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FRANCO, Larissa Sthefany do Nascimento. Efeito moluscicida do extrato bruto
de Anadenanthera colubrina sobre Biomphalaria glabrata. 2025. 61 f. Trabalho
de Conclusdo de Curso (Graduagdo em Biomedicina) — Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, 2025.

RESUMO

Devido ao seu papel como hospedeiro intermediario do trematdodeo Schistosoma
mansoni, o molusco Biomphalaria glabrata tornou-se alvo de estratégias de controle
da esquistossomose. No entanto, a ecotoxicidade ambiental e o alto custo do
moluscicida disponivel atualmente, a niclosamida, impulsionam a busca por
alternativas mais eficientes e sustentaveis. Nesse contexto, o objetivo do trabalho foi
avaliar a atividade moluscicida do extrato bruto do fruto da Anadenanthera colubrina
sobre o molusco B. glabrata. Para isso, o extrato bruto foi obtido por meio do método
de turbdlise e, posteriormente, submetido a cromatografia em camada delgada. A
toxicidade aguda do extrato foi avaliada apos 24 horas da exposi¢do dos caramujos,
que foram acompanhados por sete dias para avaliacido dos parametros reprodutivos.
Para estudo da citotoxicidade das preparagdes nos hemdcitos de B. glabrata, foi
realizado o teste de micronucleo. O experimento com o bioindicador nao-alvo, a
Artemia salina, permitiu analisar o efeito toxico do extrato no ambiente aquatico.
Foram detectados na prospeccéao fitoquimica taninos condensados e hidrolisaveis,
além de esteroides. O extrato apresentou mortalidade significativa na concentragao
de 250 e 500 ppm, além da projecao da massa cefaldpode e retragdo do corpo na
concha. Na analise da citotoxicidade, as concentragbes de 75 e 100 ppm
apresentaram significaAncia para micronucleo, binucleagdo e apoptose. O extrato,
entretanto, apresentou toxicidade em todas as concentracbes testadas para A.
salina. Portanto, embora o extrato apresente limitacdes quanto a seletividade, seus
efeitos téxicos sobre B. glabrata indicam potencial para o desenvolvimento de
moluscicidas naturais mais seguros e eficazes apds o fracionamento e isolamento de
compostos ativos.

Palavras-chave: molusco; extratos vegetais; esquistossomose; citotoxicidade;

ecotoxicidade.



FRANCO, Larissa Sthefany do Nascimento. Molluscicidal effect of the crude
extract of Anadenanthera colubrina on Biomphalaria glabrata. 2025. 61 f.
Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo em Biomedicina) — Universidade
Federal de Pernambuco, Recife, 2025.

ABSTRACT

Due to its role as the intermediate host of the trematode Schistosoma mansoni, the
mollusk Biomphalaria glabrata has become a target of schistosomiasis control
strategies. However, the environmental ecotoxicity and high cost of the currently
available molluscicide, niclosamide, drive the search for more efficient and
sustainable alternatives. In this context, the objective of this study was to evaluate
the molluscicidal activity of the crude fruit extract of Anadenanthera colubrina on the
mollusk B. glabrata. For this purpose, the crude extract was obtained using the
turbolysis method and subsequently subjected to thin-layer chromatography. The
acute toxicity of the extract was evaluated after 24 hours of exposure of the snails,
which were monitored for 7 days to assess reproductive parameters. To study the
cytotoxicity of the preparations in B. glabrata hemocytes, the micronucleus test was
performed. The experiment with the non-target bioindicator Artemia salina allowed
the analysis of the toxic effect of the extract in the aquatic environment. In the
phytochemical screening, condensed and hydrolyzable tannins, as well as steroids,
were detected. The extract showed significant mortality at concentrations of 250 and
500 ppm, in addition to cephalopod mass protrusion and body retraction into the
shell. In the cytotoxicity analysis, the concentrations of 75 and 100 ppm showed
significance for micronucleus, binucleation, and apoptosis. The extract, however,
showed toxicity at all concentrations tested for A. salina. Therefore, although the
extract presents limitations regarding selectivity, its toxic effects on B. glabrata
indicate potential for the development of safer and more effective natural
molluscicides after fractionation and isolation of active compounds.

Keywords: mollusk; plant extracts; schistosomiasis; cytotoxicity; ecotoxicity.
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1 INTRODUGAO

A esquistossomose € uma infecgcdo parasitaria causada por vermes
trematdédeos do género Schistosoma spp. (Neves et al., 2022), que segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) ainda apresenta altas taxas de morbidade e
mortalidade no mundo. A esquistossomose esta presente em cerca de 78 paises
chegando a acometer aproximadamente 240 milhdes de pessoas (WHO, 2025). No
Brasil, o unico agente etiolégico da esquistossomose é o Schistosoma mansoni,
sendo esta patologia diretamente relacionada as condi¢gbes socioambientais, como o
acesso ao saneamento basico e o contexto socioeconémico da populagéo.
Estima-se que aproximadamente 1,5 milhdo de pessoas estejam infectadas pelo
Schistosoma mansoni no Brasil (Brasil, 2019). Segundo o ultimo Inquérito Nacional
de Prevaléncia da Esquistossomose e das Geo-helmintiases (Katz, 2018), cerca de
2.664 escolares apresentaram eliminagdo dos ovos do parasita. A regido Nordeste &
a mais afetada, com destaque para Pernambuco, sendo 101 dos seus 185
municipios endémicos, apresentando alta prevaléncia e expansao na transmissao,
com aproximadamente 18.875 casos e 987 obitos entre 2016-2021 e 200
internagdes nos anos de 2018 a 2023 (Brasil, 2024a; 2024c; 2024b). O Schistosoma
mansoni possui um ciclo de vida que inclui o homem como hospedeiro definitivo e o
molusco Biomphalaria sp. como hospedeiro intermediario.

Algumas espécies desse género ocorrem no Brasil, onde sao encontradas
cerca de 10 espécimes, sendo elas: B. glabrata, B. tenagophila, B. straminea, B.
amazoénica, B. peregrina, B. intermédia, B. schrammi, B. occidentalis, B. oligoza e B.
kuhniana, sendo B. glabrata e B. straminea registradas para a regidao Nordeste
(Ohlweiler et al., 2020). Dentre essas espécies, Biomphalaria glabrata destaca-se
como uma das mais importantes, juntamente com a B. tenagophila e B. straminea,
devido sua importancia médico-sanitaria como hospedeira intermediaria do parasito
Schistosoma mansoni, agente etioldgico da esquistossomose mansénica. A espécie
B. glabrata (SAY, 1818) esta classificada, taxonomicamente, como pertencente ao
reino Animalia, filo Mollusca, classe Gastropoda, subclasse Pulmonata, ordem

Basommatophora, familia Planorbidae e género Biomphalaria (Ruppert et al., 2005).
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Nesse contexto, o controle dos caramujos € frequentemente realizado através da
utilizacdo de agentes moluscicidas (Bustinduy et al., 2023).

Moluscicidas, por sua vez, sdao substancias utilizadas com o objetivo de
eliminar e/ou reduzir caramujos com importancia na medicina humana, veterinaria e
agroindustrial (Bustinduy et al., 2023; Zheng et al., 2021). Tendo em vista o0 aumento
de casos de esquistossomose, a interrupgéo do ciclo de vida do agente infeccioso,
através do controle de caramujos vetores, torna-se essencial para impedir a sua
transmissao. Atualmente, o moluscicida niclosamida é o composto recomendado
pela OMS. Porém este produto ndo apresenta seletividade para os moluscos,
causando danos letais a outras espécies aquaticas, como peixes e algas. Portanto,
tornam-se necessarios a busca por novos moluscicidas que atuem de forma mais
seletiva, apresentando menor ecotoxicidade. Desta forma, o estudo de moluscicidas
de origem vegetal tem crescido nos ultimos anos (Nogueira et al., 2023; Aguiar et al.,
2022; Batista et al., 2022; Ribeiro et al., 2021; Martins et al., 2021). Nesse contexto,
insere-se a Anadenanthera colubrina, conhecida popularmente como “angico”.

