca de concentragdo.
Os miracidios do grupo-controle perderam 100% de sua motilidade oito horas apds
o inicio dos experimentos (Tabela 1).

O tempo médio de vidadas cercarias do grupo-controle foi de 36 horas. Apos
uma hora de exposigdo as diferentes concentragdes dos extratos de Stryphnodendron
spp., as cercarias apresentaram taxas de mortalidade de 100% sob 100 ppm e 200
ppm (Tabela 2). Sob a concentragdo de 50 ppm, a taxa de mortalidade permaneceu
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100% no extrato de S. polyphyllum, enquanto que ela foi de 75% no extrato de S.
adstringens. Sob a concentragdo de 20 ppm, as taxas de mortalidade foram de 75%
e 50% nos extratos de S. polyphyllum e S. adstringens, respectivamente.

Tabela 1. Taxa de mortalidade (em %) de miracidios de Schistosoma mansoni
expostos aos extratos EAA (extrato acetona: agua) de Stryphnodendron
polyphyllum e Stryphnodendron adstringens sob diferentes
concentracdes (em ppm) diante do tempo de exposic¢do (em horas).

Taxa de mortalidade (%)
Tempo de Stryphnodendron polyphyllum Stryphnodendron adstringens
. Grupo-controle
exposigdo (horas) 100 ppm 200 ppm 100 ppm 200 ppm
2 0 0 0 0 0
4 0 0 0 50 0
5,5 0 100 50 50 0
8 0 100 100 100 100

Tabela 2. Taxa de mortalidade percentual (em %) de cercérias de Schistosoma
mansoni apds uma hora de exposicdo aos extratos EAA (extrato
acetona: agua) de Stryphnodendron polyphyllum e Stryphnodendron
adstringens, sob diferentes concentragdes (em ppm).

Espécie testada Concentragdo (ppm) Taxa de mortalidade (%)
20 75
50 100
Stryphnodendron polyphyllum 100 100
200 100
20 50
. 50 75
Stryphnodendron adstringens 100 100
200 100
Grupo-controle* 0

*Cercérias do grupo-controle sobreviveram por 36 horas.
DISCUSSAO

Varios testes acerca da bioatividade de plantas sobre caramujos B.
glabrata e formas larvais de S. mansoni ja foram realizados (4, 12, 13). Poucos
enfatizam, entretanto, a atividade de plantas do Cerrado no combate ao hospedeiro
intermedidrio e formas infectantes do parasito. Bezerra et al. (3), em analise
da atividade das duas espécies de barbatimdo em caramujos, mostraram maior
eficicia de S. polyphyllum. Até¢ o momento, suas a¢des larvicidas ndo haviam sido
comprovadas em S. mansoni. Tal atividade pode gerar indicadores da possibilidade
do controle integrado dessa parasitose, uma vez que as formas larvais de tal parasito
convivem no mesmo ambiente aquatico que o seu hospedeiro intermediario.
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Aatividade dos extratos brutos EA A de Stryphnodendron sobre as cercarias
foi mais acentuada do que sobre os miracidios. Bioensaios realizados por Rug &
Ruppel (10), mediante a utilizacdo de extratos de Jathropa curcas (Euphorbiaceae),
mostraram que cercarias apresentaram maior sensibilidade a presenga da substancia
no meio do que miracidios sob concentragdo de 25 ppm. Vale acrescentar que a
maior sensibilidade dessas formas larvais ainda nao foi explicada.

Em trabalho realizado por Zidan et al. (14), testaram-se os extratos
de Azolla pinnata (Azollaceae) sobre miracidios e cercarias, cuja atividade
larvicida num periodo de trés horas apds a exposi¢ao inicial resultou em taxas de
mortalidade de 100% e 19,4%, respectivamente, sob uma concentragao de 6.600
ppm. Entretanto, a presenca do extrato ndo afetou a capacidade de infec¢do do
hospedeiro intermediario pelos miracidios (14). No presente trabalho verificou-se
atividade larvicida sobre miracidios e cercarias sob concentracdes mais baixas (20,
50, 100 e 200 ppm), indicando que extratos de diferentes espécies vegetais atuam de
forma diversa sobre os estagios infectantes de S. mansoni, em concordancia com as
disparidades de taxa de mortalidade observadas neste experimento.

