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RESUMO

O caramujo Biomphalaria glabrata ¢ o hospedeiro intermediario do parasita Schistosoma
mansoni; o unico moluscicida disponivel para o controle dessa doenca tem apresentado
elevado custo e baixa seletividade, 0 que leva a busca por novas alternativas. O objetivo do
trabalho foi avaliar a toxicidade do extrato salino e fracdo enriquecida com lectina de
sementes de Parkia pendula sobre estadgios embrionarios e adultos B. glabrata, cercéria de S.
mansoni e a ecotoxicidade frente a Artemia salina. O extrato salino (ES) obtido da suspenséo
em NaCl 0,15 M e a fracdo (FR) com sulfato de amonia 0-60% foram avaliados por
cromatografia em camada delgada, cromatografia liquida de alta eficiéncia e anélises fisico-
quimicas. Embrides nos estagios de blastula, gastrula, trocofora, véliger e Hippo stage e
caramujos adultos foram expostos (24 h) ao ES e FR e os parametros reprodutivos
(fecundidade e fertilidade) e sobrevivéncia (sete dias apds exposicdo), bem como a
citotoxicidade e genotoxicidade foram analisados. Além disso, os efeitos cercaricida e
seguranca ambiental utilizando A. salina foram realizados. ES apresentou apenas agUcares
redutores (0,86 mg/mL), enquanto a FR ndo revelou nenhum metabdlito analisado. O
conteddo de proteina do ES foi 5,1 mg/mL, atividade hemaglutinante (HA) de 64 e HA
especifica (SHA) de 12,54, enquanto FR continha 0,91 mg/mL de proteina, HA 128 e SHA
140,65. O ES e FR apresentaram efeitos toxicos para os embrides (CLgo de 464,25; 479,62;
731,28; 643,28; 408,43 e 250,94; 318,03; 406,12; 635,64; 1,145 mg/mL, para blastula,
gastrula, trocdfora, véliger e Hippo stage, respectivamente), caramujos adultos ap6s 24 h de
exposicao (CLgo de 9,50 e 10,92 mg/mL, respectivamente) com aumento da mortalidade apos
7 dias de observacdo e diminuicéo significativa (p< 0,05; p< 0,01 e p< 0,001) na deposicdo de
massa de ovos. Em concentragfes subletais, observou-se o0 aumento das alteracOes
quantitativas e morfoldgicas nos hemdcitos, e na analise de genotoxicidade foram detectados
varios graus de dano nuclear. Além disso, 0 ES apresentou altera¢cbes na motilidade das
cercarias, enquanto a FR apresentou toxicidade a partir da concentracdo de 1,0 mg/mL. O ES
apresentou toxicidade para A. salina nas maiores concentracdes (3,0, 4,0 e 5,0 mg/mL),
enquanto a fracdo foi atoxica. Conclui-se que ES e FR apresentam-se como promissores no
combate & esquistossomose por eliminar o hospedeiro intermediério e causar alteracdo e/ou
mortalidade ao agente infeccioso. Além disso, 0 ES apresentou toxicidade e a FR foi atoxica
para A. salina.

Palavras-chave: Parkia pendula; Moluscicida vegetal; Embriotoxicidade; Biomphalaria

glabrata; Schistosoma mansoni.



ABSTRACT

The snail Biomphalaria glabrata is the intermediate host of the parasite Schistosoma
mansoni; the only molluscicide available to control this disease has shown high cost and low
selectivity, which leads to the search for new alternatives. The objective of this work was to
evaluate the toxicity of the saline extract and lectin-enriched fraction of Parkia pendula seeds
on embryonic and adult stages of B. glabrata, cercariae of S. mansoni and the ecotoxicity
against Artemia salina. The saline extract (ES) obtained from the suspension in 0.15 M NaCl
and the fraction (FR) with 0-60% ammonium sulfate were evaluated by thin layer
chromatography, high performance liquid chromatography and physicochemical analyses.
Blastula, gastrula, trocophore, veliger and hippo stage embryos and adult snails were exposed
(24 h) to ES and FR and reproductive parameters (fecundity and fertility) and survival (seven
days after exposure), as well as cytotoxicity and genotoxicity were analyzed. In addition, the
effects of fenced and environmental safety using A. salina were performed. ES showed only
reducing sugars (0.86 mg/mL), while FR did not reveal any metabolite analyzed. The protein
content of EP was 5.1 mg/mL, hemagglutination activity (HA) of 64 and specific HA (SHA)
of 12.54, while FR contained 0.91 mg/mL of protein, HA 128 and SHA 140.65. The ES and
FR showed toxic effects for embryos (CLoo of 464.25, 479.62, 731.28, 643.28, 408.43 and
250.94, 318.03, 406.12, 635.64, 1.145 mg/mL, for blastula, gastrula, trocophore, veliger and
hippo stage respectively), adult snails after 24 h of exposure (CLgo of 9.50 and 10.92 mg/mL,
respectively) with increased mortality after 7 days of observation and significant decrease (p<
0.05; p< 0.01 and p< 0.001) in egg mass deposition. At sublethal concentrations, an increase
in quantitative and morphological changes in hemocytes was observed, and in the
genotoxicity/comet assay analysis, varying degrees of nuclear damage were detected. In
addition, the ES showed changes in the motility of the cercariae, while the FR howed toxicity
from a concentration of 1.0 mg/mL. The ES showed toxicity to A. salina at the highest
concentrations (3.0, 4.0 and 5.0 mg/mL), while the FR did not show ecotoxicity. Thus, the ES
and FR was promising in combating schistosomiasis by eliminating the intermediate host and
causing alterations and/or mortality to the infectious agent.In addition, ES showed toxicity

and FR was non-toxic to A. salina.

Keywords: Parkia pendula; Vegetable molluscicide; Embryotoxicity; Biomphalaria

glabrata; Schistosoma mansoni.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose é uma infeccdo parasitaria causada por vermes trematodeos do
género Schistosoma spp. (KLOHE et al., 2021; WANG et al., 2021a). Segundo a Organizacao
Mundial da Saude (OMS), a infeccdo ainda apresenta altas taxas de morbidade e mortalidade,
é prevalente em 78 paises e territdrios e acomete aproximadamente 236,6 milhGes de pessoas
(WHO, 2022). No Brasil, o unico agente etiolégico € o S. mansoni, sendo diretamente
relacionado as condi¢des socioambientais e socioeconémicas, presente em 19 dos 27 estados e
com estimativa de pelo menos 1,5 milhGes de brasileiros parasitados e outros 25 milhdes
habitam areas endémicas (BRASIL, 2014; KATZ, 2018). A regido Nordeste é a mais afetada,
com destaque para Pernambuco que apresenta alta prevaléncia e expansdo na transmissdo,
com 2.514 casos e 206 oObitos entre 2010-2017 e 473 internacdes nos anos de 2008 a 2014
(BARBOSA et al., 2016; BRASIL, 2018; NASCIMENTO; MEIRELLES, 2020).

O caramujo de agua doce, Biomphalaria glabrata (Say, 1818), possui importancia
epidemioldgica na transmissdo e manutencdo da esquistossomose mansoni, uma vez que é o
principal hospedeiro intermediario no ciclo de vida do S. mansoni (OLIVEIRA et al., 2020;
VALLADARES et al., 2021). Essa espécie apresenta ampla distribuicdo geogréfica, os
espécimes adultos possuem curto ciclo reprodutivo, sdo hermafroditas, mas apresentam
também reproducdo sexuada que garante variabilidade genética e os estagios embrionarios sdo
bem definidos e de rapido desenvolvimento. Quando infectados pelo S. mansoni, B. glabrata
elimina diariamente milhares de cercérias, fase evolutiva infectante para o homem -
hospedeiro definitivo (KAWANO; NAKANO; WATANABE, 2008; CALASANS et al.,
2018). Além do tratamento dos infectados com o praziquantel, Gnica droga disponivel,
implementacdo de politicas publicas e das estratégias de educacdo em salde, a OMS
recomenda o controle da populagdo dos caramujos, como importante mecanismo para reduzir
a prevaléncia e incidéncia da esquistossomose (COELHO; CALDEIRA, 2016; ALLAN et al.,
2020). Nesse contexto, o controle dos caramujos é frequentemente realizado por meio da
utilizacdo de agentes moluscicidas.

Niclosamida (Bayluscide®), atualmente o moluscicida recomendado pela OMS, é um
composto sintético com acéo contra todos os estagios de desenvolvimento dos moluscos do
género Biomphalaria (COELHO; CALDEIRA, 2016; ARAUJO et al., 2018a; FARIA et al.,
2018; LOPEZ-HERNARDEZ et al., 2019). No entanto, esse composto apresenta alto custo de
producdo e aplicacdo, efeitos secundarios como irritacdo da pele e mucosa humana e

bioacumulacéo, baixa seletividade e alta toxicidade para organismos néo alvos (flora e fauna)
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e ao longo dos anos, 0 seu uso repetido e extenso tem sinalizado a resisténcia e/ou toleréncia
de algumas espécies de caramujos (COURA-FILHO et al., 1992; MARTINS et al., 2014;
LEAK et al.,, 2020; ZHENG et al.,, 2021). Assim, a pesquisa por novos candidatos
moluscicidas, de baixo custo de producdo e aplicacdo, biosseguros e com toxicidade seletiva
contra estdgios embrionarios e adultos B. glabrata torna-se importante (YADAYV,
JAGANNADHAM, 2008; ROCHA-FILHO et al., 2015).

Moluscicidas vegetais sdo candidatos promissores que podem aumentar 0 escopo
para o controle de B. glabrata, uma vez que sdo acessiveis, de facil manipulacdo e podem ser
encontrados em areas endémicas para a esquistossomose (ABDEL-HALEEM, 2013). Além
disso, esses vegetais apresentam na sua composicdo uma variedade de moléculas
biologicamente ativas, como as lectinas, grupo diverso de proteinas naturais que se ligam
reversivelmente a mono e oligossacarideos com alta especificidade (LAGARDA-DIAZ,
GUZMAN-PARTIDA; VAZQUEZ-MORENO, 2017; NAITHANI et al.,, 2021). Essas
proteinas desempenham um papel fundamental na comunicacdo celular, bem como
glicoproteinas, e na literatura, uma variedade de atividades bioldgicas tem sido reportada;
como moluscicida, antiviral, antibacteriana, antifungica, inflamatoria, nociceptiva,
imunoestimulante e antiproliferativa (ALBUQUERQUE et al., 2014; MISHRA et al., 2019;
CAVADA et al., 2020; AHMED et al., 2022).

Parkia pendula (subfamilia Mimosoideae) é conhecida popularmente como visgueiro
e possui ampla distribuicdo no Brasil (ROSA; CAVALCANTI, 2005). Das suas sementes é
possivel isolar uma lectina denominada PpeL, a partir do extrato com solucdo salina (NaCl
0,15 M), fracionamento com sulfato de amonio (0-60%) e cromatografia de afinidade
(Sephadex G-75). Tem sido reportado que PpeL pode ser utilizada como marcador de células
tumorais (BELTRAO et al., 2003; RODRIGUES et al., 2008), na reducéo de infeccdo viral
(FAVACHO et al., 2007), em feridas cutaneas (CORIOLANO et al., 2014) e leishmanicida
(CARNEIRO et al., 2020). No entanto, ndo ha relatos da acéo do extrato salino e fracdo de
sementes de P. pendula frente a B. glabrata. Assim, este estudo tem como objetivo avaliar a
toxicidade do extrato salino e fracdo enriquecida com lectina de sementes de P. pendula sobre
diferentes estagios embrionarios (blastula, gastrula, trocofora, véliger e Hippo stage) e adultos
B. glabrata e seu efeito citotoxico e genotdxico, atividade cercaricida em S. mansoni e

ecotoxicidade frente a Artemia salina .
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a toxicidade do extrato salino e fracao enriquecida com lectina de sementes
de Parkia pendula, PpelL, sobre estagios embrionarios e adultos Biomphalaria glabrata,

cercaria de Schistosoma mansoni e a ecotoxicidade em ambientes aquéticos.

1.1.2 Objetivos especificos

e Obter extrato salino e fracdo enriquecida com lectina (preparacdes) de sementes de P.

pendula;

e Determinar qualitativamente 0s constituintes presentes nas prepara¢Ges utilizando

Cromatografia de Camada Delgada (CCD) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

(HPLC);

e Quantificar por métodos fisico-quimicos o0s constituintes presentes nas preparacgoes;

e Avaliar a toxicidade das preparacdes frente aos estadgios embrionarios (blastula, gastrula,

trocdfora, véliger e Hippo stage) de B. glabrata;

e Auvaliar a toxicidade e os parametros reprodutivos (fertilidade e fecundidade) das

preparacdes sobre B. glabrata;

e Avaliar a citotoxicidade e genotoxicidade das preparacGes em células hemocitérias de B.

glabrata;

e Auvaliar a toxicidade das preparac@es frente a cercarias de S. mansoni;

e Auvaliar a ecotoxicidade em ambientes aquaticos das preparacoes utilizando o bioindicador

A. salina;
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA
2.1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA ESQUISTOSSOMOSE

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classifica a esquistossomose como uma
doenca negligenciada que ocorre em regides tropicais e subtropicais (Figura 1). A
esquistossomose é endémica em 78 paises e territdrios, acometendo 236,6 milhGes de pessoas,
no entanto, apenas 105,4 milhdes de infectados receberam tratamento, justificando assim, a
expansdo de casos e Obitos todos os anos (WHO, 2022). De acordo com Estudo da Carga
Global de Doencas 2016 (Global Burden of Disease Study), a carga global da
esquistossomose é estimada em 1,9 milhGes de anos de vida ajustados por incapacidade (HAY
etal., 2017).

Figura 1 - Distribuicdo global da esquistossomose.
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Fonte: Bustinduy et al. (2014).