A analise fitoquimica para deteccado da presenca de metabdlitos secundarios
no extrato aquoso da casca da A. colubrina demonstrou a presenca de taninos e
fendis (Sa et al., 2016), sendo estes comumente associados a agao moluscicida.
Quanto ao extrato etandlico das folhas da A. colubrina, ha relatos na literatura
cientifica da presenca de saponinas, cumarinas, alcaloides e flavonoides, o que
confere a planta uma boa atividade antioxidante e promissora como moluscicida
(Silva et al., 2023).

Portanto, considerando os impactos negativos da niclosamida sobre o meio
ambiente e a necessidade de alternativas mais sustentaveis, o uso de compostos
naturais tém se mostrado promissores. A A. colubrina destaca-se nesse cenario, em
razdo da presenca de diversos metabdlitos secundarios com potencial atividade
moluscicida. No entanto, os estudos ainda sao limitados, especialmente quanto ao
seu efeito sobre os parametros bioldgicos e reprodutivos de B. glabrata, bem como
sua toxicidade ambiental. Assim, este trabalho tem como objetivo investigar a
atividade moluscicida do extrato bruto do fruto de A. colubrina sobre B. glabrata,

além de avaliar sua ecotoxicidade utilizando Artemia salina como organismo-teste.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose € uma patologia causada pelo Schistosoma mansoni,
pertencente ao reino Animalia, filo Platyhelminthes, classe trematoda, ordem
Strigeiformes e familia Schistosomatidae. No Brasil, essa doenca é popularmente
conhecida como "xistose", "barriga-d'agua" ou "mal-do-caramujo" (Neves et al.,
2022). As espécies do género Schistosoma sp. capazes de afetar o homem
chegaram as Américas durante o trafico de escravos e da imigracéo de orientais e
asiaticos. Entretanto, apenas o S. mansoni se fixou aqui devido a presenca de
hospedeiros intermediarios suscetiveis e pelas condi¢des ambientais semelhantes
as da regiao de origem (Neves et al., 2022).

Segundo a OMS, a doencga afeta 200 milhdes de pessoas no mundo e 600
milhdes convivem em areas de risco, se configurando como uma das parasitoses
mais disseminadas no mundo, ocupando o segundo lugar depois da malaria.
Estima-se que entre 2000 e 2020 cerca de 71.665 individuos no Brasil foram
infectados pelo S. mansoni (Brasil, 2024d). Durante o periodo de 2017 a 2021 foram
detectados 906 casos de esquistossomose no estado de Pernambuco, onde 11%
dos casos evoluiram para obito (Fernandes et al., 2024).

O parasita responsavel por essa patologia possui um ciclo com diversas fases
evolutivas, sendo elas: verme adulto, ovo, miracidio, esporocisto, cercaria e
esquistossémulo (Neves et al., 2022; Souza et al., 2011). A transmissado se da
através do contato com agua contendo caramujos Biomphalaria spp. infectados,
causando uma patologia que resulta na formagao de granulomas formados ao redor
de ovos presos no figado e no intestino, podendo desencadear insuficiéncia hepatica
(Anderson; Enabulele, 2021).

A cercéria é a forma infectante do S. mansoni que penetra a pele humana,
causando dermatite cercariana. Ao entrar no corpo, transforma-se em
esquistossébmulo, migra pela circulagédo até o figado, onde cresce, se alimenta de
sangue e diferencia-se sexualmente. Os vermes adultos se alojam nas veias
mesentéricas, onde ocorre a postura de ovos. Parte desses ovos € eliminada nas

fezes, mas muitos ficam retidos nos tecidos, causando a patogenia da doencga. Para
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continuar o ciclo, os ovos precisam atingir a agua, liberando miracidios que infectam

caramujos, os hospedeiros intermediarios (Figura 1) (Brasil, 2024d).

Figura 1- Ciclo evolutivo do Schistosoma mansoni.

5- Cercérias formadas na
intimidade do molusco séo
liberadas na adgua, onde
4- Esporocistos nadam ativamente
no molusco

7- As cercérias perdem a cauda
/ ‘5 na pele ""__"L
9- Migracdo até o
2- Miracidios

durante a penetracéo,
transformando-se esquistossdmulos
8- Circulagéo
3- Miracidios penetram
no molusco
sistema pl]llﬂ
hepético, onde se
@ JJJ‘JI | formam adultos
liberados =
dos ovos /——
1- Ovos nas fezes |

10- Helmintos adultos migram
para as veias mesentéricas (intestino e reto),
nas quais depositam os ovos; estes
alcancam a circulacdo hepética até o
intestino, sendo eliminados pelas fezes.

Fonte: Souza et al., 2011.

Diante da alta incidéncia da esquistossomose e da dependéncia de métodos
de controle limitados, como a niclosamida, torna-se essencial buscar alternativas
mais sustentaveis. O uso de metabdlitos secundarios de plantas com potencial
moluscicida surge como uma estratégia promissora para interromper o ciclo do S.

mansoni de forma eficaz e com menor impacto ambiental.

2.2 MOLUSCICIDAS

A esquistossomose € um importante problema de saude publica no Brasil cujo
principal método de controle da doencga consiste na interrupg¢ao da sua transmissao,
através do combate ao hospedeiro intermediario, o caramujo Biomphalaria glabrata,
por meio do uso de moluscicidas. Atualmente, a niclosamida
(2'5-dicloro-4'-nitro-salicilanilida) € o unico moluscicida sintético recomendado pela

OMS, sendo eficaz na concentragcdo de 1 mg/litro, na qual elimina 100% dos
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caramujos Biomphalaria ap6s, no minimo, 8 horas de contato, além de destruir as
desovas dos moluscos, miracidios e cercarias de Schistosoma sp. (Figura 2) (Ali et
al., 2020; Rey, 2015; Brasil, 2008). O composto puro dessa substancia é quase
incolor, enquanto o sal (mais estavel e soluvel em agua) apresenta-se como po
molhavel de coloragdo amarela contendo 70% do ingrediente ativo. Esse farmaco
atua modulando a respiragao e interferindo no metabolismo dos carboidratos,

afetando consequentemente os processos de oxidagao (Brasil, 2008).

Figura 2- Férmula estrutural da niclosamida.
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I
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Fonte: Brasil, 2008.

Embora apresente toxicidade elevada ao caramujo da espécie Biomphalaria,
a niclosamida n&o é seletiva, sendo toxica para peixes e outros animais do
ecossistema aquatico (Rey, 2015). Alguns inconvenientes associados ao uso da
droga incluem seu alto custo, toxicidade ambiental e a necessidade de aplicagdes
frequentes, mesmo em areas menos extensas. Além disso, o caramujo pode
desenvolver mecanismos de defesa contra a niclosamida, o que dificulta o seu
controle. Entre essas estratégias estdo a retragao na concha, que reduz a superficie
de contato com o produto; o enterramento no substrato, fuga de doses letais do
moluscicida ao se afastar das zonas com maior concentragao do composto, além da
capacidade de sair da agua e entrar no processo denominado de diapausa (Rey,
2015; Brasil, 2008). Atualmente, o uso desse moluscicida deve ocorrer apenas em
casos especificos, onde seja essencial conter a transmissdo de forma imediata e

que apresente efeitos ambientais minimos (Favre et al., 2024).
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Os moluscicidas tém se tornado uma estratégia de intervengédo eficaz, rapida
e conveniente para prevenir a propagacao de espécies de Schistosoma sp. em
regides endémicas (Augusto; Mello-Silva, 2018). Para que um moluscicida seja
considerado eficiente, uma série de caracteristicas é desejada: como a eliminagao
de fases do ciclo de vida do caramujo, efetividade em baixas concentragbes, baixo
custo, facilidade de aplicacao e transporte, letalidade seletiva e atéxica ao homem e
ao meio ambiente (Huang, 2020). A utilizagdo do niclosamida é indicado apenas em
situacdes especificas, devido ao seu alto custo e aos impactos ambientais que pode
causar (Cantanhede et al., 2010; Gomes; Barbosa, 2008). Dessa forma, a busca por
novos moluscicidas naturais € de grande relevancia, sendo o estudo de alternativas
de origem vegetal um campo promissor (Rey, 2015).

