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RESUMO: A esquistossomose mansonica,
popularmente conhecida como barriga
d’agua, €& uma doenca com grande
repercussdo na Saude Publica e no Meio
Ambiente. Atualmente, o combate ao
hospedeiro intermediario (caramujos do
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género Biomphalaria) tem sido realizado
com o uso de substéncias sintéticas
e toxicas, tipo a substancia comercial
Bayluscide. A procura de produtos
originados de plantas (seja O6leos ou
extratos) com atividade moluscicida vem
ganhando cada vez mais espaco no cenario
das pesquisas. No presente trabalho,
objetivou avaliar o potencial moluscicida
do Oleo essencial de Zingiber officinale
frente ao hospedeiro intermediario da
esquistossomose. O 06leo essencial dos
rizomas de Zingiber officinale foi extraido
por hidrodestilacdo durante 4 horas em
um sistema de Clevenger. Os caramujos
utilizados no teste foram da espécie
Biomphalaria glabrata oriundos de coletas
realizadas mensalmente em bairros de
periferia de S&o Luis — MA, aplicando-
se a técnica manual com auxilio de
pincas e conchas metalicas apropriadas.
Em seguida estes caramujos foram
transportados para o Nucleo de Imunologia
Béasica e Aplicada — UFMA, onde foram
mantidos em aquarios e vidro contendo
agua desclorada e alimentados com alface.
A avaliacdo da atividade moluscicida
deste O6leo foi realizado de acordo com as
técnicas preconizadas pela WHO (1965),
que a rigor recomenda a utilizacdo de trés
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grupos de dez caramujos para cada concentracao (sendo avaliadas quatro concentragdes:
100, 75, 50 e 25 ppm) do agente moluscicida a ser testado.Para o grupo controle utilizou-
se agua desclorada e uma solugdo com o tensoativo Tweem 80. O éleo essencial deste
vegetal, na concentrag@o de 100 ppm apresentou efeito moluscicida de 100% com retracéo
da massa cefalopodal e liberacdo de hemolinfa. Obteve-se também 100% de mortalidade
aos caramujos presentes nas concentragdes de 75, 50 e 25 ppm, apresentando apenas
retracdo da massa cefalopodal, ndo havendo liberacdo de hemolinfa. Infere-se, portanto,
que o 6leo essencial dos rizomas de Z. officinale apresenta atividade moluscicida e que
serao necessarios a realizacéo de testes toxicolégicos para verificacao da reagéo de outros
organismos uma vez que os compostos tidos como moluscicidas ndo devem afetar a fauna,
tipo peixes, evitando assim, problemas na utilizacdo desses compostos em areas onde a
pesca torna-se uma importante fonte de renda e alimentacdo para a populagéo.
PALAVRAS-CHAVE: Esquistossomose, Biomphalaria glabrata, Zingiber officinale.

ABSTRACT: Schistosomiasis mansoni, popularly known as “water belly,” is a disease with
significant repercussions on public health and the environment. Currently, the control of the
intermediate host (snails of the genus Biomphalaria) has been carried out using synthetic
and toxic substances, such as the commercial substance Bayluscide. The search for
products derived from plants (whether oils or extracts) with molluscicidal activity has been
gaining more and more attention in research. In this study, the objective was to evaluate the
molluscicidal potential of the essential oil of Zingiber officinale against the intermediate host
of schistosomiasis. The essential oil from the rhizomes of Zingiber officinale was extracted
by hydrodistillation for 4 hours using a Clevenger system. The snails used in the test were of
the species Biomphalaria glabrata, collected monthly from the outskirts of Sdo Luis - MA. The
manual technique was applied, using appropriate tweezers and metal shells. Subsequently,
these snails were transported to the Basic and Applied Immunology Core - UFMA, where
they were kept in aquariums and glass containers with dechlorinated water and fed with
lettuce. The evaluation of the molluscicidal activity of this oil was carried out according to
the techniques recommended by WHO (1965), which strictly recommends the use of three
groups of ten snails for each concentration (evaluating four concentrations: 100, 75, 50, and
25 ppm) of the molluscicidal agent to be tested. The control group used dechlorinated water
and a solution with the surfactant Tween 80. The essential oil of this plant, at a concentration
of 100 ppm, showed a 100% molluscicidal effect with retraction of the cephalopedal mass and
release of hemolymph. Similarly, 100% mortality was observed in snails at concentrations
of 75, 50, and 25 ppm, presenting only retraction of the cephalopedal mass without the
release of hemolymph. It is inferred, therefore, that the essential oil of Z. officinale rhizomes
presents molluscicidal activity, and toxicological tests will be necessary to verify the reaction
of other organisms, as molluscicidal compounds should not affect the fauna, such as fish,
thus avoiding problems in the use of these compounds in areas where fishing becomes an
important source of income and food for the population.