No Brasil, a doenca apresenta uma ampla distribuicdo (19 dos 27 estados) (Figura 2)
com estimativa de pelo menos 1,5 milhdes de pessoas infectadas e outras 25 milhdes habitam
areas endémicas (BRASIL, 2014; MARTINS-MELO et al., 2014; SANTOS et al., 2017;
KATZ, 2018). Segundo dados do Sistema de Informacdo do Programa de Controle da
Esquistossomose, nos ultimos 10 anos (2009-2019) o percentual de positividade para S.
mansoni apresentou variagdes de 5,20 e 2,90% (BRASIL, 2021). Dessa forma, a ocorréncia
da esquistossomose ainda apresenta prevaléncia significativa, e nos ultimos anos, tem sido
evidenciada sua expansdo da regido rural para regides urbanas, litoraneas e turisticas,
destacando-se como um risco eminente a saude publica (BARBOSA et al., 2015; FAVRE et
al., 2021; PALASIO et al., 2021a; GOMES et al., 2022).



Figura 2 - Distribuicdo da esquistossomose no Brasil.
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Fonte: Katz (2018).
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Paz et al. (2021) utilizando métodos estatisticos avaliaram a dindmica da mortalidade

por esquistossomose no Brasil entre os anos de 1999 a 2018 (Figura 3) e reportam 12.251

Obitos por esquistossomose, sendo as regides Nordeste (65,81%) e Sudeste (31,18%) as mais

atingidas pela doenca.

Figura 3 - Mortalidade por esquistossomose no Brasil entre 1999 a 2018. (A) Mapa Moran

(B) Anélise de varredura espaco-temporal.
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Fonte: Paz et al. (2021).
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A regido Nordeste do Brasil tem apresentado os estados com maiores prevaléncia de
mortalidade (Figura 4), com cerca de 13.779 o6bitos entre os anos de 1980 a 2017, sendo
predominante no género masculino (54,76%), raca parda (48,84%), pessoas com mais de 60
anos (49,24%) e pessoas com menos de 8 anos de estudo ou sem escolaridade (44,14%).
Embora a taxa bruta de mortalidade tenha diminuindo de 1,28 (mortes por 100.000 habitantes
- 1980) para 0,63 (2017) esse cenério epidemioldgico reforca que essa doenca é grave e um

problema de salde persistente (PAZ et al., 2020).

Figura 4 - Mortalidade por esquistossomose no Nordeste entre 1980 a 2017. (A) Analise

LISA univariada; (B) Analise de varredura espaco-temporal.
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Fonte: Paz et al. (2020).

Dentre os estados do Nordeste, Pernambuco tem se destacado pelo cenario da
prevaléncia e expansdo dessa doenca, sendo 101 dos seus 185 municipios endémicos
abrangendo a Mesorregido Metropolitana, Zona da Mata e parte do Agreste (BARBOSA et
al., 2010; BRASIL, 2018). Entre 2008 a 2014, segundo o Sistema de Informacdo Hospitalar
ocorreram 473 internacdes por esquistossomose (BARBOSA et al., 2016) e entre 2010-2017,
2,514 casos foram notificados, sendo 1,366 do género masculino e 1,148 feminino, com
registro de 206 6bitos (BARBOSA et al., 2016; NASCIMENTO; MEIRELLES, 2020).



20

2.2 GENERO Schistosoma E CICLO BIOLOGICO DE Schistosoma mansoni

Schistosoma é um género que classifica vermes trematodeos causadores da
esquistossomose em mamiferos, incluindo humanos, com prevaléncia em areas tropicais e
subtropicais (KLOHE et al., 2021; WANG et al., 2021a). Até o presente momento, varias
espéecies foram descritas pertencendo a esse género (Figura 5), sendo S. japonicum, S.
haematobium e S. mansoni as que apresentam maior impacto para a saude humana, com
caracteristicas particulares na morfologia, fisiologia, hospedeiros intermediarios e definitivos
e distribuicdo geogréfica (BOISSIER et al., 2019; ABOU-EL-NAGA, 2021; REY et al.,
2021).

Figura 5 - Espécies de Schistosoma, hospedeiros definitivos e sua distribui¢do geogréfica.
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Fonte: Adaptado de Rey et al. (2021).

A espécie S. japonicum transmitida pelo caramujo Oncomelania, € um dos
responsaveis pelo elevado indice de esquistossomose intestinal na Asia, principalmente na
republica da China, Filipinas e Indonésia (GORDON et al., 2019; WHO, 2022). Além disso,
essa espécie causa doenca zoonotica infectando varios mamiferos como bufalos, cabras, cées,
ratos e animais selvagens (JIAO-JIAO, 2019; ZOU et al., 2020; NAVARRO et al., 2021,
WANG et al., 2021b). Por outro lado, a espécie S. haematobium transmitida por caramujo do

género Bilinus é responsavel pela esquistossomose urogenital (LOVERDE, 2019; KAYUNI et
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al., 2020), com prevaléncia na Africa, Oriente Médio e na Corsega (Franca) (WEPNJE et al.,
2019; WHO, 2022).

S. mansoni € a espéecie mais prevalente no mundo, sendo transmitida por caramujos
do género Biomphalaria, causando a esquistossomose intestinal (CHUAH et al., 2019;
LOVERDE, 2019) e localizada na Africa, Oriente Médio e na América Latina
(especificamente Brasil, Venezuela, Suriname e Caribe) (ABOU-EL-NAGA, 2018; WHO,
2022). Seu ciclo bioldgico é formado por um hospedeiro definitivo (vertebrado/homem) e um
hospedeiro  intermedidrio  (invertebrado/caramujo).  Apresenta  seis  estdgios de
desenvolvimento: ovo, miracidio, esporocistos (mée e filha), cercéria, esquistossomulo e
vermes adultos (macho e fémea) (Figura 6) (HAN et al., 2009; NELWAN, 2019).

Figura 6 - Etapas do desenvolvimento de Schistosoma mansoni.
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Fonte: Adaptado de Han et al. (2009).

O ciclo inicia-se ap06s 45 dias de infec¢do, quando o hospedeiro definitivo (homem)
elimina ovos junto as fezes no ambiente aquatico, o qual pode permanecer viavel por até sete
dias (Figura 7). Uma vez em contato com & agua, ocorre a dissolucdo das fezes, liberacéo,
rompimento e eclosdo do miracidio, forma larval de vida livre e mdvel com vérias fileiras de
placas ciliadas (Figura 7A), que nada livremente em busca do caramujo (CASTILLO et al.,
2019; WANG et al., 2019; KAMEL et al., 2021). Ao penetrar no hospedeiro intermediario
(Figura 7B), o miracidio desenvolve-se em esporocisto primario/mae e se multiplica
assexuadamente dando origem ao esporocisto secundario/filho (Figura 7C), que por sua vez
sofrem alteracbes morfofisiologicas resultando na formacdo de milhares de cercarias
(MOUAHID et al., 2018; McMANUS et al., 2020).
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Figura 7 - Ciclo biolégico do Schistosoma mansoni.
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Fonte: O autor (2022).

Desde a penetracdo do miracidio até a formacdo das cercarias, aproximadamente, 4-6
semanas, 0s caramujos sobre os estimulos de luminosidade e temperatura eliminam cercarias
no ambiente aquético (Figura 8D). No ambiente aquético as cercarias nadam ativamente até
penetrarem na pele ou mucosa do hospedeiro definitivo. Apds esse processo, as cercérias
perdem a cauda bifurcada, transformando-se em esquistossdmulo de pele (GRYSEELS et al.,
2006; MAGUIRE, 2015; BOGITSH; CARTER; OELTMANN, 2019; CASTILHO et al.,
2019). Posteriormente, os esquistossdmulos (Figura 8-E) migram pelo tecido subcuténeo até
atingirem um vaso sanguineo ou linfatico, desembocam no coracdo, alcancam o pulmao
transformando-se em esquistossomulo pulmonar, retornam ao coragdo e sdo transportados
pelo sistema vascular, até alojarem-se no sistema porta-venosa (Figura 8F), dando origem a
vermes jovens (macho ou fémea) (Figura 8-G) (COLLEY; SECOR, 2014; SCHWARTZ;
FALLON, 2018; NATION et al., 2020). A partir de entdo, os vermes completam seu
desenvolvimento em vermes adulto, acasalam-se e migram para veias mesentéricas superior,
onde a fémea realiza a oviposicdo (PILA et al., 2017; CASTILHO et al., 2019). Ovos
acumulados no tecido intestinal levam cerca de sete dias para tornarem-se maduro (miracidio
formado) e, durante este periodo eles alcancam a luz intestinal de onde sé@o eliminados junto
com as fezes (retomando o ciclo) (ABE et al., 2018; CHUAH et al., 2019).
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2.3 CARACTERISTICAS DO GENERO Biomphalaria

O género Biomphalaria tem se destacado por muitos anos pelo papel epidemioldgico
que algumas espécies desempenham na transmissdo do S. mansoni. Estes pertencem ao Filo
Mollusca, Classe Gastropode, Subclasse Pulmonata, Ordem Basommatophara e Familia
Planorbidae (BRASIL, 2008; VINTHER, 2014). No Brasil, existem cerca de 11 espécies de
caramujos descrita para esse género, sendo trés, B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea
envolvidas na disseminacdo do S. mansoni e que atuam como hospedeiro natural (Figura 8)
(SCHOLTE et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2020a; VALLADARES et al., 2021; PALASIO et
al., 2021b).

Figura 8 - Conchas dos caramujos do género Biomphalaria. (A) Biomphalaria glabrata; (B)

Biomphalaria tenagophila; (C) Biomphalaria straminea.
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Fonte: Adaptado de Brasil (2008).

Algumas caracteristicas facilitam o reconhecimento desse género, como conchas
planispiral, didmetro variando entre 7 a 40 milimetros, tentaculos longos e filiformes, olhos
situados na base interna dos tentaculos, boca contornada pela mandibula e quando vista de
frente, apresenta formado de T, colo com abertura genital, sendo a masculina encontrada atras
da base do tentaculo esquerdo e a feminina sob a pseudobranquia, pé oblongo e na porcao
ceféalica da massa visceral, possui um manto que se dobra formando a cavidade pulmonar
(BRASIL, 2008; OHLWEILER et al., 2020).

Os habitats desses caramujos costumam ser nas margens de ecossistemas aquaticos
Iénticos (lagos, lagoas, reservatorios e/ou pantanos) ou loticos (rios, riachos e/ou corregos) e
se alimentam principalmente de algas, bactérias, excrementos de animais, folhas e outras
partes de plantas aquaticas (BAKUZA et al., 2017; LOPES et al., 2017; BEZERRA et al.,
2018). Além disso, diversas caracteristicas sdo determinantes para 0 aumento da dispersao

desses caramujos, como temperatura variando de 20 a 30 °C, com tolerancia 18 a 32 °C, pH
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entre 7-8, agua clara, rasa, lenta e com fundos lamacentos ou rochosos e vegetacdo nas
proximidades (KALINDA; CHIMBARI; MUKARATIRW, 2017; LOPES et al.,, 2017,
STENSGAARD et al., 2018; LEO et al., 2020; HABIB et al., 2021). Com relacdo a
reproducéo, sdo hermafroditos e podem realizar auto fecundacéo e fecundacédo cruzada, sendo
essa ultima a forma preferencial (PARAENSE, 1955; VIANEY-LIAUD; DUSSART, 2002).

Dentre as espécies mencionadas, B. glabrata tem se destacado pela sua ampla
distribuicdo geogréafica e alto indice de infeccdo por S. mansoni (CALASANS et al., 2018).
Essa espécie possui propriedades que permitem sua utilizacio em experimentos de
ecotoxicidade de ambiente aquaticos, pois estes caramujos sdo de facil manutencdo e se
reproduz durante o ano em condic¢bes controladas (NAKANO et al., 2003; TALLARICO;
MIYASATO; NAKANO, 2016). Além disso, varios estudos tém apontado que esses
caramujos podem atuar como indicador ambiental, sendo possivel analisar diferentes
alteracdes na sobrevivéncia dos embrides ou caramujos adultos e sua capacidade reprodutiva,
bem como as modificagdes celulares e estruturais do DNA pode ser quantificado (ARAUJO et
al., 2018a,b,c; LIMA et al., 2019; SILVA et al., 2019; SIQUEIRA et al., 2020; ARAUJO et
al., 2021; RIBEIRO et al., 2021a,b).

2.3.1 Caracteristicas do caramujo Biomphalaria glabrata
2.3.1.1 Caracteristicas morfoanatdmica

A espécie B. glabrata (Figura 9) é considerado o maior caramujo da familia
Planorbidae e sua concha possui variacbes no diametro (20 a 40 mm), largura (5 a 8 mm) e
quantidades de giros (6 a 7 giros) sendo dividida em duas camadas (externa e interna)
(BARBOSA, 1995; BRASIL, 2008). A camada externa é responsavel por proteger as partes
moles e delicadas contra predadores, enquanto a segunda camada é constituida de carbonato
de célcio, componente essencial para o desenvolvimento embrionario, sobrevivéncia,
crescimento, respostas imunoldgicas, formacao e fortalecimento da concha (BECKER et al.,
2000; MARXEN et al., 2002; BRASIL, 2008; RODRIGUES et al., 2020).

O corpo do caramujo possui partes moles denominadas de massa cefalopediosa e
massa visceral, sendo associada a primeira dois tentaculos longos e filiformes com olhos
situados juntos a base. Na parte inferior dos tentaculos e superior da boca encontra-se a
mulfla, que contém dois palpos labiais e quando vista de frente, apresenta formado de “T”,

sendo protegida pela mandibula (BARBOSA, 1995; BRASIL, 2008). Os pés sdo alongados
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com fungdo de locomog¢do e com o auxilio das glandulas podais ocorre a liberacdo de muco

onde o caramujo move-se e prende-se ao substrato (BARBOSA, 1995; LAl et al., 2010).