Nos ultimos anos, cerca de 38,2% dos estudos etnoboténicos no Brasil foram
realizados na regido Nordeste, destacando o potencial de bioprospecgao e a grande
relevancia desses estudos na elaboragdo de estratégias de saude publica
(Sganzerla et al., 2021). Dentre as diversas abordagens, destaca-se a investigagao
da atividade moluscicida de plantas desta regido contra o Biomphalaria glabrata
(Ribeiro et al., 2021; Martins et al., 2021; Sa et al., 2016; Luna et al., 2005). Esta
propriedade biolégica esta diretamente relacionada a presenga de metabdlitos
secundarios, que sdao compostos naturais produzidos por plantas com a finalidade de
protegé-las contra herbivoros e patdgenos, atrair agentes polinizadores e agir na
relacdo de competicdo ou simbiose com outras espécies, sendo classificados em:
terpenos, compostos nitrogenados e compostos fendlicos (Taiz et al., 2024; Borges;
Amorim, 2020).

A avaliacdo de moléculas isoladas de plantas contra caramujos da espécie B.
glabrata revelou que terpenos e saponinas, estas ultimas podendo ser derivadas de
terpenos ou de alcaloides, apresentaram elevada atividade moluscicida, embora sua
toxicidade ambiental ainda nao tenha sido amplamente investigada. Entre os
alcaloides testados, classificados como compostos nitrogenados, também foi
observada eficacia significativa contra o molusco. Ja os flavonoides avaliados,
pertencentes a classe dos compostos fendlicos, demonstraram efeito moderado

frente a espécie (Rangel et al., 2023; Mendoza; Fernandez; Garcia, 2023).
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Entretanto, dentre os compostos fendlicos, os taninos se destacam por sua
significativa atividade moluscicida (Sa et al., 2016; Schaufelberger; Hostettmann,
1983). Essas moléculas sao sintetizadas pelas plantas como forma de defesa contra
predadores, devido ao carater acido das hidroxilas fendlicas e a capacidade de
formar complexos com proteinas e polissacarideos, o que confere aos taninos um
sabor amargo ou adstringente, que se mostra eficaz na inibicdo da herbivoria.
(Nogueira et al., 2021; Min et al., 2018).

Nesse contexto, € importante buscar plantas que produzem metabdlitos
secundarios capazes de atuar no controle de caramujos, tais como terpenoides,
alcaloides, taninos e saponinas, que sejam eficazes e com baixa toxicidade ao meio
ambiente. Portanto, considerando que a familia Fabaceae esta entre as mais
investigadas no Brasil, devido ao potencial bioativo de suas espécies (Sganzerla et
al., 2021), destaca-se a Anadenanthera colubrina como uma candidata promissora

para a identificagdo de compostos com atividade moluscicida.

2.3 Anadenanthera colubrina

Pertencente a familia Fabaceae, a Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb)
Altschul é popularmente  conhecida como  “angico”,  “angico-brabo”,
“angico-vermelho”, “angico-amarelo”, entre outros. Esta espécie ocorre
predominantemente nos dominios da Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica, sendo
encontrada nos estados da Bahia, Pernambuco, Ceara, Paraiba, Piaui, Rio Grande
do Norte, Sergipe, Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e Minas
Gerais (Morim, 2025).

Trata-se de uma arvore decidua na estagao seca, atingindo uma altura de 7 a
15 metros, com um tronco geralmente ndo ramificado de 30 centimetros de diametro
ou mais, e uma casca de coloracido castanho-avermelhada. Suas folhas, sao
alternas e bipinadas, medem entre 15 a 20 cm de comprimento, com pinas contendo
35 a 50 (ou mais) pares de foliolos lineares medindo 3 a 7 mm por 1 mm de largura,
ambas as superficies glabras, com apice agudo a obtuso e base assimétrica. Ja os
frutos sdo do tipo vagem, de coloragdo castanho-avermelhada, deiscente em apenas
um dos lados, contendo de 8 a 15 sementes (Figura 3). Estas, por sua vez,

apresentam coloragdo que varia entre castanho a pardo avermelhada escura,
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brilhantes, com cerca de 2 cm de comprimento e 1,5 cm de largura (Pareyn et al.,
2018).

Figura 3- Folhas e frutos da Anadenanthera colubrina.
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Fonte: Pareyn, 2018.

Apresenta madeira com importancia socioecondmica, sendo essa utilizada
em construgdes de casas, cercas, artefatos e, posteriormente, servindo como fonte
de energia (carvao vegetal) (Monteiro et al, 2006). Além disso, as sementes
possuem relevancia cultural e religiosa, pois sao utilizadas em rituais religiosos
indigenas, principalmente na preparagdo de rapés; no entanto, a presenca de
bufotenina, substancia psicoativa, pode provocar efeitos adversos e causar
dependéncia quimica (Delices et al., 2023). As folhas, embora menos exploradas,
tém sido tradicionalmente associadas ao tratamento de inflamagdo de garganta ou
expectorantes pediatricos e em aplicagdes topicas, por meio de cataplasmas para
alivio de ulceras externas e dores reumaticas (Weber et al., 2011).

O uso das folhas e frutos para alimentacao de caprinos, ovinos e bovinos por

populagdes locais € outra pratica comum, sendo recomendado, com base em relatos
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populares, que as folhas sejam utilizadas apenas apds estarem secas devido a
toxicidade quando verdes (Costa et al., 2023; Ferreira e Ferreira, 2020;
Jiménez-Escobar e Martinez, 2019). Portanto, tendo em vista a sua relevancia
econdmica e sociocultural, a espécie esta incluida na lista brasileira de espécies a
serem conservadas (Delices et al., 2023).

A utilizacdo de plantas medicinais é uma pratica presente em diversas
culturas, sendo a A. colubrina amplamente utilizada para fins medicinais e
reconhecida por sua atividade antibacteriana, antifungica, antioxidante,
anti-inflamatéria, cicatrizante, antidiarreica, antitumoral, apresentando ainda
potencial bioinseticida (Silva et al, 2023; Delices et al., 2023; Rocha et al., 2021;
Nascimento et al, 2021; Senigalia et al., 2020; Lima et al, 2020). Nesse sentido,
estudos fitoquimicos tém sido realizados com o objetivo de identificar os metabdlitos
presentes na espécie.

Inicialmente, a analise fitoquimica para deteccido da presenca de metabdlitos
secundarios no extrato aquoso da casca da A. colubrina demonstrou a presenca de
taninos e fendis (Sa et al., 2016), sendo esses comumente associados a agao
moluscicida. Uma analise do extrato hidroetandlico da casca da A. colubrina
apresentou, além do encontrado por Sa et al. (2016), saponinas e flavonoides
(Araujo et al., 2024). Segundo Silva (2020a), a avaliagcéo fitoquimica dos extratos
aquoso e metandlico do galho da A. colubrina apresentaram, respectivamente, a
predominancia de derivados cindmicos e flavonoides.

Quanto ao extrato etandlico das folhas da A. colubrina, ha relatos na literatura
cientifica da presenca de saponinas, cumarinas, alcaloides, flavonoides e taninos
condensados, o0 que confere a planta uma boa atividade antioxidante e moluscicida
(Silva et al., 2023). As fragbes acetato de etila de frutos e folhas do angico
demonstraram, através da cromatografia em camada delgada, a presenca de
flavonoides, derivados cindmicos, terpenos, glicosideos cianogénicos e
proantocianidinas (Araujo et al., 2017).

Diante do exposto, observa-se que a Anadenanthera colubrina € uma planta
com ampla distribuicdo geografica, apresentando importancia ecoldgica, social,
cultural e econbmica. Seu uso tradicional, aliado as evidéncias cientificas da

presengca de metabdlitos com atividades biologicas, confere a espécie uma
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relevancia significativa na busca por novas solu¢des para controle de vetores de

doengas, como o molusco Biomphalaria.

2.4 Biomphalaria glabrata

A espécie B. glabrata (SAY, 1818) esta classificada, taxonomicamente, como
pertencente ao reino Animallia, filo Mollusca, classe Gastropoda, subclasse
Pulmonata, ordem Basommatophora, familia Planorbidae e género Biomphalaria
(Ruppert et al., 2005).

