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Aplicacdo do Oleo Essencial
de Pimenta Dioica Lindl. como
Moluscicida Frente ao Caramujo
Transmissor da Esquistossomose.

Gustavo O. Everton, Amanda M. Teles, Adenilde N. Mouchrek,
Victor E. M. Filho

Extraido quantitativamente o 6leo essencial por destilacdo a vapor. O dleo essencial
obtido LC50 de 39,81 (£ 0,17). Os resultados indicam que o 6leo essencial avaliado ¢
composto de substancias que fornecem atividade contra moluscicida no combate ao
caracol transmissor esquistossomose.

Palavras Chave: Oleo; Caramujo; Moluscicida.

Extracted quantitatively the essential oil for hydrodistillation. The essential oil
obtained LC50 of 39.81 (£0.17). The results indicate that the rated essential oil is
composed of substances that provide activity against molluscicide in combating

schistosomiasis transmitter snail.

Keywords: Oil; Snail; Molluscicide.
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Introducdo

A esquistossomose, conhecida como barriga d’agua,
xistosa, doenca do caramujo, xistosomose transmitida por
caramujo, da espécie Biomphalaria glabrata'. No Brasil,
a doenga foi descrita em 18 estados ¢ no Distrito Federal,
sendo sua ocorréncia diretamente ligada a presenca dos
moluscos transmissores?.

As substancias moluscicidas sdo empregadas para
o exterminio de moluscos e utilizadas para controlar
caramujos vetores de parasitas. Moluscicidas sintéticos
tém sido utilizados em programas de controle de doencas
veiculadas por caramujos. Enfatiza-se que mais de 7.000
produtos quimicos ja foram testados com esta finalidade,
mas poucos merecem destaque. Dentro desses, pode-se
citar: sulfato de cobre, Gramaxone, hidroxido de calcio,
N-tritilmorfolina (Frescon), niclosamida (Bayluscid),
carbamato, metaldeido, organofosfato®.

O moluscicida sintético niclosamida é o tnico
recomendado para combater caramujos vetores de
doencgas4. Contudo, o uso de moluscicida sintético tem
gerado preocupacgdo emrelacao a fatores como: toxicidade
para outras espécies, devido a sua baixa seletividade;
contaminagdo do meio ambiente’® e resisténcia de
caramujos da espécie B. glabrata’. Nesse contexto, a
procura de substancias facilmente biodegradaveis tem
aumentado o interesse pelo uso de moluscicidas de
origem vegetal. Os compostos de origem vegetal com
potencial moluscicida tém sido amplamente utilizados
na literatura®.

A Organizagao Mundial da Satude enfatiza a necessidade
de estudos moluscidas de plantas com a finalidade de
tornas menos oneroso e mais eficiente o controle da
esquistossomose.

O controle da esquistossomose demanda medidas que
englobam tratamento de portadores, saneamento basico,
educagdo sanitaria e aplicagdo de moluscicidas. A presenga
de esquistossomose ¢ indicador de condigdes precarias
¢ este enfoque deve estar presente na mente de todos os
especialistas no trabalho de controle desta endemia.

Diante dos argumentos anteriores, os 6leos essenciais
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extraidos de plantas representam uma alternativa no controle
do caramujo transmissor da esquistossomose, a fim de
quebrar o ciclo evolutivo, antes que este venha contaminar o
hospedeiro definitivo. Isto leva os estudiosos a pesquisarem
substancias oriundas de vegetais que pudessem contribuir
na eliminacdo dos mesmos eficientemente.

A planta em estudo deve ser abundante em 4areas
endémicas da doenca, ou serem facilmente cultivaveis, o
produto ativo responsavel pela toxidez deve estar presente
em partes de facil regenera¢do da planta, como folhas,
flores, frutos e sementes. O principio ativo deve ser extraido
preferencialmente com agua, o extrato deve manter-se ativo
sob quaisquer alteragdes fisicas e quimicas’®.

Dessa forma, este estudo, teve por objetivo avaliar a
toxicidade e a atividade moluscicida do o6leo essencial
extraido da folha de Pimenta dioica Lindl, espécie de
grande importancia medicinal e encontradas onde a doenga
¢ endémica no Brasil.