Figura 9 - Caramujo Biomphalaria glabrata adulto. Concha (CH); Giro Interno ou Apical
(Gl); Pé (PE); Tentaculo (TE).

Fonte: O autor (2022).

A hemolinfa, fluido corporal analogo ao sangue, é formada por componentes
sollveis (proteinas relacionadas ao fibrinogénio) e hemdcitos, o qual forma um sistema de
defesa interno (LOCKYER et al., 2008; ABO-AL-ELA; FAGGIO, 2021). De acordo com
estudos morfoldgicos, hemdcitos (Figura 10) podem ser divididos em dois tipos principais:
Hialindcito (Figura 10A), possuindo pouco ou nenhum granulo e granulécito (Figura 10B), o
qual possui muitos granulos citoplasmaticos (CAVALCANTI et al., 2012; LADHAR-
CHAABOUNI; HAMZA-CHAFFAAI, 2016; PILA et al., 2016; SCHULTZ; ADEMA, 2017,
MACHALOWSKI; JESIONOWSKI, 2021). Os hemocitos desempenham um papel central na
imunidade inata e estdo envolvidos no reconhecimento de corpos estranhos, respostas de
encapsulamento, fagocitose e reagdes citotoxicas (JOHNSTON; YOSHINO, 2001; BURGOS-
ACEVES; FAGGIO, 2017; HUANG et al., 2018; MONTE et al., 2019).
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Figura 10 - Diferenciacdo morfolégica de hemdcitos de Biomphalaria glabrata. (A)

Hialindcito e (B) Granuldcito.
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.

Fonte: Adaptado de Aradjo et al. (2021).

O sistema digestivo € completo, sendo constituidos pela boca, cavidade bucal,
estdbmago, intestino, reto e anus (BRASIL, 2008). O sistema genital é formado pelo ovoteste,
um 6rgao hermafrodito que produz as células reprodutivas e através do ovispermiduto, ocorre
a maturacdo do espermatozoide pelas vesiculas seminais e o envolvimento dos ovos pela
glandula do albumem no qual se bifurca, diferenciando-se em partes masculina e feminina
(BRASIL, 2008; CARVALHO; COELHO; LENZI, 2008; PARAENSE, 2008).

Quando adulto, os caramujos pdem diariamente cerca de 20-50 ovos em uma Unica
camada, formando uma capsula transparente rica em galactogénio, proteinas, glicogénio,
polissacarideos e lipidios liberados pela glandula do albumem, os quais ficam agrupados
envoltos por uma membrana externa protetora, formando a massa ovigera (Figura 11)
(OLIVEIRA-FILHO et al., 2010; TALLARICO et al., 2014; MELO et al., 2019). A postura
dos ovos ocorre normalmente a noite em superficies como plantas, pedras, madeiras, pedaco
de isopor, conchas de outros moluscos e recipientes de plastico e/ou vidro, e o0
desenvolvimento embrionario até a ecloséo levam cerca de 7-9 dias, tornando-se consistentes
e amareladas e sendo possivel visualizar ao longo do desenvolvimento com seus estagios bem
definidos e facilmente reconheciveis (NAKANO et al., 2003; TALLARICO et al., 2014;
SILVA et al., 2020a).
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Figura 11 - Massa ovigera de Biomphalaria glabrata no estagio de blastula. Membrana
Externa (ME); Ovo (OV); Embrido (EM); Substancia Coloidal (SC); Substancia

Perivitelimica (SP).

Fonte: O autor (2022).

2.3.1.2 Desenvolvimento embrionario

A diversidade celular apresentada pelo B. glabrata inclui diferentes transformacoes,
seja na sua diferenciagdo (producdo e organizacao de diversos tipos de células), morfogénese
(organizacdo das diferentes células em tecidos e 6rgédos), crescimento (aumento do tamanho e
numero celular) e reproducdo, responsavel pela geracdo de novos individuos (KAWANO;
NAKANO; WATANABE, 2008). Por volta da década de 70, os estagios embrionarios foram
caracterizados e classificados em blastula, gastrula, trocofora, véliger e Hippo stage (Figura
12).

Figura 12 - Estagios embrionarios de Biomphalaria glabrata. (A) Blastula; (B) Gastrula; (C)
Trocéfora; (D) Véliger; (E) Hippo stage. Escala = 300 pum.

Fonte: O autor (2022).
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Durante o desenvolvimento, um ovo de B. glabrata (100 pum de didmetro), passa por
uma serie de clivagens, formando vérias células denominadas blastdmeros, até alcancar o
estagio de blastula entre 10* a 23? horas (Figura 12A). Dessa forma, é possivel observar o
corpusculo polar e mitoses, ndo ocorre aumento do volume celular. Apds 24? a 392 horas da
primeira clivagem, alcanca o estagio de géastrula (Figura 12B) acarretando no crescimento,
diferenciagdo e movimentagéo celular, levando ao embrido modificar sua forma arredondada
para achatada. Em seguida, entre 40* e 80% horas observa-se a formacdo do prototroco no
estagio de trocofora (Figura 12C), sendo responsavel pela divisdo do embrido em pré-trocal,
contendo uma placa apical (sete células), duas cefélicas (levando a formacdo dos olhos e
tentaculos) e vesicula cerebral (12 células) e na regido pos-trocal encontra-se a boca e em
sentido oposto a glandula da concha. Entre 80% e 120% horas acontece o estagio de véliger
(Figura 12D) com a formacdo dos olhos, aumento dos tentaculos, desenvolvimento do pé e da
concha. No entanto, a pigmentacdo dos olhos, tentadculos e o enrolamento da concha com
miniatura do caramujo adulto é observado apenas ap6s 1442 horas no estagio Hippo stage
(Figura 12E) (CAMEY; VERDONK, 1969; KAWANO; OKAZAKI; RE, 1992; KAWANO;
NAKANO; WATANABE, 2008).

2.4 MOLUSCICIDAS NO CONTROLE DA ESQUISTOSSOMOSE

Moluscicida é uma substancia utilizada com o objetivo de eliminar e/ou reduzir
caramujos com importancia na medicina humana e veterinaria e agroindustrial
(BUSTINDUY; KING, 2014; ZHENG et al., 2021). Para que um moluscicida seja
considerado eficiente, uma série de caracteristicas é desejada, como a eliminacgédo de fases do
ciclo de vida do caramujo, efetividade em baixas concentracdes, baixo custo, facilidade de
aplicagéo e transporte, letalidade seletiva e atoxica ao homem e ao meio ambiente (YANG et
al., 2012; HUANG, 2019; YI-XIN, 2019).

Tendo em vista 0 aumento de casos de esquistossomose, a interrupc¢do do ciclo de
vida do agente infeccioso, através do controle de caramujos vetores, torna-se essencial para
impedir a sua transmissdo. Neste contexto, os moluscicidas tem se tornado uma estratégia de
intervencdo eficaz, rdpida e conveniente para prevenir a propagacdo de espécies de
Schistosoma em regides endémicas (COELHO; CALDEIRA, 2016; AUGUSTO et al., 2017;
AUGUSTO; MELLO-SILVA, 2018).
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2.4.1 Niclosamida

A niclosamida (5-cloro-N-(2-cloro-4-nitrofenil)-2-hidroxibenzamida (NCL) é um
composto presente na lista de medicamentos essenciais da OMS, foi descoberta em 1953
pelos laboratdrios de pesquisa de quimioterapia da Bayer e seis anos depois comercializada
como Bayluscida, amplamente utilizada para o controle da esquistossomose (ANDREWS;
THYSSEN; LORKE, 1983; CHEN et al., 2018). Este composto apresenta peso molecular de
327,12 g/mol, forma de cristais amarelo palido e praticamente insolivel em &gua e sollvel em
etanol, cloroférmio e éter (BARBOSA et al., 2019). Além disso, NCL possui varios locais de
ligagdo de hidrogénio (NO2, OH e grupos carbonilo) e dois 4&tomos de ClI que podem formar
ligacbes de halogénio (Figura 13) (HARRISS; WILSON; EVANS, 2014; KADRI;
LAMBOURNE; MEHELLOU, 2018).

Figura 13 - Estrutura molecular da niclosamida.
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Fonte: O autor (2022).

NCL, baixas concentracGes, tem mostrado ser efetivo contra diferentes estagios
embrionarios (ARAUJO et al., 2018a; MELO et al., 2019; SIQUEIRA et al., 2020; ARAUJO
et al., 2020a; RIBEIRO et al., 2021ab) e adultos Biomphalaria (ARAUJO et al., 2018a;
FARIA et al., 2018). Além disso, é toxico contra cercarias de S. mansoni, estagio de vida
infeccioso para o homem (ARAUJO et al., 2020b; LOPEZ-HERNARDEZ et al., 2019;
SILVA et al., 2020b). No entanto, o mecanismo de acdo da NCL ainda n&o foi completamente
elucidado. Acredita-se que sua atividade atue na respiracdo e no metabolismo de carboidratos,
inibindo a fosforilacdo anaerdbica do difosfato de adenosina pela mitocondria do parasita, que
é 0 processo de obtencdo de energia dependente da fixagdo de CO2> (ANDREWS; THYSSEN,;
LORKE, 1983; CHEN et al., 2018).
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Embora a NCL venha sendo utilizada até os dias atuais, este composto sintético tem
apresentado uma série de desvantagens. Estudo avaliando o destino ambiental da NCL
demonstrou que ela é resistente a hidrolise em diferentes pHs por mais de 4 meses, enquanto
sua cinética de degradacao em sistemas de sedimento/agua de rios e lagoas produz meia-vida
de 1-9 dias (GRAEBING et al., 2004). O composto apresenta alteracdo no metabolismo
lipidico em larvas de D. rerio (ZHU et al., 2020) e efeito acumulativo em diferentes peixes de
agua doce (LIU et al., 2015, 2018), com frequéncias de deteccdo de 70,4% no figado, 18,8%
no rim, 7,8% no baco e 3% na carne (CIRKOVIC et al., 2015). Nos vegetais, esse composto
afeta o crescimento e biomassa (LEAK et al., 2020). Além disso, pode ser absorvido no solo e
migrar da raiz para o caule, onde pode permanecer cerca de 43 dias (LUO et al., 2018). Nesse
contexto, considerando a crescente demanda pela NCL e os efeitos adversos apresentados, sua
utilizacdo precisa ser repensada por apresentar problemas para 0 meio ambiente. Portanto,
tornam-se necessarios a busca por novos moluscicidas que atuem de forma seletiva para o

hospedeiro intermediario e apresente menor ecotoxicidade.

2.4.2 Moluscicida de origem vegetal

O interesse em estudar substancias obtidas de plantas, com atividade moluscicida
tem crescido nos dltimos anos. Para que essas moléculas sejam consideradas eficientes,
devem-se ter suas propriedades analisadas em testes laboratoriais, material disponivel em
quantidade suficiente e, se necessario, capaz de facil propagacdo em regiGes endémica para a
esquistossomose. Além disso, essas moléculas devem ser sollveis em &gua e facilmente
extraiveis da fonte vegetal, com atividade para todas as fases de desenvolvimento do
caramujo e baixa toxicidade frente a organismos ndo alvos, incluindo humanos (EVANS,
2009).

O primeiro estudo a ser realizado com substancia obtida de planta, com efeito,
moluscicida data de 1930, quando Archibald (1933) publicou seu trabalho com Balanites
aegyptica, nativa do deserto do Sudéo. Estudos de laboratorio e de campo demonstraram que
os frutos dessa espécie apresentam-se como uma alternativa eficiente para o controle da
esquistossomose com propriedades toxicas frente a caramujos do género Planorbis, miracidio
e cercarias de Schistosoma spp. No Brasil, o primeiro estudo utilizando B. glabrata iniciou
com o0s extratos aquosos do caule de Serjania spp. e dos frutos de Sapindus saponaria sendo
conhecidas popularmente como cipé-timbd e saboneteira, respectivamente e sua acdo fet
atribuida a presenca de saponinas nestes vegetais (PINTOS; ALMEIDA, 1944).
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Tendo em vista os efeitos promissores de extratos vegetais como moluscicida, foi
realizada uma busca nas fontes de dados Science Direct, PUBMED e Google Scholar através
do cruzamento dos descritores “plant extract”, “molluscicide activity”, “snail”, “Biomphalaria
glabrata” e “schistosomiasis”, limitando-se a busca aos ultimos 20 anos (2001-2021) para
artigos publicados em inglés cuja tematica abordavam avaliacdo em diferentes estagios
evolutivos de B. glabrata e ao agente infeccioso da esquistossomose bem como sua
ecotoxicidade ambiental. Como observado na Tabela 1, 15 artigos englobaram os critérios de
selecdo e neles 38 espécies vegetais foram exploradas como moluscicida. Com relacdo a parte
boténica, as folhas (33%), partes aéreas (14%), raizes (13%) e cascas (13%) foram as partes
mais utilizadas. Quanto aos tipos de extratos, o etandlico (62%), metandlico (17%) e
hidroalcodlico (12%) se destacaram e os constituintes majoritarios foram flavondides (17%),
alcaldide (15%), taninos condensados (9%) e esteroide (9%). Poucos estudos avaliaram o
efeito embriotdxico, limitando-se apenas ao caramujo adulto. Além disso, apenas um trabalho
avaliou o efeito frente a cercérias S. mansoni. Embora uma diversidade de espécies vegetais
tenha sido reconhecida como moluscicida, observa-se que 0 conhecimento sobre sua

toxicidade ambiental frente a organismos nédo alvos ainda é limitado.



Tabela 1 - Estudos realizados nos Gltimos 20 anos com extratos de plantas como agente moluscicida frente a caramujo Biomphalaria glabrata.