2.4.1 Habitat

A presenga deste molusco foi notificada em 881 municipios de 16 estados
brasileiros, além do Distrito Federal, sendo sua presenca quase sempre associada a
esquistossomose (Brasil, 2024d). Estes animais habitam em canais, lagos, riachos e
rios com baixa profundidade (até cinco metros) e correnteza, com pouca turbidez,
boa iluminacdo, ricas em matéria organica e vegetacdo enraizada ou flutuante,
suportam temperatura entre 20°C a 30°C, pH na faixa de 6 a 7.8, além de poderem
sobreviver em agua com baixo teor calcario devido a obtengao de calcio a partir da
alimentagao (Rey, 2015). Apesar de habitarem em locais de aguas correntes ou
paradas, como rios e lagos, € muito comum na regiao Nordeste a presenca desses
animais em areas proximas a domicilios, sejam em comunidades urbanas ou rurais,
gque nao dispdem de saneamento basico, podendo ainda sobreviverem em locais
sujeitos a secas estacionais e apresentar niveis de resisténcia a dessecacao (Favre
et al., 2024). Em regides com épocas de chuva bem definidas, multiplicam-se
ativamente quando rios e canais tém grande volume de agua apos as chuvas e

alcangam sua maior densidade populacional no inicio da estacédo seca (Rey, 2015).
2.4.2 Embrides
As placas ovigeras s&o depositadas em superficies fixas, geralmente a noite,

onde podem ser encontrados os embridoes dos moluscos, com ovos medindo cerca

de 100 um de diametro e ciclo embrionario conhecido de 8 a 10 dias, podendo ser
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facilmente acompanhados com auxilio de um estereomicroscopio (Figura 4) (Brasil,
2024; Favre et al., 2024; Rey, 2015; Kawano et al., 2008).

Figura 4- Estagios embrionarios de Biomphalaria glabrata. A- Blastula; B-

Fonte: Batista et al., 2022.

Inicialmente, apds a fertilizagdo do ovo, ocorre a etapa de clivagem, que
consiste em sucessivas divisbes mitéticas sem aumento do citoplasma, fase esta
que é denominada de blastula; posteriormente, inicia-se o estagio de gastrulagao (24
horas apds a primeira clivagem do ovo), que se caracteriza pela diferenciacédo e
aumento celular, onde ja é possivel observar o inicio da formagéo do blastésporo -
estrutura que formara a boca do animal - e da glandula da concha (Kawano et al.,
2008).

O primeiro estagio da organogénese, apos o fim das clivagens, € denominado
de trocofora, onde se inicia o processo de formagéo de 6rgdos e 0 movimento ainda
lento do embrido dentro do ovo. O prototroco (Pr) é o primeiro 6rgéo a ser formado
nesse estagio e divide o corpo em duas partes, sendo elas: regido pré-trocal e
pos-trocal (Figura 5). A regido pré-trocal € formada pela vesicula cerebral (VC),
placa apical (PA) e placas cefalicas (PC), que ser&o responsaveis por formar os
olhos e tentaculos. Na regido pds-trocal se encontra o blastéporo (B) e a glandula da
concha na regido oposta (Kawano et al., 2008).

O proximo estagio, chamado de véliger jovem, ocorre apdés 96 horas da
primeira clivagem, sendo reconhecido pela formagdo da concha. Nessa fase, o
prototroco evolui para o velum, aumentando a movimentagdo do embrido dentro do

ovo (Kawano et al., 2008).
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Figura 5- Embrido de Biomphalaria glabrata no inicio da organogénese.

Figura 3 (2)

Fonte: Kawano ef al., 2008.

Posteriormente, no estagio de véliger, que ocorre aproximadamente 120
horas apds a primeira clivagem, observa-se a tor¢cdo do embrido para o lado direito
devido a assimetria da concha. Nesse estagio ja ocorre a formacao do olho e do
tentaculo, além de apresentar a regido do pé bem desenvolvida. Por fim, no ultimo
estagio de desenvolvimento, chamado de véliger mais desenvolvido ou “hippo
stage”, observa-se o corpo quase coberto pela concha, além de tentaculos e olhos
bem desenvolvidos. A eclosdao dos caramujos ocorre apos cerca de 6 dias ou 144
horas de idade (Kawano et al., 2008).

Diante desse cenario, diferentes estudos avaliaram, além da toxicidade
aguda, o efeito de extratos vegetais sobre os parametros reprodutivos dos
caramujos (Nogueira et al., 2023; Aguiar et al., 2022; Batista et al., 2022;
Rocha-Filho et al., 2015), uma vez que alteragdes no desenvolvimento embrionario e
mortalidade desses animais, decorrentes de mutag¢des nas células germinativas, sdo

utilizadas como biomarcadores em testes de mutagenicidade (Nakano et al., 2003).
2.4.3 Caramujos adultos
Estes moluscos possuem concha espiral plana, com cor natural castanha,

sem opérculo, do tipo sinistrogiras, formadas por 95% de carbonato de célcio, com

diametro de 20 a 40 mm quando adultos, contendo cerca de 6 a 7 giros, além de
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apresentarem tentaculos finos e longos (Figura 6) (Favre et al., 2024; Rey, 2015;
Paraense, 2008).

Figura 6- Morfologia do caramujo Biomphalaria glabrata.

Fonte: Paraense, 2008.

O caramujo B. glabrata € um animal oviparo que possui a capacidade de se
reproduzir durante todo ano e comecga a ovipor com 4 a 7 mm de diametro, isto €,
apoés 40 a 60 dias da eclosao do ovo, tendo uma média de oviposicao por dia
proporcional ao tamanho do espécime (Rey, 2015). A oviposi¢do geralmente ocorre
a noite e as desovas sao envolvidas por uma membrana gelatinosa denominada
capsula ovifera (Favre et al., 2024). Sdo moluscos hermafroditas, com gbnada unica,
em forma de glandula em cacho e provida de numerosos acinos, denominada
ovoteste, a qual tem a fungcdo de produzir simultaneamente e constantemente,
gametas masculinos e femininos (Paraense, 2008).

O ovoteste ocupa a extremidade caudal do corpo, sendo seguido por um
canal que se bifurca posteriormente em um ramo masculino e outro feminino para
eliminagao dos gametas. O ramo feminino compreende a glandula do albume (ga), o
oviduto (od), a glandula nidamental (gn), o utero (ut), a vagina (va) e a espermateca
(e), enquanto o ramo masculino compreende o espermiduto ou canal espermatico

(ce), a prostata (p), o canal deferente (cd) e o complexo peniano (Figura 7)
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(Paraense, 2008). Logo, sdo animais que podem se reproduzir por autofecundagao

e/ou por fecundagao cruzada, sendo esta a forma preferencial (Rey, 2015).

Figura 7- Sistema reprodutor e respiratorio do caramujo Biomphalaria

glabrata.

Fonte: Paraense, 2008.

Sao animais pulmonados que necessitam se deslocar até a superficie das
colegcdes de agua, em intervalos regulares, para respirar o oxigénio livre no ar,
embora possuam a capacidade de absorver o oxigénio por meio de seu tegumento
(Ruppert et al., 2005). O principal érgao respiratério desses animais € o saco
pulmonar. O teto da cavidade pulmonar - ou cavidade respiratéria - é altamente
vascularizado e ladeado longitudinalmente pela veia pulmonar (vp) e a veia renal
(vr). O género Biomphalaria possui sistema digestivo completo, onde é possivel
observar estruturas como: saco bucal (sb), onde se localiza a radula - responsavel
pela raspagem e ingestdo dos alimentos do molusco; glandulas salivares (gs),
es6fago (es), estbmago (est), glandulas digestivas (gd) - responsaveis por absorver

e acumular nutrientes e intestino (i) (Figura 7) (Rey, 2015; Paraense, 2008).
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2.4.4 Sistema circulatorio

O sistema circulatério do B. glabrata é constituido por uma cavidade
pericardica que envolve o coragao, 6rgao responsavel por bombear a hemolinfa.
Essa estrutura € composta por duas camaras, a auricula e o ventriculo, e integra um
sistema circulatério do tipo aberto. Proximo ao pericardio e a parede pulmonar,
encontra-se um unico rim, com formato sacular e alongado, que compde o sistema
excretor do caramujo (Andrade et al., 2022; Rey, 2015). A hemolinfa atua no
transporte de substancias relacionadas a respiragao, além de contribuir para a
sustentagdo corporal e filtragdo do sangue. Por conter hemoglobina no plasma,
apresenta coloragao vermelha, caracteristica que diferencia essa espécie de outros
planorbideos (Rey, 2015; Reis, 1996).