KEYWORDS: Schistosomiasis, Biomphalaria glabrata, Zingiber officinale.
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INTRODUCAO

A esquistossomose € uma doenga cronica causada pelo trematédeo do género
Schistosoma com grande prejuizo na Saude Pdublica, tanto pela severidade das
complicagdes clinicas quanto pela sua prevaléncia, constituindo assim uma importante
fonte de morbidade e mortalidade principalmente nos paises em desenvolvimento (RASO
et al., 2007; RIBEIRO et al., 2009).

Estima-se que mais de 207 milhdes de pessoas estejam infectadas em todo mundo
e 700 milhdes de pessoas, distribuidas em 74 paises endémicos, possam estar em risco de
contrair esta enfermidade (WHO, 2010).

A quase totalidade dos autores que estudam o assunto acredita que a
esquistossomose tenha sido introduzida no Brasil através do trafico de escravos,
originarios da costa da Guiné, Angola e antigo Congo, na Africa Ocidental e de
Mocambique (RAMOS, 2007).

No Brasil o numero de infectados é estimado entre 2,5 a 6 milhdes de pessoas,
para Schistossoma mansoni, que é a Unica espécie transmitida no Pais, causando a
doenca que se denomina esquistossomose mansoni, popularmente conhecida como
barriga-d’agua (ENK, 2008).

Um inquérito de positividade para o agente etiolégico da esquistossomose
mansonica realizado em 15 estados da Federagao Brasileira nos anos de 2005 a 2009,
revelou que os Estados de Pernambuco, Alagoas e Sergipe, apresentaram os maiores
indices, obtendo respectivamente 50,6 %, 53,7 % e 60,5 % de casos positivos para S.
mansoni (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

No Maranhéo, a esquistossomose vem sendo observada desde 1920 e constitui
um relevante problema de saude publica, apresentando focos em diversas regioes,
principalmente na Baixada Ocidental Maranhense, area endémica e que se caracteriza
por apresentar campos alagados, ambiente extremamente favoravel a reproducéo e
manutencgao de caramujos transmissores (ALVIM, 1980 apud MARQUES, 2009).

Leite (2009), realizando um levantamento de casos de esquistossomose no povoado
de Sdo Roque, Municipio de Palmeirandia (regido da Baixada Maranhense) obteve uma
média de 21,25 casos nos anos de 2005 a 2008. No mesmo periodo no povoado de Séo
Roque, Municipio de Palmeirandia, também situado na regido da Baixada Maranhense,
Barros (2009), realizou um levantamento da ocorréncia desta parasitose e obteve uma
média de 250,5 casos, média esta 11,65 vezes maior que a apresentada pelo povoado de
Sao Roque.

Nos anos de 2007 a 2009, no Municipio de Sao Vicente de Férrer, situado na mesma
regido dos municipios anteriormente citados, dos 36 casos dessa endemia ocorridos nesse
periodo 41,7% dos casos, ocorreram pela segunda vez (COSTA, 2009).
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A transmisséo desta parasitose se d& pela eliminacéo dos ovos do S. mansoni das
fezes do hospedeiro definitivo infectado (homem), que na agua eclodem liberando uma
larva ciliada denominada miracidio, a qual infecta o caramujo do género Biomphalaria
(hospedeiro intermediario), e que ap6s 4 a 6 semanas o invertebrado libera nas aguas
naturais cercarias. O contato humano com aguas infectadas pelas cercéarias € a maneira
pela qual o individuo adquire a esquistossomose. (NEVES, 2011).