Referéncia Preparacdo do extrato Moluscicida Cercari Ecotoxicidade
N° Ano Espécie vegetal Parte  Tipode  Principais x Caramuyj Artemia ~ Danio
Autor . . Embrides . .
utilizada extrato constituintes 0 adulto salina rerio
1 200 Glinus oppositifolius ED, EM - - X - - -
Diallo et al. Ostryoderris Pl
1 .. EM - - X - -
stuhlmanii
Stryphnc_)dendron F.C EE TC, FL i X ) i
adstringens
Stryphnodendron F.C EE TC, FL i X ) i
polyphyllum
Dimorphandra
2 Bezerra et al. 2(2)0 mollis F.C EE FL,CU, TC ) X ) )
Caryocar F.C EE TC, TH, FL, ) X i ;
brasiliensis TE
Eugenia dysenterica F,C EE e, FALC e - X - -
Annona crassiflora C EE FL, TC - X - -
Annona muricata F EE FL, XA, ES X X X -
. .. FL, XA, ES,
3 Luna et al. 220 Marsdenia altissima CM EE R X X X -
Caesalpinia AF, FL, XA,
echinata M EE HE, TR X X X )
Solanum agrarium F,FR,R EE,EM AL - X - -
200 Solanum jabrense R, PA, EE, EM AL - X - -
4 Silva et al. 5 Solanum megalonyx PA EE, EM AL - X - -
Solanum melissarum R EE AL - X - -
Solanum paludosum PA EE AL - X - -
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Solanum
. 200 paraibanum PA,F, 23 AL X
4 Silva et al. 6 Solanum
) R EE AL X
stipulaceum
5 Santos et al. 200 Eupho_rb|a F EP - X
7 conspicua
6 Naressi et al. 2(2)1 Ficus radicans F EE X
Jatropha mollissima F, CC,R EE - X
Mimosa tenuiflora  F, CC, R EE - X
Croton moritibensis F, PA EE - X
Scoparia dulcis PA EE - X
7 Santos et al. Zgl He(lzlﬁ;[;roes v(;a_lutlna PA EE - X
pocium PA EE - X
ambrosioides
Pommgnel_la F.CC., R EE : X
pyramidalis
Hyptis pectinata PA EE - X
8 Rapado et al. 231 Piper tuberculatum R, F, FR EM - X
. 201 . .
9 Silva et al. 3 Moringa oleifera S PS - X
Pereira Filhoet 201 Jatropha CA, SA, TR,
10 al. 4 gossypiifolia O PR BH A T ES X
11 Rocha-Filhoet 201 Moringa oleifera FL EA 5 s L X
al. 5 XA
12 Saetal. 201 Anadenanthera C EM  TA AC,FE X
6 colubrina
13 Faria et al. 201 Manilkara F EH MI, QE, AU X
8 subsericea
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Avicennia F,CC  EH ES, CU . X - - -
schaueriana
14 Mendesetal. 2018 Laguncularia F. CC EH [ ; X - i )
racemosa ES, CU
. TA, SA, AL,
Rhizophora mangle F, CC EH TR ES, CU - X - - -
_ . FE, FL HA,
15 Silva et al. 2020a  Persea americana CC EE CU. TA X X - - -

Parte utilizada: F: folhas, FR: frutos, R: raiz, C: casca, CM: casca da madeira, M: madeira, CC: casca do caule, FL: flor, PA: parte aérea, S: sementes, PI: planta inteira.

Tipo de extrato: EA: extrato aquoso, EE: extrato etandlico, EH: extrato hidroalcodlico, EM: extrato metandlico, EP: extrato polar, PS: p6 das sementes, ED: extrato

diclorometano. Constituintes encontrados: CU: cumarina, FL: flavondides, TE: terpendides, AF: &cido fendlico, TC: tanino condensado, TH: tanino hidrolisado, SA:

saponinas, XA: xatonas, TA: tanino, TR: triterpendides, AL: alcal6ide, CA: catequina, ES: esteréide, FE: fendis, HE: heterosidios, MI: mirecitina, QE: quercetina, AV:

acido ursolico, HA: heterosideos de antraquinonas, AC: agucares.
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2.5 TESTES ECOTOXICOLOGICOS
2.5.1 Ensaio com Artemia salina

O género Artemia (Crustacea, Anostraca) compreende seis espécies sexuais (A.
urmiana, A. tibetiana, A. sinica, A. salina, A. persimilis e A. franciscana), no quais
apresentam caracteristicas comuns como adaptabilidade a amplas faixas de salinidade (5-250
g L) e temperatura (6-35 °C), ciclo de vida curto, reproducéo bissexual/partenogenética
(com producdo de nauplios ou cistos), tamanho corporal pequeno e recursos nutritivos
variados (NUNES et al., 2006; GAJARDO; BEARDMORE, 2012).

O corpo desses crustaceos é formado por cabeca, olhos compostos, labio, antenas,
mandibulas, maxilas, térax contendo 11 segmentos, enquanto o abdémen é composto por oito.
Os dois segmentos abdominais anteriores sdo frequentemente referidos como segmentos
genitais e destes, 0 primeiro carrega 0s gonopodes, responsavel pelo Gtero da fémea ou as
penes emparelhadas do macho. Todo o corpo é coberto por um exoesqueleto fino e flexivel de
quitina, a qual os musculos sdo fixados internamente (CRIEL; MACRAE, 2002; DHONT et
al., 2013).

O ciclo de vida (Figura 14) inicia-se quando fémeas gravidas produzem filhotes por
meio das vias ovoviparos (nduplios nadadores livres) ou oviparos (estagio dormente)
(MUNTEANU, 2011; WEN-MING et al., 2013). Os cistos dormentes estdo inicialmente em
diapausa, seguindo as condi¢es ambientais e mudancas enddgenas fazendo com que o
embrido entre em um estado quiescente, que € entdo preparado para incubacdo em condicdes
adequadas (MA et al., 2013; IRYANI et al., 2020; MARDEN; BROWN; BOSTEELS, 2020;
SELLAMI; NACEUR; KACEM, 2021). Apbs a eclosdo, os nauplios passam por varios
estagios até atingir a fase adulta madura (MARDEN; BROWN; BOSTEELS, 2020).

Dentre as espécies mencionadas, A. salina tem se destacado na literatura pela sua
ampla aplicacdo em testes ecotoxicoldgicos frete a moléculas obtidas de fontes vegetais
(LUNA et al., 2005; ROCHA-FILHO et al., 2015; SA et al., 2016) ou outros compostos
(nanomateriais, microplasticos e/ou metais idnicos) (MADHAYV et al., 2017; WANG et al.,
2017; DANABAS et al., 2020). Dessa forma, os estudos laboratoriais consistem na exposi¢ao
dos néuplios por cerca de 24-48 horas (fases 11 ou I11) em diferentes concentra¢fes da amostra
analisada para a observacdo do numero de organismos mortos ao final do periodo de
exposicdo (PACHECO et al., 2021). Com isso, a utilizagdo dessa espécie torna-se vantajosa,

tendo em vista que 0 ensaio € préatico, apresenta baixo custo e os resultados sdo capazes de ser
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produzidos rapidamente (RUEBHART; COCK; SHAW, 2008; FREIRES et al., 2017). Além
disso, os cistos sdo encontrados comercialmente e ndo precisam de aprovacao ética, tendo em
vista que sdo invertebrados (KHABIB et al., 2022).

Figura 14 - Ciclo de vida da Artemia.
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Fonte: https://learn.genetics.utah.edu/content/gsl/artemia/
2.6 GENERO Parkia

Parkia pertence a um género botanico com aproximadamente 35 espécies
reconhecidas em trés secOes taxondomicas (Parkia, Platyparkia e Sphaeroparkia), sendo
amplamente distribuidas em florestas tropicais e savanas na América do Sul e Central, Africa-
Madagascar e regido Indo-Pacifico (LUCKOW; HOPKINS, 1995; LUCKOW, 2005;
OLIVEIRA et al., 2021). No Brasil, a bacia amazbnica é a regido com maior riqueza de
especies e diversidade morfologica para esse género, contendo 54% das espécies conhecidas,
sendo representada por arvores ou arbustos de grande porte (3 a 45 m) (HOPKINS, 1983,
1986; OLIVEIRA et al., 2021).

Na medicina popular, diferentes partes de Parkia s&o utilizadas na forma de pasta ou
decoccéo para o tratamento de diabetes (MONDAL et al., 2013), doencas relacionadas a pele,
como eczema, Ulceras, sarampo, lepra, ferida, dermatite, varicela, sarna e micose
(SRISAWAT; SUVARNASINGH; MANEENOON, 2016; SINGH, 2019), na tosse e
bronquite grave (KOUADIO et al., 2000; FOTIE et al., 2004; ONG; ZUKI; MILOW, 2011).

Quanto a composicdo quimica, maior atencdo tem sido atribuida as espécies P. biglobosa, P.
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speciosa, P. timoriana, P. bicolor, P. clappertoniana, P. discolor, P. roxburghii, P. filicoidea,
P. pendula, P. platycephala e P. javanica das quais é possivel isolar fenois, flavondides,
acucares, proteinas, acidos graxos, taninos, terpendides, esterdides, saponinas, alcaldides,
glicosideos e antraquinonas (Figura 15) (CAVADA et al.,, 2020; SALEH et al., 2021).

Com relacdo aos efeitos bioldgicos, esses metabdlitos foram reconhecidos por
apresentarem atividades antioxidade (BUATHONGJAN et al., 2020; DUBEY et al., 2020),
antimicrobiana (RAVICHANDRAN et al., 2019; AGUDA; LATEEF, 2021), antibacteriano
(AKPOR et al., 2021; DABIRE et al., 2021), antidiabético (EKPERIKPE; OWOLABI;
OLAPEJU, 2019), antiinflamatério (IBRAHEEM et al., 2022) e moluscicida (LEMIICH et
al., 1996).

Figura 15 - Constituintes quimicos identificados em espécies do género Parkia.

Acido cafeico Catequina

Acido clorogénico Acido feralico

Acido p-cumarico Quercetina Kaempferol
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Crisina Luteolina Miricetina

Fonte: O autor (2022).

2.7 Parkia pendula

Parkia pendula ¢ conhecida popularmente como “visgueiro”, pertencendo a Familia
Fabaceae e Subfamilia Mimosoideae com distribuicdo na regido Norte (Acre, Amazonas,
Amap4, Pard, Rondbnia, Roraima, Tocantins), Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo,
Paraiba, Pernambuco, Piaui, Sergipe), Centro-Oeste (Mato Grosso) e Sudeste (Espirito Santo)
(Figura 16A) (LORENZI, 2002; OLIVEIRA; HOPKINS, 2020b). Caracteriza-se por ser uma
arvore de grande porte (Figura 16B), copa larga e plana, casca avermelhada, folhas grandes e
foliolos finos (Figura 16C), flores férteis na porcdo média e basal (Figura 16D) e os frutos
vagens glabros e ndo lenhosa (10-25 sementes/vagem) (Figura 16E) envolta por uma
substancia viscosa chamada de goma ou resina (Figura 16F) e suas sementes viaveis
anualmente (Figura 16G) (SALMAN et al., 2008; SAMBUICHI et al., 2009; OLIVEIRA et
al., 2021).

Estudos tém comprovado a presenca de compostos e algumas propriedades
bioldgicas das diferentes partes de P. pendula, tais como:

a) Folhas - O extrato apresenta trés aleloquimicos denominados acido 3,4,5-
trimetoxibenzdico, acido 3,4-dimetoxibenzoico e Blumenol A com baixo efeito inibitério na
germinacdo de sementes e efeito alelopatico dependente da concentragdo (SOUZA-FILHO;
FONSECA; ARRUDA, 2005).

b) Goma - O polissacarideo encontrado apresenta alto peso molecular e viscosidade,
com proteinas e percentuais de carboidrato elevado contendo galactose, arabinose, acido
glucurénico e acido 4-O-metilglucurdnico na sua composi¢do (ANDERSON; PINTO, 1985).
A capacidade adesiva desse carboidrato e sua utilizagdo como fonte alimenticia para
diferentes espécies de vertebrados tém sido relatadas (PERES, 2000; PIECHOWSKI,
GOTTSBERGER, 2009). Além disso, demonstrou ser uma matriz polissacaridica magnetica
promissora para a imobilizacdo da lectina Concanavalina A e sua aplicacdo permite facil

recuperacio no campo magnético (REGO et al., 2014).
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c) Sementes - A partir do extrato salino (NaCl 0,15 M), fracionamento com sulfato
de aménio e cromatografia de afinidade foi possivel obter uma lectina denominada PpeL
(CORIOLANO et al., 2010). Esta foi utilizada na cristalizacdo por método de difracdo de
raio-X (LOMBARDI et al., 1998), marcador histoquimico na diferenciacdo de tumores
meningotelial e diagndstico clinico-patolégico (BELTRAO et al., 2003), infectividade por
citomegalovirus humano, demonstrando ser uma alternativa para o desenvolvimento de droga
antiviral (FAVACHO et al., 2007), caracterizacdo morfoldgica de células animais normais e
transformadas, principalmente tumor venéreo transmissivel, auxiliando na formacdo do
diagndstico clinico (RODRIGUES et al., 2008) e efeitos significativos no processo de reparo
de feridas cutdneas em camundongos saudaveis e imunossuprimidos (CORIOLANO et al.,
2014). Recentemente, Carneiro et al. (2020) sequenciou os aminoacidos e a estrutura
tridimensional da PpeL. demonstrando que o extrato salino e a lectina pura apresentam massa
molecular de 47 kDa, atividade hemaglutinante a varios agucares, incluindo manose, a-metil-
D-manopiranosideo, glicose e N-acetil-D-glucosamina, com sua estrutura primaria contendo
447 residuos de aminoacidos e trés locais de glicosilacdo na sequéncia. Além disso, as
preparacfes estudadas apresentaram efeito inibitério no desenvolvimento de Leismania

infantum.

Figura 16 - Distribuicdo geogréafica no Brasil e as principais partes de Parkia pendula.