A estrutura responsavel pela hematopoese dos moluscos B. glabrata € o
orgao produtor de hemocitos (APO), localizado préximo ao rim e a membrana
pericardica, que produz as células denominadas hemadcitos ou amebdcitos. Essas
células podem ser encontradas em suspensao na hemolinfa, como também em
tecidos conjuntivos (Andrade et al., 2022).

Os hemdcitos desempenham um papel fundamental na resposta imune do
animal, sendo divididos em dois grupos principais: granulécitos (“células estreladas”)
e hialindcitos (“células nao estreladas”) (Andrade et al., 2022; Pila et al., 2016). Os
granulécitos sao células polimorficas, representam cerca 4% dos hemdcitos,
possuem 7 a 8 um de diametro, apresentam pseudodpodes e filépodes, além de
vacuolos e ilhotas de glicogénio vistos na microscopia eletrénica (Cavalcanti et al.,
2012). Este tipo celular esta associado a capacidade fagocitica e produgao de
moléculas ativas contra agentes externos relacionados ao sistema imunoldgico
(Wang et al., 2017).

Os hialinécitos sao células que apresentam um nucleo excéntrico, além da
grande presenca de ribossomos e complexo de Golgi no seu citoplasma e,
diferentemente dos granulécitos, possuem pouco ou nenhum granulo citoplasmatico
(Prokhorova et al., 2018; Ladhar-Chaabouni; Hamza-Chaffai, 2015). Essas células
sdo menos ativas na fagocitose e estdo predominantemente envolvidas em
respostas inflamatérias iniciais, como cicatrizagcao de feridas e aglutinacéo (De La

Ballina et al., 2022; Cavalcanti et al., 2012). Com base nisso, considerando a
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importancia desses hemdécitos na defesa imunoldgica e na fisiologia do molusco,
torna-se essencial avaliar o impacto de substancias externas sobre essas células.

Diante disso, estudos de citotoxicidade s&o essenciais para avaliagao dos
efeitos biolégicos decorrentes da exposicao a extratos vegetais, entre os quais se
destaca o teste de micronucleo, que apresenta consideravel custo-beneficio,
reprodutibilidade satisfatoria e validagdo em o6rgdos reguladores (Carmo; Leal;
Ribeiro, 2020), sendo amplamente utilizado para avaliagdo de dano celular nos
hemdcitos do caramujo B. glabrata (Aguiar et al., 2022; Batista et al., 2022; Araujo,
2022). Considerando a importancia sanitaria e ecoldgica desse molusco, destaca-se
a necessidade de avaliar a toxicidade aguda de extratos de plantas sobre estes
animais, a fim de viabilizar a aplicagdo de um moluscicida de origem natural no
controle desses organismos e prevenir a transmissao da esquistossomose.

Nesse cenario, considerando os efeitos adversos decorrentes do uso da
niclosamida, e a necessidade do desenvolvimento de novos agentes moluscicidas.
Destaca-se, ainda, a importdncia de avaliar ndo apenas a eficiéncia desses
compostos nos caramujos Biomphalaria, mas também seu impacto ambiental, uma
vez que esses podem apresentar elevada ecotoxicidade. Portanto, torna-se
fundamental a utilizagdo de organismos bioindicadores ndo-alvo, como a Artemia

salina.

2.5 Artemia salina

A Artemia salina € um microcrustaceo da classe Branchiopoda, ordem
Anostraca e familia Artemiidae descrita por Linnaeus em 1758 como Cancer salinus
e reclassificada em 1819 por Leach (Dumitrascu, 2011).

O corpo desses animais € dividido em trés partes: cabeca, térax e abdémen,
com tamanho variando entre 8 e 12 mm na fase adulta. Os machos adultos possuem
um par de pénis na parte posterior da regido do tronco, enquanto as fémeas sao
reconhecidas pela presenca do utero (Figura 8). Trata-se de uma espécie que pode
se reproduzir de forma ovipara em condicdes ambientais desfavoraveis, e de forma
ovovivipara quando o ambiente é favoravel. O desenvolvimento dos ovos também
depende do ambiente: em condicbes ideais, eles eclodem diretamente como

nauplios (larvas); ja em situacbes adversas, transformam-se em cistos. Quando o
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ambiente se torna novamente favoravel, esses cistos sao ativados e liberam
nauplios, permitindo a continuidade do ciclo de vida (Stappen; Sorgeloos; Rombaut,
2024; Dumitrascu, 2011).

Seus nauplios sdo amplamente utilizados na aquicultura como alimento para
diversas espécies de peixes, destacando-se por sua alta tolerancia a salinidade.
Além disso, sdo utilizados em testes de ecotoxicidade de diversas substancias,
como farmacos e extratos bioldgicos, devido seu facil manejo e cultivo laboratorial,
se configurando como um teste rapido, conveniente e de baixo custo (Ntungwe et al.,
2020; Dumitrascu, 2011). Dentre os parametros que podem ser avaliados em testes
com A. salina inclui-se ndao s6 a frequéncia de mortalidade dos nauplios, mas
também mudancas enzimaticas, fisioldgicas e reprodutivas, além da taxa de ecloséo
dos cistos (Nunes et al., 2006).

Figura 8- Individuos adultos de Artemia salina.

Fonte: Dumitrascu, 2011.

Para assegurar um cultivo laboratorial eficiente dos cistos de Artemia sp. é
necessario garantir que parametros como pH, salinidade, aeragédo, temperatura e
iluminagdo sejam atendidos. Recomenda-se que a agua apresente pH entre 7,5 e
8,5, salinidade de 10 a 35 g/L, oxigénio dissolvido acima de 4 mg/L e temperatura

entre 25 a 30 °C. Além disso, uma iluminacéo forte € essencial, principalmente
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durante as primeiras horas apds a hidratagcdo completa do cisto (Stappen;
Sorgeloos; Rombaut, 2024).

Nesse contexto, a utilizacdo de produtos vegetais exige cuidados técnicos
rigorosos a fim de garantir a qualidade e seguranca do resultado final (Araujo et al.,
2021). Por essas caracteristicas, a Artemia salina destaca-se como organismo
modelo em testes toxicoldgicos, podendo ser utilizada de forma isolada ou em
conjunto com outras espécies, permitindo uma analise mais abrangente dos
impactos ambientais em diferentes niveis ecolégicos, além de nao requerer
aprovagao por comité de ética para os ensaios, por ser um invertebrado (Khabib et
al., 2022; Nunes et al., 2006).

Diante da elevada incidéncia da esquistossomose e das limitacbes do unico
moluscicida utilizado atualmente, torna-se necessario investigar alternativas mais
seguras e eficazes. A Anadenanthera colubrina, planta nativa com reconhecida
atividade biologica, destaca-se como potencial fonte de metabdlitos com agao
moluscicida. Assim, a avaliagdo de sua toxicidade frente a Biomphalaria glabrata e
Artemia salina justifica-se pela busca de agentes naturais com menor impacto

ambiental e aplicabilidade no controle vetorial.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a atividade moluscicida do extrato bruto do fruto da

Anadenanthera colubrina sobre moluscos Biomphalaria glabrata.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a toxicidade aguda do extrato bruto, em diferentes concentragdes,
sobre a sobrevivéncia de Biomphalaria glabrata apos a exposi¢ao;

e Analisar os efeitos do extrato sobre os parametros reprodutivos (fertilidade e
fecundidade) de B. glabrata adultos-jovens;

e Observar a citotoxicidade e mutagenicidade dos extratos sobre os hemdécitos
dos caramujos adultos;

e Avaliar a seletividade do extrato, por meio da analise de sua ecotoxicidade

sobre o bioindicador Artemia salina.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. COLETA DO MATERIAL

O material vegetal foi coletado no Parque Nacional do Catimbau, localizado
na regiao central do estado de Pernambuco, em zona de transicdo entre agreste e
sertdo pernambucano (8°34'47.73"S e 37°14'55.36"0) (Brasil, 2023). As amostras
foram submetidas a secagem em estufa com circulacéo de ar forgada, a temperatura
de 40 a 45°C, durante 3 dias. Uma amostra de referéncia foi coletada e processada
de acordo com os procedimentos tradicionais de taxonomia descritos por Mori et al.
(1989), sendo posteriormente depositado no Herbario do Instituto Agronémico de

Pernambuco.