Metodologia

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério
de Fisico-Quimica do Pavilhdo Tecnoldgico, Nucleo de
Imunologia Bésica e Aplicada (NIBA) da Universidade
Federal do Maranhdo (UFMA), Central Analitica da
Universidade de Campinas, Central Analitica da UFMA,
Nucleo de Combustivel, Catalise e Ambiental (NCCA).
Realizou-se o teste de atividade larvicida calculando-se a
CL50 segundo o método Reed- Muench®.

OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL

As folhas foram coletadas na Cooperativa Agricola
Mista do Projeto Onga LTDA, no municipio de Taperoa-
BA, Brasil, em janeiro de 2017, registrada nos arquivos
botanicos do Instituto Biodinamico (IBD) de Botucatu de
acordo com certificado no CA021205 e transportadas para
o Laboratério de Fisico-Quimica de Alimentos do Pavilhao
Tecnologico da Universidade Federal do Maranhao
(UFMA), onde foram secas em temperatura ambiente,
trituradas (em po) e armazenadas para extragdo do dleo
essencial.
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Para extragdo do 6leo essencial de Pimenta dioica Lindl.,
utilizou-se um extrator de Clevenger, de vidro acoplado a
um baldo de fundo redondo de 1000 mL acondicionado
em manta elétrica como fonte geradora de calor. A cada
rotina de extracdo do dleo essencial foram pesadas 30g
das folhas e adicionou-se agua destilada na propor¢ao de
1:10 e colocadas em um baldao de fundo redondo acoplado
ao sistema extrator. A hidrodestilagdo foi conduzida a
100°C por 5h recolhendo-se o dleo essencial extraido. O
oleo foi seco por meio de percloracdo com Na2SO4. Essas
operagdes foram realizadas em triplicatas e as amostras
armazenadas em ampolas de vidro &mbar sob refrigeracao
de 4°C para evitar possiveis perdas de constituintes volateis.
Posteriormente submetido as analises.

O rendimento do O6leo essencial foi expresso em
porcentagem na relagdo massa/volume pela medida de
densidade. Para realizagdo dessa medida, foi utilizado um
picndmetro de 1,0 mL, previamente seco, tarado e aferido,
onde se adicionaram as amostras a 25°C, pesando-as em
seguida. Apods essa etapa, observou-se o volume (mL) de
oleo essencial obtido apos a extragdo do dleo por massa (g)
de material vegetal, conforme a férmula descrita pela quarta
edi¢do da Farmacopeia BrasileiralQ e por Fabrowski''.

OBTENCAO E CULTIVO DOS CARAMUJOS

As amostras dos caramujos da espécie Biomphalaria
glabrata foram capturados nos periodos chuvosos
de setembro/2016 a abril/2017, nas areas com baixo
saneamento no bairro Sa Viana, Sdo Luis-MA, A técnica
de coleta foi realizada de acordo com proposta de Brasil
(2007), efetuando uma varredura com uma concha nas areas
submersas e os caramujos capturados foram recolhidos em
um recipiente de vidro com tampa, com agua do proprio
criadouro. A busca dos mesmos foi realizada em diversos
pontos de cada criadouro, a fim de obter uma amostragem
significativa e depois transportados para o NIBA (Nucleo de
Imunologia Basica e Aplicada) da UFMA, para posteriores
analises.

Os caramujos foram mantidos em laboratério por 30
dias sendo analisados a cada 07 dias, para confirmacao
da auséncia de infec¢do por Schistossoma mansoni. Para
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isso, foram colocados 05 caramujos em recipientes de vidro
transparente com 25 mL de agua desclorada, ou seja, S mL/
caramujo, exposto a luz (lampadas de 60 W) por uma hora
com uma distancia de 30 cm para estimular a liberacdo
das cercarias'> e levados para serem analisados, através
de visualizagdo com auxilio de uma lupa estereoscopica
(8x), aqueles que estavam parasitados (positivos) eram
etiquetados e separados para futura analise individual e os
que nao apresentaram sinais de infeccao pelo trematddeo
no periodo de 30 dias foram selecionados para o teste de
atividade moluscicida.