No Brasil, existem dez espécies e uma subespécie do género Biomphalaria: B.
glabrata, B. tenagophila, B. straminea, B. peregrina, B. schrammi, B. kuhniana, B. intermedia,
B. amazonica, B. oligoza, B. occidentalis and B. tenagophila guaibensis. Destas, apenas
as trés primeiras espécies eliminam cercérias. Na cadeia epidemiol6gica desta parasitose
a espécie B. glabrata é de grande importancia, devido a sua ampla distribuicdo geograéfica,
alta indices de infeccdo e eficacia na transmissédo da esquistossomose (GUIMARAES,
2009).

Na cidade de Séao Luis - MA, varios trabalhos foram realizados nos bairros de
periferia com a finalidade de investigar a presencga do caramujo hospedeiro intermediario da
esquistossomose, e utiliza-los como sonda indicadora de novos casos para essa parasitose
e verificou-se que a realidade € extremamente preocupante.

Ramos (2007) demonstrou que a Vila Embratel € um bairro de periferia dessa
capital com sérios problemas sanitarios e que alberga hospedeiros intermediarios para a
esquistossomose totalizando no periodo de 2006 a 2007 uma média de 46,6% de caramujos
positivos para S. mansoni.

Essa realidade, porém néo se restringiu somente a esse bairro de periferia da
capital Maranhense. Ferreira (2008), realizando um levantamento malacolégico no Bairro
do Barreto no periodo de 2006 a 2007, obteve uma média de 746 caramujos, sendo desta
média 21,61 % estavam positivos por S. mansoni.

No bairro do Jambeiro durante coletas realizadas mensalmente no periodo de Junho
de 2008 a Abril 2009 foram obtidos 1.297 caramujos (CARMO et al., 2009). O Sa-Viana,
bairro vizinho ao do Jambeiro, durante os anos de 2010 e 2011 verificou-se uma quantidade
de 3230 caramujos da espécie B. glabrata, apresentando uma taxa média de 0,75 % de
positividade com S. mansoni (FRANGCA, 2011).

O problema é equacionado pela presenca do caramujo, bairros de periferia com
déficit de saude, pessoas sem informacgé@o sobre a doenga e a presenga de populacéo
oriunda de regides endémicas. Sabendo-se que a esquistossomose abriga dois hospedeiros,
pensou-se como forma de interromper o ciclo desta parasitose a eliminagdo do caramujo
(hospedeiro intermediario).

Vérios trabalhos vém sendo realizados buscando compostos vegetais que tenham
atividade toxica contra estes moluscos do género Biomphalaria. Em todo o mundo pesquisas
com esse proposito tem crescido, objetivando o controle do caramujo hospedeiro desta
endemia que assola os quase 74 paises do nosso planeta. (LOPES, 2006).
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Tais pesquisas tém se tornado importante, tendo em vista que a niclosamida é
atualmente o Unico moluscicida recomendado pela Organiza¢gdo Mundial da Saude (OMS)
para programas de controle de caramujos (WHO, 2006). A utilizagdo em larga escala da
niclosamida, no entanto, € oneroso e ndo pode ser concedida pela maioria dos paises em
desenvolvimento onde a doencga é endémica. Além disso, as efetivas concentracoes tidas
como moluscicidas deste produto sintético, provocam concomitantemente a mortalidade de
peixes, tornando-se um problema quando a pesca se torna uma importante fonte de renda
e alimentagéo para a populagdo (OLIVEIRA-FILHO et al., 2010).

No Brasil, os primeiros estudos sobre moluscicidas de origem vegetal demonstraram
a atividade de extratos aquosos de caules de Serjania sp. (cip6-timbd) e de frutos de
Sapindus saponaria L. (Sapindaceae) (saboneteira, sabdo) em B. glabrata (LEYTON, 2005).

Plantas medicinais, toxicas e ornamentais vém sendo testadas no nosso pais, com
a finalidade de verificar uma possivel agdo moluscicida, obtendo-se resultados promissores
(LOBATO, 2007).

Neste trabalho elegeu-se os rizomas de Zingiber officinale, popularmente conhecida
como gengibre, que é uma planta herbacea e perene, nativa da Asia, onde é cultivada
em paises como a Austrélia, Brasil, China, Japao, México, Africa Ocidental, e parte dos
Estados Unidos (UKEH et al., 2009).