Folha Sementes

Fonte: O autor (2022).
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2.8 LECTINAS DE PLANTAS

As plantas sdo constituidas de metabolitos primarios e secundarios, sendo o primeiro
desempenhando fungbes essenciais como crescimento e/ou desenvolvimento, enquanto o
segundo esta direcionado com as relagBes interespecificas € no mecanismo de acéo
(HARTMANN, 2007; FERNIE; PICHERSKY, 2015; ERB; KLIEBENSTEIN, 2020). Dentre
0s componentes primarios, destacam-se as lectinas, caracterizadas como uma classe de
proteinas com alto grau de especificidade para reconhecer varias estruturas de carboidratos e
formar ligacdes reversiveis ap6s interacdo com complexos de glicoconjugados (LAM; BUN
NG, 2011; MISHRA et al., 2019; TSANEVA; VAN DAMME, 2020; CONINCK; DAMME,
2021).

Tendo em vista a sua diversidade, as lectinas sdo consideradas de grande importancia
na interagdo patdgeno-hospedeiro, desenvolvimento, sinalizagdo celular e comunicacéo
célula-célula, além de fornecer protecdo as plantas contra microorganismos fitopatogénicos,
insetos e animais predadores (BOHLOOL; SCHIMIDT, 1974; SHARON; LIS, 2004;
LANNOO; VAN DAMME, 2014). Além disso, sdo classificadas em merolectinas (um unico
dominio de ligacdo a carboidratos), hololectinas (pelo menos dois dominios de ligacdo a
carboidratos idénticos e semelhantes), quimerolectinas (combinacdo de um dominio de lectina
ligado a pelo menos outro dominio de proteina) e superlectinas (possui dois dominios de
ligacdo a carboidratos ndo idénticos que reconhecem aclcares estruturalmente diferentes)
(PEUMANS; VAN DAMME, 1995; MISHRA et al., 2019; KATOCH; TRIPATHI, 2021).

Uma variedade de lectinas podem ser extraidas das mais diversas partes dos vegetais,
destacando as sementes (NUBI et al., 2021; SANTOS et al., 2021; VERAS et al., 2022),
raizes (WANG; NG, 2006; SOUZA et al., 2011; KABIR et al., 2021), folhas (GOMES et al.,
2013; RAMOS et al., 2020; DAS et al., 2021) e frutos (SINGHA; ADHYA; CHATTERJEE,
2007; ZUBCEVIC; FOCAK; SUIJEVIC, 2018). Na literatura, atividades biologicas como
antiviral (MAKHOLOUF et al., 2013; GORDIM et al., 2019; CAMARGO et al., 2020),
antibacteriana (KRISNAVEI; KAVIPRIYA; KAYASUDHA, 2020; MURUGESAN;
GUNASAGARAN, 2021; TAMILARASAN et al., 2021), antifingica
(CHARUNGCHITRAK et al., 2011; SINGH; SINGH; KAMBOJ, 2017; SILVA et al., 2018),
inflamatéria (OLADOKUN et al., 2019; PIRES et al., 2019; SANTOS et al., 2020) e
moluscicida (SANTOS et al., 2010; ALBUQUERQUE et al., 2014; SANTANA et al., 2020)

tém sido encontradas.
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A contribuicéo das lectinas de origem vegetal com atividade moluscicida foi relatada
pela primeira vez em 2010, em que as espécies Canavalia brasiliensis, Cratylia floribunda,
Dioclea guianensis, Dioclea grandiflora e Dioclea virgata apresentaram toxicidade frente a
caramujos adultos B. glabrata (SANTOS et al., 2010). Desde entdo, outras pesquisas
reportaram a toxicidade sobre diferentes estdgios de desenvolvimento desse caramujo,
destacando que preparacdes e/ou lectina isolada podem ser uma alternativa para a pesquisa
por novos candidatos moluscicida e consequentemente no controle da esquistossomose (VAZ
et al., 2010; SILVA; VARGAS; BAPTISTA, 2013; ALBUQUERQUE et al., 2014;
SANTANA et al., 2020).

Uma vez que, as aplicagfes bioldgicas reportadas para as sementes de P. pendula
foram direcionadas apenas para a lectina isolada, e sabendo que extrato e fracGes enriquecidas
podem apresentar resposta ao alvo bioldgico e da vantagem do ponto de vista de custos no
processo de purificacdo e isolamento de lectinas, o presente estudo tem como objetivo avaliar
a toxicidade das preparacOes (extrato salino e fracdo enriquecida) das sementes de P. pendula
sobre diferentes estagios de desenvolvimento de B. glabrata (embrides e caramujos adultos),
parametros reprodutivos (fecundidade e fertilidade) e sobrevivéncia, citotoxicidade e
genotoxicidade, além de analisar atividade cercarecida de S. mansoni e sua ecotoxicidade
ambiental utilizando o bioindicador Artemia salina.
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3 RESULTADOS

3.1 ARTIGO 1- TOXIC, CYTOTOXIC AND GENOTOXIC EFFECT OF SALINE
EXTRACT AND FRACTION OF Parkia pendula SEEDS IN THE DEVELOPMENTAL
STAGES OF Biomphalaria glabrata (SAY 1818 — INTERMEDIATE HOST) AND
CERCARICIDE  ACTIVITY  AGAINST THE INFECTIOUS AGENT OF
SCHISTOSOMIASIS

RESUMO GRAFICO
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: This study describes for the first time the effect of saline extract and Parkia pendula seed fraction on Biomphalaria

Parkia pendula preparations glabrata adult embryos and molluscs well as the reproductive parameters (fecundity and fertility) and survival, in

Mollusci(‘id'e. addition to cytotoxicity and genotoxicity through the profile of blood cells after exposure to sublethal concen-

E:;z;):;’itzxmuy trations. Furthermore, we analyzed the action of both preparations against the cercariae of Schistosoma mansoni

Fertility and their environmental safety using the bioindicator Artemia salina. The saline extract and fraction showed toxic

Hemocytes effects for embryos (CLgg of 464.25, 479.62, 731.28, 643.28, 408.43 and 250.94, 318.03, 406.12, 635.64, 1.145
mg/mlL, for blastula, gastrula, trocophore, veliger and hippo stage respectively), adult snails after 24 h of
exposure (CLgg of 9.50 and 10.92 mg/mL, respectively) with increased mortality after 7 days of observation and
significant decrease (p <0.05; p < 0.01 and p < 0.001) in egg mass deposition. At sublethal concentrations, an
increase in quantitative and morphological changes in hemocytes was observed, and in the genotoxicity/comet
assay analysis, varying degrees of nuclear damage were detected. In addition, the saline extract showed changes
in the motility of the cercariae, while the fraction howed toxicity from a concentration of 1.0 mg/mL. The saline
extract showed toxicity to A. salina at the highest concentrations (3.0, 4.0 and 5.0 mg/mL), while the fraction did
not show ecotoxicity. Thus, the saline extract and fraction was promising in combating schistosomiasis by
eliminating the intermediate host and causing alterations and/or mortality to the infectious agent.

1. Introduction people worldwide, of which only 105.4 have been treated (World Health
Organization, 2021). In Brazil, the disease is caused by the species

Schistosomiasis, a neglected infectious-parasitic disease caused by Schistosoma mansoni, with endemicity in 19 of the 27 Brazilian states; it
flukes of the genus Schitosoma spp. affects an estimated 236 million is estimated that 1.5 million people are infected with S. mansoni and
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another 25 million live at risk of infection with a higher concentration in
the Northeast Region of the country (Brazil, 2014; Martins-Melo et al.,
2014; Paz et al., 2021).

Molluscs of the genus Biomphalaria spp. are intermediate hosts in the
transmission of S. mansoni and one of the main strategies in interrupting
the transmission of infectious agents is their population control (Roll-
inson et al., 2013). Biomphalaria glabrata has a wide distribution on the
Brazilian coast, and is susceptible to infection with all strains of
S. mansoni, which causes thousands of cercariae daily released into the
aquatic environment (Carvalho et al., 2018; McManus et al., 2018). In
addition, B. glabrata has been used as an experimental model due to its
wide geographic distribution and properties that allow its use in the
laboratory, as an environmental indicator, where it is possible to analyze
different changes, whether in its reproductive capacity and survival of
adult snails and/or embryos, in addition to cellular and structural DNA
modifications that can be quantified (Coustau et al., 2015; Siqueira
et al., 2020; Aratjo et al., 2021).

Currently, the use of the molluscicide niclosamide (Bayluscide®) has
been recommended by the World Health Organization as a strategy to
combat schistosomiasis (World Health Organization, 2017). However,
although this synthetic compound is efficient in eliminating the snail, it
has a high production value, secondary effects such as bioaccumulation
and high toxicity to non-target animals such as fish, amphibians and
plants (King and Bertsch, 2015; Wilkie et al., 2019; Leak et al., 2020). In
this context, the search for new molluscicides, which act more selec-
tively for intermediate hosts and eco-friendly, becomes necessary.

Parkia pendula (Subfamily Mimosoideae) is a plant found in Brazilian
regions and commonly used in the recovery of degraded areas, for its
rapid growth, nitrogen fixation in the soil and for attracting wild animals
(Flora do Brasil, 2019). Seeds of P. pendula contain a lectin called PpeL,
obtained from the extract with saline solution (NaCl 0.15 M), fraction-
ation with ammonium sulfate (0-60%) and affinity chromatography
(Sephadex G-75) (Coriolano et al., 2010). PpeL has biological applica-
tions such as tumor cell marker (Beltrao et al., 2003; Rodrigues et al.,
2008), viral infection reduction (Favacho et al., 2007), skin wounds
(Coriolano et al., 2014) and leishmanicide (Carneiro et al., 2020).

The use of molluscicide candidates or agents may present different
responses to molluscs, leading to alterations in their homeostasis in
which they need to be evaluated (Aratijo et al., 2021). Thus, adverse
effects and homeostatic alterations in B. glabrata exposed to saline
extract and fraction have never been investigated. Therefore, the present
study aimed to evaluate the saline extract and fraction of P. pendula
seeds on different developmental stages of B. glabrata (adult embryos
and molluscs), reproductive parameters (fecundity and fertility) and
survival, in addition to cytotoxicity and genotoxicity through the profile
of blood cells/immune aspects after exposure to sublethal concentra-
tions. Finally, to evaluate both P. pendula preparations on S. mansoni
cercariae  and  their  environmental safety using the
bioindicator/non-target organism Artemia salina.

2. Materials and methods
2.1. Plant

Seeds of P. pendula were collected in Novo Lino (8°5834.95S, 35°,
4029.2W), Alagoas, Brazil. An exsiccate of the species (n° 92516) is
deposited in the Herbarium Dardano de Andrade Lima (IPA), of the
Instituto Agronomico de Pernambuco, Brazil.

2.2. Animals

The specimens of B. glabrata snails used in this study were de-
scendants of specimens collected in the Sao Lourenco da Mata River
(Pernambuco, Brazil) and kept in the mollusk of the Departamento de
Biofisica e Radiobiologia of the Centro de Biociéncias of the Uni-
versidade Federal de Pernambuco. The snails were kept in aquariums
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with dechlorinated filtered water (temperature: 25 + 3 °C; pH: 7.0) on a
light/dark cycle (12:12 h), separated with shell diameter ranging from 8
to 14 mm and fed ad libitum daily with lettuce leaves (Lactuca sativa).

2.3. Preparation of saline extract and fraction

The saline extract and fraction were obtained as previously described
by Coriolano et al. (2014), with modifications. Seeds collected from
P. pendula were washed with running water and then with distilled
water, dried in an oven (37 °C) with air circulation and crushed in a mill.
The powder (15 g) was suspended in 0.15 M NaCl for 12 h at 4 °C under
magnetic stirring. Subsequently, the suspension was filtered, centri-
fuged (12,000 rpm, 15 min, 28 °C) and the supernatant dialyzed (mol-
ecules smaller than 10.000 Da, 48 h), re-centrifuged and lyophilized to
obtain the extract. The proteins present in the extract were precipitated
with 0-60% ammonium sulfate (4 h) and after centrifugation (12,000
rpm, 15 min, 28 °C) the precipitate collected, dialyzed (membrane
10.000 Da, 5 h) against distilled water and then with 0.15 M NaCl and
lyophilized to obtain the fraction.

2.4. Evaluation of compounds in saline extract and fraction

Qualitative analysis for the recognition of secondary metabolites
present in the saline extract and fraction were Performed by thin layer
chromatography (TLC) and the phytochemical screening developed ac-
cording to Wanger and Bladt (1996) for the presence of cinnamic de-
rivatives, flavonoids, hydrolyzable and condensed tannins, coumarins,
terpenes/steroids, saponins, anthracenes, sugars and alkaloids. Analysis
by high performance liquid chromatography (HPLC) was performed
according to the protocol described by Oliveira et al. (2018).

Protein concentration was determined according to the method
described by Lowry et al. (1951) using bovine serum albumin as a
standard (0.05-05 pg/ml). The presence of lectin in the saline extract
and fraction was determined by analyzing the hemagglutinating activity
(HA) according to the method described by Paiva and Coelho (1992).
Sample aliquots (50 pL) were serially diluted in 0.15 M NaCl in micro-
titer plates. Then, a suspension (50 pL; 2.5% v/v) of
glutaraldehyde-treated rabbit erythrocytes in 0.15 M NaCl was added to
each well and the plate incubated (27 °C; 45 min). A hemagglutination
unit was defined as the reciprocal value of the highest sample dilution
that promoted total agglutination of erythrocytes. Specific HA (SHA)
was defined as the ratio between HA and protein concentration
(mg/mL). The concentration of total sugars was determined according to
the method described by Dubois et al. (1956) using D-galactose as a
standard.