TESTE PARA ATIVIDADE MOLUSCICIDA

Para a avaliacdo da atividade moluscicida foi utilizada
a técnica preconizada pela Organizacdo Mundial de
Saude8, onde dois testes foram efetuados em triplicata.
No primeiro, denominado de teste piloto, preparou-se
uma solucdo do o6leo em estudo num volume de 500
mL na concentragdo de 100 mg L' ¢ 0,15 mL de Tween
80(tenso ativo), onde foram colocados 10 caramujos
adultos, negativos para Schistossoma mansoni, obtendo-
se no final uma proporcdo de 50 mL/caramujo e
alimentando-os com alface hidropdnico ad. libittum'.
Os mesmos ficaram expostos na solugdo por 24 h, sob
temperatura ambiente, removidos da solugdo, lavados
por duas vezes com agua desclorada, colocados em um
recipiente de vidro contendo 500 mL de agua desclorada,
alimentando-os com alface hidropdnico e observados a
cada 24 h, por 4 dias para avaliar a mortalidade.

No segundo teste, denominado de concentragdo letal
(CL50), foram preparadas solugdes de cada dleo num
volume de 500 mL nas concentragdes 10, 25, 50 ¢ 75 mg L
e 0,15 mL de Tween 80(tensoativo), utilizando-se a mesma
metodologia do teste piloto.

Para o controle negativo, utilizou-se também dois
testes, no primeiro colocou-se 500 mL de agua desclorada
e 10 caramujos em um recipiente de vidro ¢ no segundo 10
caramujos imersos em uma solugdo com 0,15 mL de Tween
80 em 500 mL de dgua destilada, alimentando ambos com
alface hidropdnico e procedendo-se a andlise igualmente
realizada nos testes anteriores.
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TESTE DE TOXICIDADE

Para a avaliacdo da letalidade de Artemia salina Leach,
foi preparada uma solucdo salina estoque de cada oleo
essencial na concentragdo de 10.000 mg.L' e 0,02 mg
de Tween 80 (tenso ativo). Aliquotas de 5, 50 ¢ 500 pL
desta foram transferidas para recipientes ¢ completados
com solugdo salina ja preparadas anteriormente até¢ 5 mL,
obtendo-se no final concentra¢des de 10, 100 e 1000 mg.L-
!, respectivamente. Todos os ensaios foram realizados em
triplicatas, onde dez larvas na fase nauplio foram transferidas
para cada um dos recipientes. Para o controle do branco
utilizou-se 5 mL da solugéo salina e para o controle negativo
5 mL de uma solugdo 4 mg.L"' de Tween 80. Apds 24 horas
de exposi¢do, realizou-se a contagem das larvas vivas,
considerando-se mortas aquelas que ndo se movimentaram
durante a observagdo e nem com a leve agitagao do frasco.

Adotou-se o critério estabelecido por Dolabelal4 para
classificagdo da toxicidade dos Oleos essenciais, sendo
considerado produto altamente toxico quando CL50<80 mg.
L', moderadamente toxico para 80 mg. L' <CL50> 250 mg.
L' e levemente toxico ou atoxico quando CL50>250 mg.L".

Resultados e Discussao

Avaliagdo dos parametros fisico-quimicos do oleo
essencial. Os parametros fisico-quimicos dos 6leos
essenciais sdo importantes nao apenas para determinagdo
da qualidade, como também para o controle da sua pureza.
Os resultados sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Parametros fisico-quimicos do 6leo essencial estudado.

) Parametros Fisico-quimicos

Oleo essencial Pimenta dioica Lindl
Densidade (g/mL) 0,982
Indice de refragio(ND 25°) 1,5185
Solubilidade em alcool a 90% (v/v) | 1:2
Cor Amarelo
Aparéncia Limpido
Rendimento (m/m) (%) 1,80
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Para os componentes do o6leo extraido das folhas da
Pimenta dioica Lindl, Mouchrek Filhol5, Sobrinho!” e
Carvalho'®, obtiveram os mesmos valores da densidade
de 0,980g/mL, um valor da densidade de 0,982 g mL'.
Para o indice de refracdo, Mouchrek Filhol5 e Carvalho'®
obtiveram os mesmos valores de 1,5 e Sobrinho!” de
1,521. Para a solubilidade, Mouchrek Filho15, Sobrinho'’ e
Carvalho'® encontraram valores semelhantes de 1:2 (alcool
70%).