O gengibre é um constituinte comum da dieta em todo o mundo, sendo utilizado na
culinaria como condimento ou até mesmo na medicina alternativa como um carminativo,
um sudorifico, antiespamddico e contra célicas intestinais (PENNA et al., 2003).

Percebe-se que as indagagdes cientificas no que se refere ao uso das plantas
no prélio das enfermidades estdo se ampliando, e 0 que antes era usado apenas para
combater a doenca ja instalada no individuo, hoje se busca a aplicacéo destas na prevencéao
de enfermidades, utilizando-as, por exemplo, contra vetores, sejam eles artrépodes ou
moluscos (PEREIRA-FILHO, 2011).

Algumas espécies de moluscos do género Biomphalaria podem atuar como
hospedeiros intermediarios da esquistossomose, constituindo assim veiculos de grande
importancia para a propagacgao desta parasitose que assola varios paises, principalmente
aqueles paises em desenvolvimento.

Um dos mais eficientes métodos de controle da doencga constitui na aplicagéo de
moluscicidas para eliminar ou para reduzir a populacdo desses moluscos. A Niclosamida
€ um tipo de moluscicida sintético muito utilizado na eliminacdo do caramujo, entretanto,
acarreta uma série de prejuizos e desvantagens, tais como: a toxicidade ao homem, aos
animais aquaticos ou as plantas, além do alto preco do produto e custo operacional devida
a necessidade de repetidas aplicagbes até mesmo em pequenas areas. Tais aspectos
desvantajosos fazem necessarias pesquisas que envolvam a busca de compostos vegetais
que tenham atividade toxica contra os moluscos desse género e possa ser de baixo custo

operacional.
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Na tentativa de barrar a expansdo da esquistossomose de forma sustentavel,
econOmica e ecolbgica, a procura de produtos originados de plantas (seja éleos ou
extratos) com atividade moluscicida vem ganhando cada vez mais espago no cenario
das pesquisas, j4 que varios trabalhos vém apontando a possibilidade de obtencéo de
produtos com alto teor moluscicida, extraidos de vegetais sejam estes nacionais, ou
regionais. Tendo o caramujo do género Biomphalaria como um importante elemento na
cadeia da esquistossomose, se faz necessaria a busca de alternativas como o uso de
extratos vegetais para o combate desse caramujo.

OBJETIVOS

Estudar o efeito moluscicida de vegetais frente ao hospedeiro intermediario da
esquistossomose, analisando o comportamento dos caramujos quanto a sua mobilidade,
alimentagéo e estado da massa cefalopodal quando em contato com as solu¢des do 6leo
essencial rizomas de Zingiber officinale além de verificar a interferéncia do 6leo essencial
dos rizomas de Zingiber officinale na eliminagédo de massas de ovos pelo Biomphalaria sp.

MATERIAIS E METODOS

Material vegetal
Obtencao dos rizomas (Zingiber Officinale)

Os rizomas de Zingiber officinale foram obtidos em feira livre no mercado municipal
do Centro de Séo Luis — MA. Uma amostra foi retirada para preparacéo de exsicata, enviada
para o Herbario Atico Seabra — Universidade Federal do Maranhéo, para a confirmacéo da
espécie e registrada sob o nimero de registro 1678.

Obtencao do dleo essencial dos rizomas de Zingiber officinale

O 6leo essencial dos rizomas foi extraido por hidrodestilagdo durante 4 horas em um
sistema de Clevenger de vidro acoplado a um baléo de fundo redondo com capacidade de
6000 mL, mantido uma manta aquecedora a temperatura de 100 °C. Para a extragéo foram
utilizados 420g da amostra de rizomas com 4200 mL de dgua destilada (proporcéo de 1:10),
onde o 6leo foi seco por meio da percolagdo com Na,SO, sendo depois armazenado em
tubos de ensaio com tampas envolto em papel aluminio sob refrigeracéo, com a finalidade
de impedir perdas dos constituintes volateis.