4.2. OBTENCAO DO MATERIAL

O extrato bruto do fruto de Anadenanthera colubrina foi obtido por extragao a
frio, utilizando o método de turbodlise durante 20 minutos, com 20 g do material em
200 mL de acetona a 70%. Em seguida, a solugdo extrativa foi filtrada a vacuo e
concentrada em evaporador rotativo a pressao reduzida, sendo posteriormente
congelada e liofilizada (Sa, 2016). Os extratos foram mantidos em dessecadores até

as suas utilizagcdes nos bioensaios.

4.3. PROSPECCAO FITOQUIMICA

Para as analises por cromatografia em camada delgada foram utilizadas
placas de aluminio de silica gel 60 F254 Merck® de tamanho 20 x 20 cm e 0,2 mm
de espessura de adsorgdo. O método utilizado para a identificagdo das principais
classes de metabdlitos secundarios (taninos, flavondides, agucares, saponinas,

esteroides e terpendides) foi estabelecido por Wagner e Bladt (1996).
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4.4. BIOENSAIOS

4.4.1. Toxicidade aguda e parametros reprodutivos

Todos os moluscos utilizados neste estudo foram oriundos do moluscario do
Laboratério de Radiobiologia do Departamento de Biofisica e Radiobiologia da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Os exemplares adultos foram
mantidos em laboratério e cultivados em aquarios plasticos com capacidade de 20
litros, contendo agua filtrada e declorada, com pH proximo a 7,0. A troca da agua foi
realizada semanalmente, com recolhimento das respectivas desovas e alimentacao
diaria dos moluscos com alface (Lactuca sativa) organico.

Inicialmente, foram pré-selecionados 200 caramujos adultos de B. glabrata, os
quais foram isolados individualmente durante cinco dias para confirmar sua
maturidade sexual. Em seguida, foram selecionados 180 animais com diametro de
concha entre 10 e 14 mm, distribuidas aleatoriamente em seis grupos, com 10
espécimes cada, da seguinte forma: controle negativo (apenas agua filtrada e
declorada), controle positivo tratado com Niclosamida (1 ug mL™"), controle com
DMSO 0,25% e 3 grupos expostos ao extrato bruto de A. colubrina diluidos em agua,
nas concentragdes de 100, 250 e 500 ppm.

Os caramujos foram expostos as solugdes por 24 horas e, apos isso, foram
avaliados quanto a mortalidade e sobrevivéncia e aos parametros reprodutivos:
fertilidade, avaliada através da contagem de desovas e embrides dos moluscos
durante e apds 7 dias da exposigéo; e fecundidade, indicada apds a contagem e
identificacdo dos embrides viaveis. Todos os experimentos foram realizados em

triplicata.

4.4.2. Citotoxicidade

Apds a avaliagao da toxicidade aguda, foram selecionados 30 animais com
diametro de concha entre 10 e 14 mm para o teste de citotoxicidade e
mutagenicidade do extrato de A. colubrina sobre as células hemocitarias de B.
glabrata. Os individuos foram expostos durante 48 horas as concentragdes subletais

de 25, 50, 75 e 100 ppm, e a analise foi realizada por meio da técnica de
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micronucleo, conforme descrito por Pavlica et al. (2000), com adaptag¢des de Silva et
al. (2013) e Lima et al. (2019).

Para a execugao da técnica, foram coletados 100 uL de hemolinfa de cada
caramujo, os quais foram depositados em laminas microscopicas. Em seguida,
foram adicionados 100 pyL de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), e as
laminas, mantidas em camara umida por 30 minutos. Apds esse periodo, as células
foram fixadas com 200 pL de glutaraldeido por 10 minutos. Posteriormente, foi
realizado o enxague com solu¢do de Ringer e a coloragdo com Giemsa a 5%. Por
fim, foram analisadas 1.000 células por grupo, sob microscopio optico (Medilux),
para identificacdo de alteracbes celulares, como binucleagdo, micronucleos e

apoptose. O experimento foi conduzido em ftriplicata.

4.4.3. Avaliagao da ecotoxicidade com Artemia salina

Para o teste de ecotoxicidade foi realizado de acordo com o protocolo descrito
por Meyer et al. (1982). Os cistos de Artemia salina foram incubados em recipientes
contendo agua do mar, com aeragao e temperatura controlada a 25°C, por 48 horas,
até a eclosao dos nauplios. Apds esse periodo, as larvas eclodidas foram coletadas
e distribuidas em 6 grupos experimentais, contendo 10 individuos cada. Os grupos
foram dispostos da seguinte forma: grupo controle negativo (somente agua do mar),
grupo controle com DMSO 0,25%; grupo controle positivo com Niclosamida (1 ug
mL™"); trés grupos expostos ao extrato bruto nas concentragdes de 100, 250 e 500
ppm. Os testes foram realizados em quadruplicata, com tempo de exposicao de 24
horas a 25°C. Ao final, foram avaliados em relagdo a mortalidade e sobrevivéncia

dos nauplios.



34

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PROSPECCAOQ FITOQUIMICA

Na prospeccao fitoquimica do extrato bruto do fruto da A. colubrina, foram
detectados metabdlitos secundarios como taninos (condensados e hidrolisaveis) e
esteroides. Por outro lado, ndo foi observada a presengca de saponinas e
flavonoides.

Dentre os metabdlitos identificados, os taninos se destacam em relagdo a
atividade moluscicida, pois se ligam a proteinas causando sua inativagdo ou uso
dessas como fonte de energia devido a precipitacdo dessas (Silva, 2013). Além
disso, alguns estudos verificaram a auséncia de atividade moluscicida sobre
caramujos B. glabrata nas concentragbes testadas apds remogao dos taninos
presentes nos extratos utilizados (Bezerra et al., 2002; Schaufelberger; Hostettmann,
1983), indicando que plantas que contém esses compostos sdao uma fonte
importante de moluscicidas vegetais, o que justifica a utilizagao do extrato bruto da
A. colubrina nos bioensaios.

O resultado encontrado foi semelhante ao estudo com extrato bruto da casca
da A. colubrina quanto a presencga de taninos, os quais também foram responsaveis
pela mortalidade dos moluscos B. glabrata descrita por Sa et al. (2016). A presenca
de taninos também foi relatada por Nogueira et al. (2023) e por Silva et al. (2020b)
no extrato de folhas de Ricinus communis e da casca do caule de Persea americana,
respectivamente, que apresentaram mortalidade significativa para B. glabrata

adultos.

5.2 TOXICIDADE AGUDA E PARAMETROS REPRODUTIVOS EM CARAMUJOS
ADULTOS

Na Figura 9 estdo dispostos os dados de mortalidade dos caramujos B.
glabrata apds 24 horas da exposicao a diferentes concentragdes do extrato bruto da
A. colubrina.

Na avaliagdo da toxicidade aguda foi observada uma relagao linear entre a
concentracdo do extrato e a taxa de mortalidade. Foi verificada mortalidade em

todos os grupos expostos ao extrato, sobretudo nos grupos submetidos a 250 e 500
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ppm que apresentaram diferenga significativa em relagdo ao grupo controle com
53% e 100% de mortalidade, respectivamente. O grupo exposto a 100 ppm
apresentou 20% de mortes. Os grupos controle negativo (apenas agua filtrada e
declorada) e DMSO 0,25% registraram mortalidade de 13% e 10%, respectivamente.

N&o foi observada diferenga significativa do grupo controle DMSO 0,25% em
relagdo ao controle negativo, sugerindo que o solvente organico utilizado para

dissolver o extrato ndo afetou a mortalidade dos animais testados.

Figura 9- Mortalidade dos caramujos Biomphalaria glabrata adultos apos 24
horas de exposi¢ao ao extrato da Anadenanthera colubrina. **p<0,01 e ***p<0,001 em
comparagao ao grupo controle.
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Fonte: A autora, 2025.

Além das taxas de mortalidade, foram observadas alteracoes
comportamentais nos animais: no grupo submetido a 250 ppm ocorreu retragao do
caramujo, enquanto nos expostos a 500 ppm, houve inchago e protusao da massa

cefalépode (Figura 10), além de liberagao de hemolinfa nas duas concentragoes.
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Figura 10- Caramujo Biomphalaria glabrata apresentando inchago e protrusao (seta)

da massa cefalépode apds exposigao a extrato vegetal.

N

Fonte: A autora, 2025.