2.5. Bioassay in embryonic stages of B. glabrata

The evaluation of embryotoxicity was performed according to the
method described by Aratijo et al. (2018a). Briefly, in aquariums con-
taining B. glabrata snails, colorless polyethylene plastics (10x10 cm)
were added in which the mollusks ovipositioned. Afterwards, eggs were
collected, selected and analyzed under a stereoscopic microscope (Wild
M3B, Heerbrugg, Switzerland) according to the criteria established by
Kawano et al. (1992). In a petri dish, groups (100 embryos) were
separated for the blastula (0 - 15th h), gastrula (24th - 39th h), troco-
phore (48th - 87th h), veliger (96th - 111th h) and hippo stage (144th to
168th h) and exposed to saline extract solution and fraction at different
concentrations (0.0125, 0.025, 0.5, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 and 1.0
mg/mL), dechlorinated filtered water (negative control) and niclosa-
mide (1.0 ug/mL; positive control). After 24 h of exposure, the embryos
were washed and replaced in plates containing dechlorinated filtered
water and observed for seven days until hatching. At the end of the
bioassay, the embryos were classified as viable (normal) and non-viable
(malformed and dead). Two experiments were carried out indepen-
dently and in triplicate, totaling 600 embryos per concentration and
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embryo stage.

2.6. Toxicity bioassay in adult B. glabrata snails and effect on fertility
and fecundity

The molluscicide trial was carried out in accordance with the
guidelines of the World Health Organization, 1965. Snails (n = 10) were
selected (diameter: 10-14 cm), analyzed for sexual maturity and placed
in containers (60 mL) with different concentrations of saline extract and
fraction (1.0, 2.0, 3.0, 4.0 and 5.0 mg/mL), dechlorinated filtered water
(negative control) and niclosamide (1.0 ul/mL; positive control) for 24 h
(25 + 3 °C). Then, the snails were washed, transferred to containers with
dechlorinated filtered water, fed with lettuce leaves and observed daily
for seven consecutive days for mortality. The mollusks were classified as
dead when they presented absence of movement, hemolymph release,
retraction and discoloration of the shell. Two independent experiments
were carried out in triplicate, using 210 snails per treatment.

The effect of saline extract and fraction on fertility and fecundity of
B. glabrata were performed using eggs deposited by snails that survived
after exposure to different concentrations (1.0-5.0 mg/mL) of the
preparations. Embryos were recorded for seven consecutive days, star-
ted after 24 h of exposure, and analyzed until complete hatching in the
negative control group (dechlorined filtered water). After hatching, the
embryos were counted and classified as viable (normal) and unviable
(malformed and dead) (Aratjo et al., 2021).

2.7. Evaluation of cytotoxicity in B. glabrata hemocytes

Snails (n = 10) were exposed to different sublethal concentrations of
the saline extract (1.0 and 2.0 mg/mL) and fraction (1.0, 2.0, 3.0 and
4.0 mg/mL) for 24 h. After exposure, the snails were placed in containers
with dechlorinated filtered water for another 24 h. As a negative control,
dechlorinated filtered water was used. Of the surviving molluscs (three
per concentration), they were randomly selected for hemolymph
collection and analyzed for hemocyte morphology and quantification.

Morphological analysis was performed according to the method
described by Pavlica et al. (2000) and Siqueira et al. (2020), Hemo-
lymph (100 pl) were collected and deposited on microscopic slides and
then added ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) in Ringer’s solution
(10 mM) and stored in a humid chamber (40 min). Cells were fixed with
glutaraldehyde (200 pl; 10 min) in 1% Ringer’s solution (v/v) and then
washed with Ringer’s solution and stained with 5% Giemsa (5 min).
Hemocytes (n = 1000 cells/group) were analyzed under an optical mi-
croscope (Leica DM1000), with a 100x objective and in triplicate.

2.8. Genotoxicity assessment by comet assay

The alkaline comet assay was performed as described by Singh et al.
(1988), with modifications. B. glabrata snails exposed to saline extract
(1.0 and 2.0 mg/mL), fraction (1.0, 2.0, 3.0 and 4.0 mg/mL) or dech-
lorinated filtered water had his hemolymph collected (100 pL) and ho-
mogenized in low melting point agarose (1:1). Immediately, this
homogenate was placed on a microscope blades, previously covered
with a layer of normal melting point agarose (1.5%) dissolved in PBS
(pH 7.4), covered with a cover slip and kept at 4 °C (10 min). After
solidification, the coverslips were removed and the blades incubated in
lysis solution (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton-X 100
and 10% DMSO, pH 10.0) for 12 h (4 °C). After lysis, the blades were
placed in a horizontal electrophoresis vat containing an alkaline buffer
solution, pH 13.0 (1 mM EDTA and 300 mM NaOH), for 20 min. Sub-
sequently, electrophoresis was started for 20 min (4 °C) at 0.74 V/em
and 300 mA. At the end, the blades were neutralized with 0.4 M Tris-HCI
buffer (pH 7.5; 15 min) fixed in absolute alcohol (10 min), dried at room
temperature and stored at 4 °C for further analysis.
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2.9. Fluorescence microscopy analysis

The blades were analyzed using a fluorescence microscope (Nikon
H550L) with the following parameters: 400x magnification, excitation
filter: 450-490 nm, emission filter: 500-550 nm and barrier filter: 495
nm. To stain the blades, a SYBR safe solution (Invitrogen) (50 pL; 1:500)
was used and the DNA damage of the hemocytes was visually assessed
according to the parameters established by Collins et al. (2008). A
hundred nucleoids were counted for each replicate, totaling 400 nu-
cleoids, which were classified into 5 categories of DNA damage (0, 1, 2, 3
and 4), depending on the extent of damage. Category 0 indicates that no
damage occurred, while categories 1 to 4 indicate increasing levels of
damage to the genetic material. To assess the degree of DNA damage, the
Damage Index (ID) and the Damage Frequency (FD%) were used as
parameters. The ID was calculated according to the formula: ID =
0 (number of comets category 0) + 1 (number of comets category 1) + 2
(number of comets category 2) + 3 (number of comets category 3) + 4
(number of comets category 4). The FD% was calculated as the per-
centage value of all comets with DNA damage (category 1 —4) in relation
to the total number of comets (categories 0 — 4), according to the
formula:

D% [(Total number of comets — N* of category 0 comets)100]
% —

Total number of comets

2.10. Activity on cercariae of S. mansoni

The evaluation of toxicity in cercariae of S. mansoni was carried out
according to the method described by Silva et al. (2019). Adult
B. glabrata snails infected with S. mansoni (strain Belo Horizonte, Brazil)
were placed in Becker (400 mL), submerged in distilled water (100 mL)
and exposed to artificial light (60 W; 2 h) to eliminate cercariae. A
suspension of approximately 100 cercariae were kept in a watch glass
and exposed to saline extract and fraction at different concentrations
(1.0, 2.0, 3.0, 4.0 and 5.0 mg/mL). For negative and positive controls,
dechlorinated filtered water and niclosamide (1.0 pg/mL), respectively,
were used. The test was carried out in triplicate and the lethality of the
cercariae was observed at intervals of 15, 30, 60 and 120 min after
exposure to saline extract and fraction with the aid of a stereomicro-
scope (Lumen, Model 5289). During the intervals, the cercariae were
evaluated for the following parameters: complete elimination of
cercariae (+++), elimination of more than 50% of cercariae (++),
elimination of less than 50% of cercariae (+) and absence of lethality (-).

2.11. Ecotoxicity assessment using the Artemia salina bioindicator

A. salina cysts were placed in a beaker (500 mL) containing filtered
natural seawater (pH 8.0) under constant aeration (25 °C + 3) for 48 h
for the cysts to hatch and release the larvae. Afterwards, the larvae (n =
10) were placed in test tubes (5 mL) with saline extract solutions and
fraction at different concentrations (1.0, 2.0, 3.0, 4.0 and 5.0 mg/mL).
For the negative and positive controls, filtered natural seawater and
niclosamide (1.0 ug/mL), respectively, were used. Exposure was carried
out for 24 h, and later, the mortality rate was recorded using a stereo-
microscope (Aratjo et al., 2018b).

2,12, Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism software
version 8.0 for Windows (San Diego, California, USA). All data were
tested for normal distribution using the Shapiro-Wilk test. Analysis of
variance (ANOVA), Student and Bonferroni test, where results with
significance at p<0.05 were considered significant. The lethal concen-
trations (CL) required to kill 10%, 50% and 90% of B. glabrata embryos
and adult snails were calculated by Probit analysis with 95% confidence
interval using StatPlus® 2009 software (Soft Analyst, Vancouver, BC,
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Canada).

3. Results and discussion

3.1. Chemical constituents present in the saline extract and fraction

The recognition of secondary metabolites in the saline extract
showed only the presence of reducing sugars, while the fraction did not
reveal any metabolite in TLC. The calculated sugar content was 0.86
mg/mL. Both preparations were subjected to HPLC analysis, but no
peaks were found in the chromatogram. The saline extract had a protein
concentration of 5.1 mg/mL, HA of 64 and SHA of 12.54. On the other
hand, the fraction contained 0.91 mg/mL of protein, 128 HA and 140.65
SHA, revealing that both preparations had lectin. Corroborating our
results, the studies by Gan and Latiff (2011), Oliveira et al. (2018) and
Buathongjan et al. (2020) found carbohydrates and proteins as the main
bioactive molecules in the extract.

3.2. Toxicity to embryonic stages of B. glabrata

The saline extract and the fraction demonstrated a dose-dependent
effect on sensitivity according to the developmental of B. glabrata em-
bryos. Table 1 details the embryotoxic activity of both preparations in
the embryonic stages, correlating the different concentrations applied to
their respective stages. It is observed that the unfeasibility rate for the
stages after exposure at concentrations of 0.0125 to 0.5 mg/mL ranged
from 11.67% to 79.57% and 17.33% to 63% for the saline extract and
fraction, respectively. Furthermore, similar to the positive control
(niclosamide), 100% of unfeasibility was shown for the saline extract at
a concentration of 0.8 mg/mL in the blastula and gastrula stages and 1.0
mg/mL for the trocophore, veliger stages and hippo stage. The fraction
proved to be more active and reached 100% infeasibility for the first two
initial stages at a concentration of 0.4 mg/mL, while for the last three at
a concentration of 0.8 mg/mL. The values found for CL;g, CLgg and CLgg
in the different stages exposed to the saline extract and fraction are
presented in Table 2. Thus, these results demonstrate the high
bioavailability and toxicity shown by the saline extract and fraction in
penetrating the membrane and the capsule/gelatinous mass of embryos
composed of perivitelline fluids rich in lipids, branched polysaccharides
and proteins (Oliveira-Filho et al., 2010; Tallarico et al., 2014; Melo
et al., 2019). Although the mechanism of action is not yet clear, these
interactions of the preparations caused morphological changes in the
different embryonic stages of B. glabrata (Fig. 1). The negative control is
shown in Fig. 1A-E, while the niclosamide (positive control) is shown in
Fig. 1F-J. Among the changes observed after exposure to the prepara-
tions, stand out; dead embryos, developmental delay, exogastrulation,
hydropic embryos, shell malformation, mulfla malformation, and
nonspecific changes (Fig. 1K-T). Albuquerque et al. (2014) analyzing
the rhizome lectin of Microgramma vacciniifolia, which bind to mannose
and chitin, resulted in death, developmental delay and exogastrulation
of the embryos. Macedo et al. (2005), evaluating different plant lectins
in Lytechinus variegatus (sea urchin) embryos, highlighted that such
proteins caused cell disaggregation and rupture, and that this fact may
have occurred due to the recognition of oligosaccharides that are present
on the surface of embryonic cells. Khurrum et al. (2004) suggested that
the L. variegatus lectin binds to mannose- or glucose-containing ligands
present in oligosaccharides or glycoconjugates of embryos, which pre-
vents the fixation of the archenteron to the roof of the blastocele, which
results in exogastrulation. Thus, Nakano et al. (2003) highlights that
embryos with exogastrulation do not develop, leading to death within a
few days. In turn, embryos with nonspecific malformations can be
classified as teratomorphic or hydropic embryos. In the studies by Oli-
veira-Filho et al. (2010) and Aratdjo et al. (2021) it was highlight that
malformed embryos rarely hatch or most often die after hatching. Car-
neiro et al. (2020) demonstrated that PpeL lectin was able to inhibit a
variety of sugars, such as mannose, a-methyl-D-mannopyranoside,
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Table 1
Mortality of different embryonic stages of Biomphalaria glabrata after exposure to
saline extract and fraction of P. pendula seeds.