Comparando os valores para o 6leo essencial estudado
com os da literatura, pode-se observar que houve
uma similaridade entre eles, no que diz respeito aos
parametros analisados. As pequenas diferengas nos valores
encontrados podem ser atribuidas a fatores tais como época
de coleta, diferentes tipos de solo, condi¢des e tempo de
armazenamento. Avaliagdo da Cinética de Extracdo do
Oleo essencial de Pimenta dioica Lindl.

A extragdo do 6leo essencial foi realizada num tempo
de 05 horas, para uma massa de 30g de amostra, com uma
temperatura de 100°C. Na figura 1 pode ser observado o
tempo maximo.

Cinética de extragdo do dleo x Tempa (h)

06 = 055 k)
Y ¥ ¥
05 0.4 ¥
- ¥
<04 835
= ¥
; [ 05
2 -
g 02 1
o1
]
04
[ 1 2 3 4 5
Teenpaqh)
% Voluma {mL) Polincenial [¥olumae (mLj]

Figura 1. Cinética referente ao rendimento de extra¢do do 6leo em fungdo
do tempo, com massa de 30g e temperatura de 100°C.

De acordo com os resultados obtidos na extragdo, o
tempo maximo e o volume para 6leo extraido das folhas da
Pimenta dioica Lindl foi de 4,0 horas e 0,55mL.
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Segundo Mouchrek Filho', o tempo de extragdo do 6leo
essencial ¢ um dos principais parametros fisico-quimicos
da industria de esséncias, no que se refere a qualidade e
a natureza econOmica. Por isso, uma destilacdo rapida
pode conduzir a um produto contendo predominantemente
constituintes mais volateis, porém destituido das melhores
caracteristicas; ao contrario, uma extra¢cdo prolongada
encarece o produto ¢ também pode sobrecarrega-lo de
compostos de aromas indesejaveis'®.

O rendimento m/v foi calculado mediante a quantidade
de dleo extraido, da massa e da densidade, para a Pimenta
dioica Lindl foi de 1,80%,

Ao extrair o oleo essencial do o6leo da Pimenta
dioica Lindl, Mouchrek Filhol5 e Sobrinho'” obtiveram
rendimentos semelhantes, respectivamente de 2,3%, 2,5%
¢2,9%. Conforme Ozcan e Chalchat®, a variagdo sazonal
e a localidade sdo fatores importantes para diferentes
variedades de plantas com relacdo aos rendimentos de
extracdo encontrados na literatura.

AVALIACAO DO TESTE PILOTO

Neste estudo foi realizado um teste piloto com o 6leo
essencial, na concentragao de 100 mg.L". Os percentuais de
mortalidade pelo tempo de exposig@o e observagdo do 6leo
podem ser observados no grafico da Figura 2.

%Mortalidade
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g 70% L 4
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E 50%
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20%
10% % %Mortalidade
0% T T r r )
20 40 60 80 100 120

Tempo de exposigéo e observagao (h)

Figura 2. Percentual de mortalidade por tempo de exposi¢ao e observagao
para o teste piloto.

Inicialmente, foram realizados os testes pilotos na
concentragdo de 100 mg L' para verificar se existe ou
nao atividade moluscicida do 6leo. O estudo mostrou que
a Pimenta dioica Lindl. foi de 90% em 48 horas também
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havendo hemorragia. Caracterizando que o 6leo possuia
componentes capazes de eliminar os caramujos adultos do
género Biomphalaria glabrata.

AVALIACAO DA CONCENTRACAO LETALE
ENSAIO DE TOXICIDADE

Foram realizados testes nas concentragdes de 75, 50, 25
e 10 mg.L!, onde determinou-se a menor concentragao letal.

Para avaliacdo da concentragdo letal do oleo essencial
extraido da folha da Pimenta dioica Lindl pode-se observar
no grafico da Figura 3, os percentuais de mortalidade pela
concentragao.