Segundo a OMS (1983), para que um extrato vegetal seja considerado
moluscicida, deve apresentar 90% de mortalidade dos caramujos apds 24 horas de
exposigcdo a 100 ppm ou menos, além de eliminar o molusco em todas as fases da
sua vida, possuir baixo custo e facil aplicacdo. Dessa forma, embora o extrato bruto
do fruto da A. colubrina tenha apresentado toxicidade sobre caramujos B. glabrata
adultos em maiores concentragdes, esta nao foi suficiente para atender aos critérios
estabelecidos pela OMS.

O ensaio conduzido por Santos et al. (2021) sobre a agdo de diferentes
extratos brutos de folhas de Plectranthus grandis verificou uma mortalidade de 100%
apos exposicdo ao extrato bruto em hexano e diclorometano para concentragao de
500 ppm, diferindo com os achados deste estudo, que obteve efeito tdxico
semelhante em metade do tempo de exposicdo. Concentragdes inferiores a essa
nao resultaram em mortalidade com o extrato de P. grandis, ao contrario do
encontrado para o extrato do fruto de A. colubrina, que demonstrou toxicidade
significativa ja em 250 ppm.

A avaliagdo da atividade moluscicida do extrato hidroalcodlico das folhas de
Ricinus communis sobre caramujos adultos de B. glabrata também nao apresentou
mortalidade significativa na concentragao de 100 ppm (Nogueira et al., 2023), apesar
da presenga de taninos hidrolisaveis - também presente no extrato avaliado neste

estudo. No entanto, assim como no extrato da A. colubrina, foram observadas
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alteragdes comportamentais e fisiologicas nos animais, incluindo comportamento de
fuga nesta concentragao. Por outro lado, alteragdes como expansao ou retragéo da
massa cefaldopode ocorreram apenas em concentragdes mais elevadas na planta
avaliada neste trabalho, diferentemente do observado com R. communis.

O estiramento da massa cefalopode ocorrido na concentragdo de 500 ppm
também foi relatado por Batista et al. (2022) durante analise do efeito do extrato
salino de sementes de Parkia pendula em caramujos adultos B. glabrata mortos e
por EI-Nour (2021) na avaliagdo da agao moluscicida dos extratos brutos de
Origanum majorana, Ziziphus spina-christi e Salvia fruticosa sobre caramujos
Biomphalaria alexandrina. Segundo McCullough et al. (1980), esse inchago pode
estar associado a perda do controle do equilibrio hidrico pelo sistema neurossecretor
do caramujo, uma vez que a exposicao a determinadas substancias pode causar
estresse nesse sistema e, consequentemente, levar a morte do animal. Além disso,
o fluxo anormal de agua no organismo do molusco pode desencadear outras
alteracgdes fisioldgicas indiretas que também resultam em danos ao seu organismo.

Sales et al. (2021) destacam que o fendmeno de retragdo na concha possui o
objetivo de oferecer menor superficie de contato com o meio, a fim de diminuir o
efeito das substancias no seu organismo, o que sugere que a exposi¢gao dos animais
ao extrato da A. colubrina provocou tais alteracbes comportamentais, também
relatadas por Fernandes (2024) e Aguiar et al. (2022) ao estudar o efeito de
Curcuma longa e da Bauhinia monandra, respectivamente, em caramujos B.
glabrata.

Em relacdo a analise dos parametros reprodutivos dos animais expostos,
foram observadas desovas em todos os grupos sobreviventes, conforme disposto na
Tabela 1. Na avaliagdo da fecundidade, durante 7 dias apdés a exposi¢ao, foi
observada uma maior frequéncia de inviabilidade nos embrides dos caramujos
expostos ao extrato da A. colubrina quando comparados aos grupos controle. Os
grupos controle com agua e controle com DMSO 0,25% apresentaram tempo de
eclosdo de 6 e 5 dias, respectivamente, enquanto embrides dos grupos tratados com
o extrato mostraram a necessidade de até 8 dias para eclodirem. Além disso, foi
detectado um aumento na fertilidade diretamente proporcional a concentragao do

extrato.
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Tabela 1- Analise das desovas de Biomphalaria glabrata previamente expostos ao

extrato bruto da Anadenanthera colubrina.

Concentragao (ppm) N° de embrides Inviabilidade (%)
Controle negativo (agua) 16 0
DMSO 0,25% 8 0
100 46 6,52
250 86 3,49

Fonte: A autora, 2025.

De forma semelhante ao observado neste estudo, Rocha-Filho et al. (2015)
relataram um aumento na oviposi¢gao de caramujos previamente expostos ao extrato
de flores de Moringa oleifera em comparagdo aos grupos controle negativo e
controle  DMSO 0,25%. Além disso, também foi identificado atraso no
desenvolvimento embrionario quando comparado ao grupo controle, como verificado
neste trabalho. Segundo Bi et al. (2025), em estudo sobre os efeitos de ambientes
contaminados nos parametros reprodutivos de Pomacea canaliculata, um
gastropode de agua doce, a estimulagcdo da oviposicdo pode representar uma
resposta adaptativa da espécie para garantir sua sobrevivéncia e perpetuagdo em
ambientes adversos, efeito esse que pode se aplicar a outras espécies da classe,
como o B. glabrata. A inviabilidade observada nas desovas dos caramujos expostos
estd relacionada a presenca de malformagdes, como embrides hidrépicos,
classificadas como alteragdes teratogénicas, que comprometem o desenvolvimento

embrionario e resultam, consequentemente, na morte do embrido (Franca, 2022).

5.3 ALTERACOES NOS HEMOCITOS DO CARAMUJO ADULTO

Na analise citomorfologica foram encontrados dois tipos de células:
granulécitos, que sao hemocitos com projecdes citoplasmaticas (pseudopodes), e
hialinécitos, hemadcitos que possuem alta relagao nucleo/citoplasma e auséncia de
granulos, semelhante ao descrito por Silva et al. (2019).

A Figura 11 mostra a comparagdo entre o numero de hialindcitos e

granuldcitos encontrados na hemolinfa dos animais expostos as diferentes
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concentragbes do extrato da A. colubrina. Destaca-se a prevaléncia significativa do
numero de hialinécitos dentre os hemdcitos em todos os grupos avaliados.
Entretanto, observa-se um aumento do numero de granulécitos a medida que a
concentracdo aumenta.

O predominio de hialinécitos dentre os hemdcitos avaliados também foi
detectado por Trevisano (2017) em caramujos adultos Biomphalaria glabrata apés
exposicao ao latex de Euphorbia milii, corroborando os achados deste estudo.

O aumento no numero de granulécitos em comparagao ao grupo controle
negativo pode estar associado a toxicidade do extrato de A. colubrina, uma vez que
esses hemocitos possuem elevada capacidade fagocitica (Wang et al., 2017).
Alteragbes semelhantes, caracterizadas pela elevagdo no numero de granulécitos e
reducao de hialindcitos em organismos expostos, foram relatadas por Araujo et al.
(2021) apos a exposicdo do molusco B. glabrata ao sal de potassio do acido usnico,
e por Santos (2020), ao investigar os efeitos de nanoparticulas de 6xido de zinco

nesses animais, o que corrobora os resultados observados no presente estudo.

Figura 11- Relagcdo dos hemacitos encontrados na hemolinfa de Biomphalaria
glabrata apds exposicéo ao extrato bruto do fruto da Anadenanthera colubrina.

***p<0,001 em relagdo as comparagoes intergrupos celulares.
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Fonte: A autora, 2025.

Na Figura 12 identifica-se a frequéncia das alteragdes hemocitarias obtidas

apos 48h de exposi¢cado dos caramujos ao extrato bruto.
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Figura 12- Alteragdes nos hemacitos dos caramujos Biomphalaria glabrata expostos
por 48 horas ao extrato do fruto da Anadenanthera colubrina. *p<0,05 e **p<0,01 em

comparagao ao grupo controle.
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Fonte: A autora, 2025.

Todos os grupos analisados demonstraram a presenca de alteragdes
hemocitarias como apoptose (AP), binucleacdo (BN) e micronucleo (MN), sendo
mais frequentes nas concentragdes de 75 e 100 ppm (Figura 12A-C). A ocorréncia
de apoptose, binucleagdo e micronucleo no controle negativo apresentou uma
frequéncia de 2%, 5% e 8%, respectivamente, enquanto ndo foram observadas
alteragdes significativas no grupo controle com DMSO 0,25%, indicando que o
solvente ndo afetou a ocorréncia de alteragées hemocitarias nos grupos tratados.