Obtencao, Manutencao, Andlise, e Identificacdo de caramujos

Coleta e manutengéo dos caramujos em laboratério

A coleta dos caramujos Biomphalaria glabrata foi realizada mensalmente nos bairros

de periferia de Sao Luis — MA selecionados, aplicando-se a técnica manual com auxilio
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de pincas e conchas metalicas apropriadas (Figura 1). Em seguida, os caramujos foram
acondicionados em recipiente de vidro contendo agua do criadouro natural e transportados
para o Nucleo de Imunologia Béasica e Aplicada — UFMA. Os animais foram alimentados
com alface (Lactuca sativa L.) e mantidos em aquérios de vidro, com agua desclorada
(Figura 2). A limpeza destes aquarios e a troca da agua foram realizadas a cada trés dias.

Figura 1: Técnica de coleta de Biomphalaria glabrata em criadouro natural.
Fonte: FRANCA, 2011.

Figura 2: Manutencéo de Biomphalaria glabrata em aquério apds coleta.
Fonte: PEREIRA — FILHO, 2011.
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Teste de positividade para Schistosoma mansoni

Os caramujos coletados foram analisados semanalmente, durante um més para
observar a positividade para S. mansoni. Nesta andlise os moluscos foram colocados em
frascos pequenos de vidro, com cerca de 5 mL de 4gua desclorada e expostos a luz de duas
lampadas de 60 W, durante 1 hora (SMITH & TERRY, 1974) (Figura 3). Em seguida, foram
examinados com o auxilio de lupa estereoscopica ZEISS, verificando sua possivel infecgéao,
representada pela eliminagdo cercarias na agua. Somente os caramujos negativos para S.
mansoni foram utilizados para avaliagdo da atividade moluscicida do vegetal proposto.

Figura 3: Teste para avaliagao da infec¢do por Schistosoma mansoni nos planorbideos.
Fonte: PEREIRA - FILHO, 2011

Identificacdo dos caramujos

Para a identificacdo dos caramujos foram utilizadas técnicas descritas pelo
Ministério da Saude, 2008. Parte dos caramujos negativos para S. mansoni foram
transferidos para um coador de plastico, onde foram mergulhados em agua previamente
aquecida a 70°C, durante um periodo de 30 segundos. Ap6s esse periodo o coador
contendo os moluscos foi mergulhado em agua a temperatura ambiente, resfriando os
moluscos.

Pincou-se o pé do molusco transversalmente, puxando-o com uma suave tragao,
de forma que a parte mole se desprendesse da concha, para entdo ser imediatamente
colocada no fixador Railliet-Henry. Ap6s 24 horas, este fixador foi renovado com a finalidade
de uma boa preservagcdo do material.

Do frasco que continha os caramujos com o fixador, retirou-se um exemplar que

foi colocado numa placa de Petri que continha um pouco da solucéo fixadora. Com o
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caramujo virado com o lado esquerdo (onde se localizam as aberturas genitais masculina
e feminina) para cima, manteve-se uma das pin¢cas na regido cefalopodal, para firmar
0 animal, enquanto a outra separava aos poucos a jungédo entre o0 manto e o musculo
columelar, sempre pelo lado esquerdo, até a altura do estémago, onde esse musculo
termina. O mesmo procedimento foi realizado com o lado direito do animal. Feito isso,
cuidadosamente despregou-se a parte anterior do manto, que se encontra presa ao colo,

tendo assim todo o manto destacado para a identificagéo da espécie.

Avaliacao da Atividade Moluscicida

A atividade moluscicida foi avaliada de acordo com o procedimento preconizado
pela WHO (1965), metodologia esta utilizada também nos trabalhos por Lopes (2006) e
Rapado et al., (2011). Os caramujos utilizados nos testes oriundos de coletas realizadas
no Sa-Viana e na Vila Embratel, Sdo Luis - MA, foram selecionados ap6s quarentena.
Os negativos para Schistosoma mansoni, apds dissec¢éo foram identificados como sendo
da espécie Biomphalaria glabrata apresentando 10-18 mm de diametro da concha. Trés
grupos de 10 caramujos foram colocados em potes de vidros contendo 500 ml de solugcéo
obtida da diluicdo do 6leo essencial de Zingiber officinale nas concentracdes de 100 ppm,
75, 50 e 25 ppm, com agua desclorada e 03 (irés) gotas do tensoativo (Tween 80). Para o
grupo controle, utilizou-se 10 caramujos imersos em agua desclorada contendo 03 (trés)
gotas desse tensoativo, procedendo-se a analise igual aquela realizada nos grupos testes.
Os caramujos foram expostos na solugéo por 24 horas a temperatura ambiente. Apds esse
tempo, foram removidos e lavados duas vezes com agua desclorada, alimentados com