Unviable embryonic stages (%)

Experimental Blastula Gastrula Trocophore  Veliger Hippo
group (mg/mL) stage
CN 133 + 1.66 + 0.66 + 1.15 2.0+ 2.0 +
0.57 0.57 1.73 1.0
cp 100 100 100 100 100
Saline extract
0.0125 1167+ 320°+  3467°+ 33.67° 60.0° +
6.50 2.64 2.51 +3.78 2.64
0.025 1833 + 40.33" + 420" + 40.0°+  73.67"
11.06 9.71 2.64 2.64 +2.08
0.05 2433+ 4067°+  49.0° + 48.67" 79.57"
0.71 7.63 5.20 + 577 +4.72
0.1 3867° £ 4167+  63.67° & 50.33" 83.33"
8.14 5.68 8.50 +3.78 +5.03
0.2 68.33°+ 4833°+ 67.33% & 53.0°+  86.60°
10.26 6.80 5.68 2.64 +5.03
0.4 72.67° +  71.67° 68.0" + 66.33" 91.0" +
3.78 9.86 6.24 +8.08 5.19
0.6 9533+ 9667+  70.33° + 76.67" 94.67°
6.42 4.93 3.51 +2.08 +6.11
0.8 100° 100" 86.03" + 8328 +  98.67"
5.03 1.24 +1.52
1.0 - - 100" 100" 100"
Experimental Blastula Gastrula Trocophore Veliger Hippo
group (mg/ stage
mL)
CN 20+ 1.66 + 0.66 + 0.57 1.66+ 2.66 +
1.73 1.52 0.57 1.52
cp 100 100 100 100 100
Fraction
0.0125 17.33* +  50.0° + 32.67" + 27.33% 22.67°
251 6.24 3.05 +6.50 +2.51
0.025 19.0° + 59.67° +  42.67° + 31.67" 38.67°
264 5.03 4.50 +4.02 + 4.04
0.05 34.00" +  63.0° + 54.0" + 43.0°+  46.33"
458 7.00 5.19 458 + 2,51
0.1 5833+ 7633"+  58.0°+ 44.67" 48.33°
3.78 7.23 5.56 +4.50 +3.21
0.2 7233+ 8433+  e533" % 50.33" 63.0" +
6.80 6.02 5.68 + 6.65 3.0
0.4 100° 100" 71.67" + 67.67° 70.33"
2.30 +5.13 +8.96
0.6 - - 89.0° + 86.33" 81.33"
4.35 +7.09 +5.03
0.8 - - 100° 100° 100"

Values were expressed as mean + standard deviation. CN = negative control
(chlorinated filtered water); NP = positive control (niclosamide: 1.0 yg/mL) and
different concentrations of saline extract and fraction of P. pendula seeds (mg/
mL). Significant results were compared with CN and significance levels
expressed by P < 0.05 or "P < 0.0001.

glucose and N-acetyl-D-glucosamine. Thus, the presence of embryos
with different alterations after exposure to saline extract and fraction,
combined with the ability of this lectin to recognize mannose and
glucose, may suggest that the mechanism of embryotoxicity presented
by the preparations could involve damage to gastrulation processes,
which can lead to inhibition of hatching and death of these embryos.

3.3. Toxicity to adult B. glabrata snails

The molluscicidal activity against adult B. glabrata snails exposed to
saline extract and fraction were recorded in Fig. 2. The results showed
that the 24 h exposure had a concentration-dependent effect for the
saline extract (Fig. 2A) and fraction (Fig. 2B) with a mortality rate of
10.0%, 26.0%, 33.0%, 36.0%, 50.0% and 0%, 3.0%, 10.0%, 13.0%,
20.0%, respectively, at concentrations of 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 and 5.0 mg/
mL.sHowever, 1.0 pg/mL niclosamide presented 100% mortality, as
previously reported by Aratjo et al. (2018b, c). Surviving snails were
analyzed for 7 days after treatment with saline extract (Fig. 2C) and
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Table 2
Lethal concentration for embryonic stages and adult snails of B. glabrata after
exposure to saline extract and fraction of P. pendula seeds.

Saline extract Lethal concentrations (mg/mL)

LCio LCso LCoo

Blastula 10.12 (4.21 - 237.19 (231.28 - 464.25 (458.35 -
16.02) 243.09) 470.16)

Gastrula 10.63 (3.18 - 244.62 (237.16 - 479.62 (471.16 -
18.03) 252.07) 486.07)

Trocophore 31.74 (18.8 - 387.76 (374.82 731.77 (718.83 -
44.68) -400.7) 744.75)

Veliger 23.34 (13.15 - 323.31 (315.12 - 643.28 (633.09 -
33.53) 335.5) 653.47)

Hippo stage 14.00 (6.51 - 204.71 (197.22 - 408.43 (400.93 -
21.49) 212.2) 415.92)

Adult snails 24 0.47 (0.07 - 4.99 (4.58 - 5.39) 9.50 (9.10 - 9.91)

h* 0.088)

Fraction LCyo LCso LCoo

Blastula 5.60 (2.11 - 128.27 (124.77 - 250.94 (247.44 -
9.10) 131.76) 254.43)

Gastrula 5.00 (0.74 - 161.52 (155.76 - 318.03 (312.27 -
10.76) 167.27) 323.78)

Trocophore 15.51 (8.33 - 210.82 (203.64 - 406.12 (398.94 -
22.70) 218.00) 413.31)

Veliger 10.10 (2.35 - 318.50 (306.05 — 635.64 (623.18
22.55) 330.95) 648.09)

Hippo stage 31.84 (15.98 - 588.76 (572.9 - 1.145 (1.129 -
47.7) 604.6) 1.161)

Adult snails 24 3.53 (0.75 - 7.22(2.93-11.51)  10.92 (6.63 —

he* 7.82) 15.21)

* Adult snails exposed for 24 h to saline extract of P. pendula seeds. ** adult
snails exposed for 24 h to the fraction of P. pendula seeds.

fraction (Fig. 2D), and an increase in mortality could be observed in a
concentration-dependent pattern. Furthermore, it was possible to
observe the toxic effect of the preparations causing stretching and
swelling of the cephalopodal mass, mucus production and hemolymph

Negative control
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release. The values of LC;g, LCs and LCq for adult snails exposed for 24
h to saline extract and fraction are shown in Table 2.

According to studies by McCullough et al. (1980) and Pierre and
Juberg (1981), molecules with a potential molluscicide effect act by
interrupting the osmotic balance of the snail, which causes hemolymph
release, retraction and/or projection of the cephalopodal mass out of the
shell. Thus, our results showed this response mechanism, causing tissue
damage and loss of biological functions to snails exposed to saline
extract and fraction. As for the fecundity of B. glabrata, the data showed
a decrease in egg mass deposition after 7 days of observation with a
reduction of 55%, 62%, 79%, 91% for the saline extract at concentra-
tions of 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 mg/mL (Fig. 2E) and 35%, 44% and 96% for the
fraction at concentrations of 1.0, 2.0 and 3.0 mg/mL (Fig. 2F).

In agreement with the present study, Ansaldo et al. (2009) and
Aratijo et al. (2021), applied different molluscicide materials against
B. glabrata snails and recorded a decrease in egg deposition. Hasheesh
and Mohamed (2011) attributed this reduction to the histological
damage presented in cells of the hermaphrodite glands of the snails.
Rizk et al. (2012) suggested that the Haplophyllum tuberculatum plant
had compounds that inhibited the testosterone biosynthetic pathways in
snails and correlated with the low fertility rate. Ibrahim and Ghoname
(2018) demonstrated decreased levels of testosterone and 17-p estradiol
in snail gonad tissue after exposure to aqueous extract of Anagallis
arvensis leaves, which they associated with decreased fertility rate.

3.4. Cytotoxicity assay on B. glabrata hemocytes

The negative control group showed the presence of hyalinocytes and
granulocytes. On the other hand, exposure to saline extract and fraction
showed an increase in morphological changes of hemocytes, such as
micronucleus (MN), binuclear cells (CB) and morphological character-
istics indicative of apoptotic cells (AP) with multiple vacuoles, reduced
cytoplasm with irregular contour, intense chromatin condensation and
nuclear fragmentation. The saline extract showed a significant effect for

Fig. 1. Embryonic stages of Biomphalaria glabrata and expo-
sure to saline extract and fraction for 24 h. Negative control in
(A) blastula stages; (B) gastrula; (C) trochophore; (D) veliger;
(E) hippo stage; (F-J) embryos exposed to the positive control
niclosamide (1.0 pg/mL); (K-O) embryos exposed to saline
extract at different concentrations; (P-T) embryos exposed to
the fraction at different concentrations. 1: dead embryo; 2:
embryo with developmental delay; 3: embryo with exogas-
trulation; 4: hydropic embryo; 5: malformation of the shell; 6:
malformation in the muffle; 7 embryo with nonspecific alter-
ation. All images with 40x magnification.
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Fig. 2. Molluscicidal activity against adult Biomphalaria glabrata snails. (A) snails exposed to saline extract (B) and fraction for 24 h; (C) snails exposed to saline
extract (D) and fraction after 7 days of observation; (E) fecundity of snails exposed to saline extract (F) and fraction after 7 days of observation. The hashtag (#)
indicates zero values. CN = negative control (chlorinated filtered water); CP = positive control (niclosamide: 1.0 ug/ml). * indicates p greater < 0.05; ** indicates
greater p < 0.01 and *** indicates greater p value <0.001.

MN (Fig. 3A), CB (Fig. 3B) and AP (Fig. 3C) only at the concentration of
2.0 mg/mL when compared to the negative control group, with mean +
standard deviation of 1.66 + 0.57, 8.33 + 2.08 and 9.00 + 2.0,
respectively. The fraction also showed cellular alterations, with signif-
icant values of MN (Fig. 3D), CB (Fig. 3E) and AP (Fig. 3F) at the

concentration of 4.0 mg/mL with mean + standard deviation of 1.10 +
0.36,9.00 + 1.73 and 7.00 =+ 1.0, respectively, compared to the negative

control group.

Hemocytes play a significant role in the physiological and cellular
responses of molluscs to stress and environmental changes, as well as in
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defense and detoxification systems (Beuerlein et al., 2002; Cavalcanti
et al., 2012; Burgos-Aceves et al., 2021). Thus, our results demonstrate
that the saline extract and fraction has a cytotoxic effect only at the
highest concentration. However, the presence of cells with morpholog-
ical alterations (MN, CB and AP) is observed at all concentrations
analyzed, which highlights the cytotoxic effect of the preparations on
B. glabrata hemocytes. MN originate from chromatid fragmentation and
derive from chromosomal disruption caused by unrepaired or poorly
repaired DNA damage (Hintzsche et al., 2012; Minhas et al., 2016).
According to the study by Rodilla (1993), BC originated by a process of
incomplete cell division or from the mitotic division of a pre-existing BC.
Furthermore, Hayashi and Karlseder (2013) highlight that cells that fail
to complete mitotic division or cytokinesis activate cell death
(apoptosis). According to the morphological characteristics of nuclear
fragmentation and condensation and the extensive vacuolization
observed in B. glabrata hemocytes, they coincide with the descriptions
observed by Singh (2000), Lima et al. (2019), Silva et al. (2019),
Siqueira et al. (2020), Aratjo et al. (2021) for the indication of apoptotic
cells. However, assays with biochemical markers (for example, DNA
tunnel or ladder assays or Annexin V staining) are essential to elucidate
the mechanisms of action of the preparations. The studies by Lima et al.
(2018) and Aratijo et al. (2021) analyzing oxyfluorfen and potassium
usnate, corroborated the results of this study by observing BC and AP
cells as the main cytotoxic effects against B. glabrata hemocytes. How-
ever, Silva et al. (2019) when evaluating the ether extract of Ramalina
aspera (lichen), observed a greater diversity of morphological changes
in B. glabrata hemocytes such as BC, micronucleations, trinucleations,
kidney-shaped nuclei and AP.

3.5. Genotoxicity evaluation by comet assay

DNA alterations were quantified by visually classifying cells into five
categories based on the length of the comet’s tail, where 0 indicates
absence, while categories 1, 2, 3 and 4 indicate low, medium, high and
complete damage, respectively (Fig 4A). The B. glabrata hemocytes
exposed to the saline extract presented different levels of categories
(Fig. 4B), with the negative control being level 0 (73%) and the groups
exposed at concentrations of 1.0 and 2.0 mg/mL, levels 1 (50%) and 2
(38%), respectively. As for the index (Fig. 4C) and frequency of damage
(Fig. 4D) significant differences were observed at the concentrations of
1.0 and 2.0 mg/mL with values of 142 and 168% and percentages of 92
and 96%, respectively in relation to the control group. The fraction
showed an increase in DNA alterations (Fig. 4E), with the negative
control being level 0 (76%) and the group exposed at a concentration of
1.0 mg/mL levels 2 (36.67%) and 3 (36%) and at 2.0, 3.0 and 4.0 mg/mL
at level 2 with 49.83, 50 and 47.67% respectively. The index (Fig. 4F)
and frequency of damage (Fig. 4G) showed significant differences in the
concentrations of 1.0, 2.0, 3.0 and 4.0 mg/mL, the values being 208,
209, 233 and 234 and 98.1, 98.3, 98.5 and 99.6%, respectively. The
results obtained in this study affirm that the saline extract and fraction
induce genotoxic action on the DNA of B. glabrata hemocytes. However,
the mechanisms by which both preparations interact in DNA are not
fully elucidated. However, the literature highlights that Oxygen Reac-
tive Species (ROS), such as superoxide radicals (02%7), hydrogen
peroxide (H202) and hydroxyl radical (" OH) produced as a result of cell
metabolism can cause serious damage to cell macromolecules, especially
to DNA, if not properly controlled (Barzilai and Yamamoto, 2004).
Meanwhile, many extracellular stimuli can influence the redox cycle
pathway, causing the formation of ROS and eventually leading to DNA
damage (Nesnow et al., 2002; Penning, 2004), Thus, it is possible to
suggest that the frequencies of damage (grade 1, 2 and 3) and the repair
process of damage to the DNA structure observed in both preparations is
due to base oxidation or covalent bonding that results in strand breakage
DNA (Ibrahim et al., 2019; Mohamed et al., 2012; Yousef et al., 2006).
Furthermore, our results are in agreement with the studies by Ye et al.
(2012) and Ibrahim and Ghoname (2018) when reporting a greater
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amount of DNA damage in the groups exposed to chemicals compared to
the control group.

3.6. Toxicity to cercariae of 8. mansoni

About 50% of the fences showed a decrease in their locomotion at
concentrations above 3.0 mg/mL, after 120 min of incubation with the
saline extract. However, this preparation showed a low mortality rate at
all concentrations analyzed. On the other hand, the fraction induced a
high mortality rate, as seen in Table 3. At a concentration of 1.0 mg/mL
for 30 min (+) it was possible to observe the cercaricide effect, with
more than 50% of lethality (+++) at a concentration of 3.0 mg/mL for 15
min. Complete elimination of cercariae (+++) was observed after
exposure to 5.0 mg/mL for 15 min. Thus, the time for complete elimi-
nation decreased with increasing concentration, 30 min at a concen-
tration of 3.0 mg/mL and 15 min at a concentration of 5.0 mg/mL. After
120 min of exposure, no mortality was presented in the negative control
cercariae, while 100% of them died during exposure to niclosamide in
the first observation interval (15 min) at 1.0 pg/mL. Furthermore,
changes in the behavior of the fences, such as atypical movement of
rotation and vibration, slow movement with repeated contractions in
short periods, and the sinking of the cercariae to the bottom of the
container were observed. Fig. 5 highlights the different exposures of the
enclosure: (A) exposure to dechlorinated filtered water with preserva-
tion of the body and tail, rotation and normal motility, (B) exposure to
niclosamide with death of the cercariae (C) separation of body and tail of
the cercariae after exposure to the fraction.