A frequéncia de apoptose foi significativa para os grupos de 75 e 100 ppm,
que mostraram 17% e 23% de ocorréncia, respectivamente. A presenca de
binucleagao ocorreu em 21% dos hemdcitos analisados na concentragéo de 75 ppm
e 16% na concentracdo de 100 ppm. Foi constatado, ainda, 26% e 44% de
micronucleo nos hemdécitos analisados para a concentracdo de 75 e 100 ppm,
respectivamente. No grupo exposto a 25 ppm houve uma maior prevaléncia de
binucleagdes (8%), enquanto no grupo de 50 ppm a presenga de micronucleos se
destacou com 10% de ocorréncia. Entretanto, apesar dessas alteragdes observadas,
0os grupos de 25 e 50 ppm nao apresentaram diferengas estatisticamente
significativas em relagao ao controle negativo.

O teste de micronucleo é uma ferramenta importante na avaliagdo da
citotoxicidade de substancias quimicas, pois permite identificar alteragdes nucleares

em células na fase de intérfase, além de detectar danos cromossomais induzidos por
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agentes aneugénicos ou clastogénicos, danos esses que podem ser repassados
para células-filhas e levar as células a apoptose (OECD, 2023).

Diante desse cenario, a exposigao a extratos vegetais pode causar diversos
efeitos no sistema imunolégico de Biomphalaria sp., como alteragées morfoldgicas,
aumento de pseuddpodes, anormalidades nucleares, vacuolos e apoptose,
sugerindo um efeito imunotdxico dessas substancias em gastrépodes de agua doce
(Ledo et al., 2024). Esses tipos de alteragbes também foram observadas nos
organismos expostos ao extrato de A. colubrina no presente estudo, especialmente
nas concentragdes mais elevadas, o que indica a capacidade dessa planta de
comprometer o sistema imune do caramujo. Foi possivel observar alteracdes
celulares em todas as concentragcdoes estudadas, demonstrando o carater toxico da
A. colubrina.

Adicionalmente, a apoptose €& um processo fisiolégico de morte celular
programada que tem como objetivo garantir o equilibrio entre produgéo e eliminagao
de células no organismo, podendo indicar, além de danos ao DNA e agao de radicais
livres, possivel imunotoxicidade apos exposigcdao de gastropodes a substancias
quimicas (Obeng, 2020; Reed, 2006). Diante disso, o extrato de A. colubrina induziu
um aumento estatisticamente significativo na frequéncia de apoptose nos hemacitos,
especialmente nas concentracbes de 75 e 100 ppm, sugerindo efeito citotdxico
dose-dependente, resultado similar ao encontrado por Aguiar et al. (2022) e Batista
et al. (2022) em estudo que avaliou os efeitos citotoxicos dos extratos de Bauhinia
monandra e Parkia pendula, demonstrando a importéncia do estudo dos hemacitos
para determinagao do efeito toxico de extratos vegetais em B. glabrata.

A ocorréncia de binucleagdes, resultante do bloqueio da citocinese e de falhas
na mitose, pode refletir anomalias celulares associadas ao desequilibrio genético, a
carcinogénese e a ativacdo de processos apoptéticos (Hayashi e Karlseder, 2013;
Rodilla, 1993). No presente estudo, observou-se um aumento significativo da
frequéncia de binucleagbes nas maiores concentragdes testadas, o que reforga a
hipétese de atividade citotoxica, apresentando resultados semelhantes aos relatados
por Batista et al. (2022) e Aguiar et al. (2022).

Cabe destacar ainda a presenca significativa de micronucleos, fragmentos de

DNA que nao foram incorporados ao nucleo durante a divisao celular, observada nas
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maiores concentragdes testadas, indicando que a A. colubrina apresenta potencial

mutagénico (Carmo; Leal; Ribeiro, 2020).

5.4 TOXICIDADE DO EXTRATO FRENTE A Artemia salina

A Figura 13 expde os dados de sobrevivéncia do microcrustaceo Artemia
salina apos 24 horas da exposicdo ao extrato bruto da A. colubrina. Onde foi
observado que o extrato bruto da A. colubrina apresentou toxicidade significativa
sobre os microcrustaceos, em todas as concentragdes testadas. Os grupos expostos
a 100, 250 e 500 ppm apresentaram 55%, 37,5% e 30% de sobrevivéncia,
respectivamente, caracterizando uma diminuicdo linear da sobrevivéncia desses
animais apos exposicao ao extrato testado.

A avaliagao da toxicidade de extratos de plantas medicinais é essencial para
garantir a seguranga de seu uso e, nesse contexto, o microcrustaceo Artemia salina
se destaca como modelo experimental por sua sensibilidade a substancias
presentes no meio, facil cultivo, resposta rapida e baixo custo; além disso, a analise
de sua viabilidade apds a exposigao aos extratos contribui para identificar os efeitos

das substancias testadas (Silva; Silva, 2023).

Figura 13- Sobrevivéncia da Artemia salina apds exposi¢cao ao extrato bruto do fruto
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Fonte: A autora, 2025.
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Os dados descritos por Sa et al. (2016) corroboram com o encontrado neste
trabalho, uma vez que também relataram mortalidade significativa para A. salina em
todas as concentracdes do extrato bruto da casca da A. colubrina apos 24 horas de
exposigao.

Assim como observado no extrato do fruto da A. colubrina, o extrato aquoso
de Indigofera suffruticosa (Fabaceae) apresentou decrescimento linear na
sobrevivéncia da A. salina (Figueiredo, 2011). O extrato aquoso da /. suffruticosa
apresentou menor toxicidade, quando comparada ao extrato testado neste trabalho,
em todas as concentragdes avaliadas, com 55% de mortalidade em 500 ppm e
36,3% em 250 ppm, enquanto a A. colubrina causou 70% e 62,5% de mortalidade,
respectivamente, indicando que este extrato € mais toxico.

O extrato hidroalcodlico da I. suffruticosa, porém, apresentou aumento de
toxicidade, atingindo 64% de mortes em 250 ppm, se aproximando da obtida neste
trabalho para essa concentracdo, e 78,7% de mortes em 500 ppm, superando os
70% encontrados para A. colubrina. Assim, embora o extrato aquoso de /.
suffruticosa tenha demonstrado toxicidade relevante, o extrato hidroalcodlico se
mostrou consideravelmente mais letal, apresentando um perfil téxico mais proximo
ao observado para A. colubrina.

O extrato bruto de Anadenanthera colubrina apresentou impacto negativo
sobre Artemia salina, o que sugere baixa seletividade. Esse resultado demonstra a
importancia de estudos complementares que busquem isolar e caracterizar os
compostos ativos presentes no extrato, a fim de desenvolver moluscicidas naturais
mais seguros, que combinem alta eficacia contra os caramujos vetores com menor

toxicidade a organismos n&o-alvo e menor risco ambiental.
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6 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstram que o extrato bruto do fruto de
Anadenanthera colubrina possui atividade biologica significativa sobre Biomphalaria
glabrata, além de promover alteragées comportamentais, fisiolégicas e reprodutivas.
A prospecgao fitoquimica revelou a presenga de taninos e esteroides, sendo os
taninos os principais candidatos a atividade moluscicida observada.

O extrato demonstrou efeitos tdxicos relevantes em caramujos adultos,
porém, ndo atendeu aos critérios estabelecidos pela Organizagao Mundial da Saude
(OMS) para ser classificado como um moluscicida eficaz. No entanto, os efeitos
observados nos hemdcitos, como aumento de apoptose, binucleagdo e micronucleo
evidenciam o potencial citotdxico do extrato, reforcando sua capacidade de afetar a
sobrevivéncia e a reprodugcdo dos moluscos hospedeiros intermediarios da
esquistossomose.

Por outro lado, a toxicidade significativa observada frente ao microcrustaceo
Artemia salina em todas as concentragdes testadas indica que o extrato de A.
colubrina pode afetar organismos n&o-alvo, o que representa um alerta importante
quanto a sua aplicacdo ambiental. Dessa forma, apesar das limitagdes encontradas,
o fracionamento do extrato pode representar uma alternativa promissora para isolar
compostos mais seletivos e eficazes, contribuindo para o desenvolvimento de

moluscicidas naturais mais seguros.
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