Concentragao (mg/L) x %Mortalidade

100%

90%
¢ 24 horas
80%
m 48 horas
o
0% > 72 horas
ﬁ 60% X 96 horas
=2
@ 50% * 120 horas
S
§ 40% * Linear (24 horas)
——Linear (48 horas)
30%
——Linear (72 horas)
20%
’ ——Linear (96 horas)
o
0% ¢ —— Linear (120 horas)
0% T T T )
0 20 40 60 80

Concentragao (mg/L)

Figura 3. Percentual de mortalidade pelas concentragdes do dleo essencial
Pimenta didica Lindl.

O grafico mostra que os moluscos em 24,48, 72,96 ¢ 120
horas de exposicao na concentracdo de 75 mg.L-1 obteve
uma mortalidade de 70, 80, 90, 90 e 90% respectivamente,
para uma concentragdo de 50 mg.L-1 foi de 40, 60, 60, 60
e 60%, de 25 mg.L-1 foi de 10, 30, 30, 30 e 30% ¢ para 10
mg.L-1 foi de 10%.

Para cada concentracao os testes foram realizados em
triplicata e os dados sobre o ntimero de caramujos vivos e
mortos foram encontrados através de uma média das trés
repeti¢des para cada uma das cinco concentragdes testadas
(Tabela 2).
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Tabela 2. Mortalidade dos caramujos apos testes em varias concentragdes do dleo essencial extraido das folhas da Pimenta dioica Lindl.

Co(r;(lzgltiﬁq):ﬁo Log Concentragao Mortos Vivos Acu\r/ril‘l]l(l)e;dos ACK/IIEEISSOS %Mortalidade
100 2 9 1 1 28 90
75 1,8751 9 1 2 19 90
50 1,699 6 4 6 10 60
25 1,398 3 7 13 4 30
10 1 1 9 22 1 10

A taxa de percentagem da mortalidade dos caramujos
frente ao 6leo da Pimenta dioica Lindl. é mostrada na Figura
4, tornando-se constante a partir do logaritmo da concentragao
1,8751 (concentragdo 75 mg L'). A Figura 5 mostra que a
Concentragao Letal 50% (CL50), foi encontrada proxima
ao Logaritmo da concentracdo 1,60; calculada através da
intersecgdo das curvas de acumulados mortos e acumulados
vivos, tendo como resultado a concentragao de 39,81 mg L.

Para ser considerada moluscicida a substancia deve
eliminar o caramujo em todas as fases do seu ciclo de vida
e no seu habitat natural, possuir baixas concentragdes,
baixo custo, ser estavel no armazenamento em condigdes
tropicais; facil de transportar e aplicar; ter acdo letal seletiva
a caramujos, ser indcuo para o homem, animais domésticos,
peixes e plantas, ndo sofrer decomposi¢do na agua e no
solo e ser estavel em condigdes de temperatura e irradiagdo
solar8. Dessa forma, o 6leo em estudo esta dentro desses
padrdes sendo apresentado como agente moluscicida frente
ao caramujo transmissor da esquistossomose.

% Mortalidade
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80%
70%

a o
2 2
B

40%

%Mortalidade

Now
2 &
BN

10% =%=% Mortalidade

07 09 11 13 15

Log da concentragao

17 19 21

Figura 4. Taxa de mortalidade dos caramujos nas cinco concentragdes
diferentes do 6leo essencial de Pimenta dioica Lindl.
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A Organizagdo Mundial de Satude8 recomenda que, apos
a identificagdo de uma espécie com potencial moluscicida,
sejam realizados estudos do perfil quimico do vegetal,
seguido da identificagdo da estrutura quimica responsavel
pela acdo moluscicida, ensaios em campo, de estabilidade
do composto e de toxicidade. Ensaios apresentados neste
artigo.

Estimativa da CLs,

30

S Vivos )S mortos

i-Act [~

25
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Log da concentragéo
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Figura 5. Estimativa da CL50 do 6leo essencial de Pimenta dioica Lindl.
pelo método Reed-Muench a partir do acumulado de caramujos vivos e
mortos em fun¢ao do logaritmo da concentragdo aplicada. A CL50 ¢ o
ponto de intersec¢@o das duas curvas.

Para o ensaio de toxicidade, as culturas de Artemia salina
foram incubadas a temperatura média de aproximadamente
28 °C, sendo feita a leitura do nimero de mortos apos 24
horas. Foram consideradas larvas mortas todas que nao
apresentavam qualquer movimento ativo em cerca de vinte
segundos de observagao.