Em estudos sobre a atividade larvicida de plantas para buscar subsidios
ao combate as formas infectantes de S. mansoni, Carvalho et al. (4) comprovaram
a atividade larvicida de Euphorbia milii sobre miracidios e cercarias. Entretanto,
verificaram que plantas da familia Euphorbiaceae, como E. millii e J. curcas,
apresentaram, em sua composi¢ao, substancias irritantes e indutoras da formagao de
tumores identificadas como phorbol-ésteres. Assinale-se que a exposigdo aguda ao
latex dessas plantas causa irritacdo das mucosas, podendo levar a necrose, de modo
que ja ha trabalhos que tentam encontrar diluicdes adequadas para a sua utilizacdo em
colecdes aquaticas, sem prejuizo para seres humanos e outros animais (8).

Plantas da familia Acanthaceae, como Acanthus mollis, popularmente
conhecido como pé-de-urso e acantus, sdo taniferas e utilizadas popularmente
como adstringentes, antidiarréicos, analgésicos, cicatrizantes e antiinflamatorios (5).
Em trabalho realizado por Ahmed & Rifaat (1), os extratos de folhas de A. mollis
apresentaram atividade larvicida sobre cercérias sob as concentracdes de 5, 10 e
20 ppm com atividade em tempo méximo de uma hora. Em estudo realizado por
Ahmed & Ramzy (2), o extrato da planta Solanum nigrum (Solanaceae), conhecido
popularmente por erva-moura, mostrou atividade cercaricida num periodo de trinta
minutos sob uma concentracdo de 30 ppm. Tais resultados sdo semelhantes aos
reportados no presente trabalho, em que se observou atividade cercaricida num
periodo de uma hora.

Substancias sintéticas vém sendo testadas quanto a sua eficacia no combate
as cercarias. Também utilizaram-se testes com repelentes de insetos como o DEET
(N,N-dietil-m-toluamida) no controle de cercarias in vitro € no combate a infecc¢ao
em camundongos, cuja eficiéncia larvicida foi detectada em ambas as situacdes (7).
Moluscicidas, como a niclosamida, foram testados contra cercérias de S. japonicum
na China, mostrando eficidcia em menos de um minuto de exposi¢do sob uma
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concentracao de 0,25 ppm. Entretanto, verificou-se que tais substancias causam alto
impacto ambiental, pois sdo toxicas para peixes nas concentragdes usadas (6).

Conclui-se que os extratos brutos das plantas do Cerrado S. polyphyllum e
S. adstringens ndo possuem eficacia larvicida sobre miracidios, mas apresentaram-
na sobre cercarias. Vale notar que, ao se explorar a atividade moluscicida e larvicida
de plantas do cerrado, como encontrada em Stryphnodendron spp, visa-se nido
somente o combate ao hospedeiro intermediario ¢ as formas infectantes de S.
mansoni, mas também a preservagdo desse rico bioma como potencial fonte
alternativa de produtos naturais para usos diversos.
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ABSTRACT

Evaluation of the larvicidal activity of phytoterapic Brazilian Savannah plants of the
genus Stryphnodendron spp. on Schistosoma mansoni miracidia and cercariae

Schistosomiasis is a worldwide endemic disease caused by parasites from the
Schistosoma genus. In Brazil, only the species S. mansoni occurs. In the current
work the potential of the Brazilian Savannah plants Stryphnodendron polyphyllum
and S. adstringens was tested as an alternative source of natural products used
against the infective larval forms of S. mansoni: miracidium and cercariae. From
the crude AWE (acetone:water extraction) extracts of the barks and leaves, stock
solutions of 400 ppm concentration were prepared. The latter were diluted until
the concentrations of 200 and 100 ppm for the miracidia bioassays, and 200, 100,
50 and 20 ppm concentrations for the cercariae bioassays. In the miracidia assays
these extracts showed larvicidal activity only after 5 hours and 30 minutes after
exposure. While the control group survived through 8 hours after the beginning
of the experiments and under the same conditions. The cercariae mortality was
observed in all concentrations of both extracts one hour after exposure. While the
control group survived in water for 36 hours after the beginning of the experiments.
These data confirm the presence of plants with bioactive potential in the combat of
cercariae, an infective form of S. mansoni in Brazilian Savannah.

KEYWORDS: Stryphnodendron polyphyllum. Stryphnodendron adstringens.
Miracidia. Cercariae. Schistosoma mansoni.
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