The studies by Dalton et al. (1987), Nanduri et al. (1991), Xu et al.
(1994), Schmidt (1995) and Klabunde et al. (2000) demonstrated that
plant lectins revealed that cercariae glycocalysis contain several
different types of carbohydrates, such as mannose, fucose, glucose,
N-acetyl-D-glucosamine and N-acetyl-D-galactosamine. PpeL has a wide
range of carbohydrate binders, and is therefore able to adhere to most of
these sugars (Carneiro et al., 2020). Thus, we suggest that the action
surrounded by the fraction may be related to the binding of lectin to
carbohydrates on the surface of cercariae.

3.7. Ecotoxicity using the Artemia salina bioindicator

The results of ecotoxicity using the bioindicator A. salina exposed to
different concentrations of the saline extract and fraction are shown in
Fig. 6. The survival rate ranged from 100% to 30% and 100% to 95% for
the saline extract (Fig. 6A) and fraction (Fig. 6B), respectively. When
compared to niclosamide, there is high toxicity, with 100% mortality of
A. salina being observed at a concentration of 1 pg/mL, corroborating
the studies by Aratjo et al. (2018b, ¢) and Ribeiro et al. (2021). Thus, the
use of saline extract as a molluscicide must be restricted, focused and
controlled in the environment. On the other hand, the absence of
toxicity at all concentrations analyzed for the fraction is an indication
that this compound can be well tolerated against the biological system.

Table 3

Mortality of cercariae exposed to the fraction in relation to exposure time.
Concentrations (mg/mL) 15 min 30 min 60 min 90 min 120 min
CN - - - - -
cp +++ +++ +++ ++4+ +4+
Fraction
1.0 + + ++ +++ +++
2.0 + + ++ +++ +++
3.0 + ++ +++ +++ +++
4.0 + i st b Fht
5.0 ++ +++ +++ +++ +++

Absence of lethality (-), elimination of less than 50% of cercariae (+), elimina-
tion of more than 50% of cercariae (+-+), lethality equal to or greater than 90%
(+++). CN = Negative control (chlorinated filtered water); CP = Positive
Control (Niclosamide: 1.0 pg/mL).
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Fig. 5. Schistosoma mansoni cercariae exposed to the fraction. (A) exposure to dechlorinated filtered water with preservation of the body and tail, rotation and normal
motility, (B) exposure to niclosamide with death of the cercariae (C) separation of body and tail from the cercariae after exposure to the fraction.
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Fig. 6. Toxicity of saline extract and fraction in the bioindicator Artemia salina after 24 h of exposure. (A) Mortality rate after exposure to saline extract (B) and
fraction. CN: negative control (dechlorinated filtered water), CP: positive control (niclosamide: 1.0 ug/mL). The hashtag (#) indicates zero values. *** indicates

greater p-value < 0.001.

Considering the high water solubility of the preparations and the
molluscicidal effect on different developmental of B. glabrata snails,
these results showed promise for the control of schistosomiasis. Thus,
future field studies and/or simulations evaluating the toxic effects of
these preparations against snails and other non-target organisms and on
human health, for example, cytotoxicity assays in healthy cells and acute
and chronic toxicity in an experimental model make if necessary.

4. Conclusions

The results obtained in this work indicated that the saline extract and
fraction of P. pendula seeds can be considered a promising molluscicide
against different embryonic stages and adult of B. glabrata snails leading
to decrease and changes in the deposition of eggs and defense cells,
which leads to changes in the physiology of these animals. However, the
use of saline extract must be restricted, focused and controlled in the
environment due to the toxicity presented in some concentrations. The
fraction was efficient in eliminating the etiologic agent of schistosomi-
asis and showed low toxicity against the bioindicator A. salina.
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4 CONCLUSOES

* O extrato salino apresentou carboidratos e proteinas/lectina nas analises, enquanto a fracao

apenas lectina.

» As preparagdes apresentaram efeito embriotoxico em todos os estagios (blastula, gastrula,
trocofora, véliger e Hippo stage), além de alteracGes teratogénicas como atraso no
desenvolvimento, exogastrulacdo, embrides hidropicos, malformacéo de concha, malformacéo

de mulfla e alteragBes inespecificas.

* As preparagdes apresentaram toxicidade em caramujos adultos B. glabrata causando
estiramento e inchaco da massa cefalopode, producdo de muco e liberacdo de hemolinfa e
alteracéo na fecundidade, diminui¢do na deposicdo da massa de ovos, e da fertilidade, retardo

no desenvolvimento embrionario.

* As preparagdes causaram alteragdes celulares hemocitarias caracterizadas por micronucleo,
células binucleares e indicativo de células apoptdticas e efeito genotdxico causando danos ao

DNA em células hemocitarias em adultos B. glabrata.
* O extrato salino ndo apresentou efeito cercarecida, mas causou alteracdo na locomocéao de
cercarias S. mansoni, enquanto a fracdo causou alteracdes de rotacdo e vibracdo, movimento

lento com contragOes repetidas em curtos periodos, seguido de mortalidade.

* O extrato salino apresentou toxicidade e a fragao foi atoxica frente a A. salina.
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Extrato salino de sementes de Parkia pendula: Analise fitoquimica e toxicidade sobre
estagios embrionarios de Biomphalaria glabrata

José Josenildo Batistal; Magda Rhayanny Assuncdo Ferreira?; Luiz Alberto Lira
Soares®; Ana Maria Mendonca de Albuquerque Melo*; Monica Camelo Pessoa de
Azevedo Albugquerque®; Hallysson Douglas Andrade de Araujo®; André de Lima Aires’;
Luana Cassandra Breitenbach Barroso Coelho®
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andre.laires@ufpe.br’; Icbbcoelho@gmail.com?®

Introducdo: A utilizacdo do moluscicida niclosamida tem sido uma das alternativas no
controle populacional do hospedeiro intermediario Schistosoma mansoni, agente etiolégico da
esquistossomose. Apesar da eficadcia da niclosamida, seu alto custo, elevada toxicidade
ambiental e baixa seletividade biocida encorajam a busca por novos moluscicidas,
especialmente de origem natural, biosseguros e seletivos. Parkia pendula (Fabaceae),
conhecida popularmente como “visgueiro”, ¢ amplamente encontrada no Brasil e suas
sementes possuem uma lectina (PpeL) que apresenta aplicacfes bioldgicas e farmacoldgicas.
Objetivou-se analisar o extrato salino das sementes de P. pendula por anélise fitoquimica e
seu efeito embriotdxico contra Biomphalaria glabrata, hospedeiro intermediario do S.
mansoni. Métodos: O extrato salino das sementes de P. pendula (exsicata n°® 92516) foi
obtido da suspensdo em NaCl 0,15 M. Os metabdlitos secundarios foram investigados por
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e a andlise quantitativa do contetido de proteinas e
carboidratos utilizando albumina sérica bovina e galactose como padrdo, respectivamente,
bem como a atividade hemaglutinante em suspensdo 2,5% (v/v) de eritrcitos de coelhos
tratados com glutaraldeido foram realizadas. Para o ensaio biologico, embrides (n = 100) nos
estagios de blastula (E1), gastrula (E2), trocoforo (E3), véliger (E4) e Hippo stage (E5) foram
expostos durante 24 h ao extrato salino em diferentes concentragdes (12,5-1000 ppm). Apoés a
exposicao, os embrides foram lavados e transferidos para placas com agua filtrada e declorada
e analisadas em microscopio quanto a sua viabilidade (normais) e inviabilidade
(malformagbes e mortos). Resultado: A andlise do extrato salino apresentou uma
concentracdo de proteinas de 5,1 mg/mL e atividade hemaglutinante de 128 com atividade
hemaglutinante especifica de 116,36 confirmando a presenga da PpeL. A anéalise por CCD
detectou apenas a presenca de agucares redutores, com conteudo de 0,86 mg/mL na anélise de
carboidratos totais. Nas concentracdes de 600 e 800 ppm o extrato proporcionou 95 e 100%
de inviabilidade no estagio E1. Nas mesmas concentragdes, 0s estagios E2 e E3 apresentaram
96,67; 100% e 70,33; 100%, respectivamente de inviabilidade. Todos os embriGes nos
estagios E4 e E5 demonstraram inviabilidade quando expostos nas concentragdes de 1000 e
800 ppm, respectivamente. Conclusdo: Conclui-se que o extrato salino rico em lectina e
carboidratos das sementes de P. pendula apresenta-se como uma prepara¢ao promissora a ser
utilizada no controle de estagios embrionarios de B. glabrata.

Palavras chaves: Parkia pendula, embriotoxicidade, esquistossomose.
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Introducdo: A Niclosamida é uma alternativa para o controle populacional dos moluscos
Biomphalaria glabrata, hospedeiro intermediario da esquistossomose mansonica. No entanto,
esse composto tem apresentado elevada toxicidade ambiental e baixa seletividade, o que
encoraja a busca por novos moluscicidas. A arvore Parkia pendula (Fabaceae) é encontrada
no Brasil e atividades biologicas tém sido relatadas a essa espécie e a lectina PpeL encontrada
nas suas sementes. Objetivos: Avaliar o efeito do extrato salino (ES) de sementes de P.
pendula em caramujos de B. glabrata. Métodos: Sementes de P. pendula foram lavadas (agua
corrente e destilada), secas em estufa (37 °C) e trituradas para obtencdo de p6. Esse (15 g) foi
suspenso em NaCl 0,15 M (12 h), filtrado, centrifugado (12000 rpm, 15 min), e 0
sobrenadante re-centrifugado e liofilizado. A quantificacdo de proteinas foi comparada com o
padrdo albumina sérica bovina e a presenca de lectina avaliada pela atividade hemaglutinante
(AH) e especifica (AHE). Caramujos adultos (n=10 em triplicata) foram expostos a diferentes
concentragdes do ES (1,0 - 5,0 mg/mL) por 24 h (25 + 3°C). Em seguida, os animais foram
lavados, transferidos para recipientes com agua filtrada declorada e observados por 7 dias
consecutivos quanto a sua mortalidade. Resultados: O ES apresentou 5,1 mg/mL de
proteinas, AH de 64 e AHE de 12,54 confirmando a presenca da lectina PpeL. O efeito
moluscicida do ES apresentou uma taxa de mortalidade de 10,0%, 26,0%, 33,0%, 36,0%,
50.0% nas concentracdes de 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 e 5,0 mg/mL, respectivamente. Apds uma
semana de observagdo, a mortalidade variou entre 20% a 100% ocasionando inchago da
massa cefalopodal, producdo de muco e liberacdo de hemolinfa nos moluscos. Conclusdes: O
ES das sementes de P. pendula contendo lectina ocasionou toxicidade e alteracdes fisiologicas
em B. glabrata o que o torna uma alternativa promissora para o controle populacional dos
mesmos.

Palavras-chave: Parkia pendula; produto natural; moluscicida; Biomphalaria glabrata;
esquistossomose.
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Introducdo: Biomphalaria glabrata é o principal hospedeiro intermediario da
esquistossomose. Uma alternativa para o controle dessa doenca é a utilizacdo do moluscicida
niclosamida, no entanto, o alto custo e elevada toxicidade ambiental tem levado a busca por
novas alternativas. Parkia pendula (Fabaceae) é uma espécie vegetal e suas sementes contém
a lectina PpeL que apresenta atividades bioldgicas. Objetivo: Avaliar o efeito da fracdo rica
em lectina das sementes de P. pendula em diferentes estadgios embrionérios de B. glabrata.
Meétodos: Sementes de P. pendula foram lavadas (agua corrente e destilada), seca em estufa
(37 °C) e trituradas para obtencdo do pé. Este (15¢g) foi suspenso em NaCl 0,15 M (12 h),
filtrado, centrifugado (12000 rpm, 15 min), e o sobrenadante dialisado (48 h), re-centrifugado
e as proteinas precipitada com sulfato de aménia 0-60% (fracdo rica em lectina) foram
dialisada (agua destilada e NaCl 0,15 M) e liofilizada. A quantificacdo de proteinas foi
comparada com o padrdo albumina de soro bovino e a presenca de lectina pela atividade
hemaglutinante (AH) e especifica (AHE). EmbriGes (n=100 em triplicata) nos estagios de
blastula (E1), gastrula (E2), trocofora (E3), véliger (E4) e Hippo stage (E5), foram expostos a
fracdo em diferentes concentragdes (0,0125 — 0,8 mg/mL), apds 24 h de exposicdo foram
lavados (agua filtrada declorada) e analisadas quanto a viabilidade (normais) e inviabilidade
(malformados e mortos). Resultados: A fracdo apresentou 0,91 mg/mL de proteinas, AH de
128 e AHE de 140,65 confirmando a presenca da PpelL.Quanto ao efeito embriotdxico na
concentracdo de 0,4 mg/mL a fracdo apresentou 100% de inviabilidade nos estagios E1 e E2,
enquanto, nos estadgios E3, E4 e E5 apresentaram o mesmo percentual (100%) de
inviabilidades na concentracdo de 0,8 mg/mL. Conclusdes: A fracdo rica em lectina PpeL das
sementes de P. pendula apresentou efeitos toxicos e teratogénicos sobre os embrides de B.
glabrata demonstrando ser um moluscicida promissor.

Palavras-chave: Parkia pendula; esquistossomose; embriotoxicidade; Biomphalaria
glabrata.
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