alface e observados a cada 24 horas, durante quatro dias para avaliar a mortalidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os caramujos utilizados na avaliagdo da atividade moluscicida foram caramujos do
género Biomphalaria que ap6s dissecacao foram identificados como sendo da espécie B.
glabrata.

Seguindo a metodologia da Organizacdo Mundial da Saude (1965) a atividade
moluscicida do 6leo essencial dos rizomas de Zingiber officinale foi avaliada na concentragao
de 100 ppm, observando a cada 24 horas, durante quatro dias para analisar a mortalidade
destes. Essa metodologia pondera que o extrato em trés niveis: inativo, se levar de 0 a 30%
de mortalidade, parcialmente ativo se levar de 40 a 60% de mortalidade e ativo se levar de
70 a 100% de mortalidade aos caramujos, em um periodo de 24 horas.

Na concentracdo de 100 ppm, observou-se 100% de mortalidade para B. glabrata
com 24 horas. Resultado semelhante a este foi encontrado por Melo, 2010 ao utilizar o éleo
essencial do epicarpo de Citrus limon contra Biomphalaria sp. Lobato (2007) avaliando
atividade moluscicida do extrato das folhas Syzygium jambolanum na mesma concentragao
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contra o caramujo da mesma espécie obteve taxa de mortalidade de 100% durante 48
horas. Lopes (2006) ao usar a mesma concentragédo do extrato hidroalcéolico de Caryocar
brasiliense obteve a mortalidade aproximada (90%) ap6s 48 horas de contato com essa
solugdo também na concentracdo de 100 ppm.

Para as concentragdes de 75, 50 e 25 ppm, obteve-se também 100% de mortalidade,
depois de 24h. Embora nessas concentragdes, observou-se retracdo da massa cefalopodal
e esses caramujos nao liberaram hemolinfa. Devido a mortalidade dos caramujos em curto
prazo, estes ndo verificaram a eliminacdo de massas de ovos.

McCullough et al. (1980), descreve que o envenenamento por moluscicida pode
provocar no caramujo dois mecanismos que explicam sua morte: ou ele retrai sua massa
cefalopodal para dentro da concha, liberando a hemolinfa, ou entdo se estende inchado
anormalmente o cefalépode para fora. Esses fenébmenos ocorrem devido a presenca do
moluscicida na agua que provoca uma ruptura do equilibrio osmoético do molusco. Os
caramujos quando foram submetidos a essa concentracéo do 6leo essencial de Zingiber
officinale retrairam sua massa cefalopodal para dentro da concha, liberando a hemolinfa

Os moluscos B. glabrata séo animais considerados proliferos, hermafroditas podendo
autofecundar-se, ou apresentar reprodugao cruzada. Atingem a maturidade sexual com 30
dias de idade, tendo assim a capacidade de oviposi¢do. Os ovos séo contidos em massas
gelatinosas, que podem ter mais de 100 ovos, as desovas sdo depositadas em qualquer
estrutura sélida submersa e as posturas sdo realizadas quase que diariamente (NEVES,
2011). Na concentracdo de 100 ppm, houve a inibicédo total na oviposi¢cdo dos moluscos da
espécie B. glabrata, com auséncia de massas de ovos em todos os dias durante a andlise.
Esse resultado deve-se atribuir ao fato de que os caramujos morreram logo nas primeiras
24 horas em contato com a solucdo. No grupo controle houve liberacdo de massas de ovos
em todos os dias analisados.

CONCLUSAO

Baseado na WHO/1965, que especifica normas para testes com diversos
moluscicidas, pode-se concluir que o 6leo essencial dos rizomas de Zingiber officinale
apresenta efeito moluscicida, ja que apresentou 100% de mortalidade dos caramujos na
concentracdo de 100 ppm, como também para as outras concentracbes testadas.
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