Para o 6leo essencial extraido das folhas de Pimenta
dioica Lindl a Tabela 3 mostra a média dos testes realizados
em triplicatas.
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Tabela 3. Mortalidade das larvas apos testes nas diferentes concentragdes do 6leo essencial extraido das folhas de Pimenta dioica Lindl.

Concentragao(mg. L-1) Log Concentracao Mortos Vivos Acmir/rilyéa;dos AC;Anour{[ljgos % Mortalidade
1000 3 10 0 23 100
100 2 8 2 13 30
10 1 5 5 7 5 50

De acordo com os resultados obtidos a Figura 6 mostra
que a concentragdo Letal 50% (CL50) do o6leo essencial
foi encontrada préoxima ao logaritmo da concentracdo
1,15, sendo calculada através da interseccdo das curvas
de acumulados mortos e vivos, tendo como resultado a
concentragdo de 14,13 mg. L.

Estimativa da CL;,

«=¢==Acumulados vivos 44-Acumulados mortos

Acumulados
ElS

et \
0,9 1,1 1,3 1,5 1,7 1,9 21 2,3
Log da concentraagao

o N b O ®

Figura 6. Estimativa da CL50 do o6leo essencial da Pimenta dioica Lindl.
pelo método Reed-Muench a partir do acumulado de larvas vivas e mortas
em fungdo do logaritmo da concentra¢do aplicada. A CL50 ¢é o ponto de
intersec¢do das duas curvas.

Diversos trabalhos tentam correlacionar a toxicidade
sobre Artemia salina com atividades como antifiingica,
viruscida e antimicrobiana, parasiticida20, entre outras.
McLaughlin’ecolaboradorestémutilizado sistematicamente
este bioensaio na avaliagdo prévia de extratos de plantas
conhecidas como antitumorais. As fracdes ou substancias
ativas sdo posteriormente testadas em diferentes culturas de
células tumorais, obtendo-se uma boa correlagao.

Pesquisadores utilizam sistematicamente este bioensaio
na avaliagdo prévia de extratos de plantas conhecidas
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como antitumorais’, mostrando-se boa correlagdo para
substancias com CL50 < 103 mg. L. Neste caso, encontra-
se o 6leo em estudo.

De acordo com os resultados obtidos verificou-se que as
larvas da Artemia salina do grupo controle branco, somente
com solugdo salina e controle negativo com solugdo salina
¢ Tween 80 ndo houve mortalidade, permanecendo ativas.

Conforme Dolabela'4, a avaliacio da toxicidade do dleo
essencial nas concentragdes testadas, mostrou-se para o
extraido das folhas de Pimenta dioica Lindl alta toxicidade
aguda, indicando a importancia do ensaio de toxicidade
geral ¢ a necessidade de maiores estudos para o 6leo quando
ndo obtiver bons resultados, para comprovar a seguranga
contra organismos ndo alvo nas regides de ocorréncia dos
caramujos. Na literatura ndo foram encontrados estudos
referentes a toxicidade de plantas deste género.

Por outro lado, uma baixa toxicidade pode ser
considerada uma caracteristica interessante para utilizagao
de extratos vegetais em ambientes naturais para controle
da populagio de caramujos. E relevante observar que
a niclosamida, substancia aprovada pela ANVISA-MS
mostrou-se toxica para espécies aquaticas como crustaceos
do zooplancton®'.

De acordo com os resultados obtidos nos estudos
analiticos e na avaliagdo da toxicidade e atividade
moluscicida do oleo essencial extraido da folha de
Pimenta dioica Lindl, conclui-se que os parametros
fisico-quimicos do 6leo essencial estudado apresentaram
valores semelhantes ao obtidos pela literatura. A atividade
moluscicida do 6leo revelou-se eficiente frente aos
caramujos, sendo interessante ¢ importante no controle e
combate a esquistossomose.
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Conclusoes

De acordo com os resultados obtidos nos estudos
analiticos e na avaliagdo da toxicidade e atividade
moluscicida do 6leo essencial extraido da folha de Pimenta
dioica Lindl, desenvolvido dentro do programa PIBIC
cota 2017-2018 na Universidade Federal do Maranhao
em parceria com outras institui¢cdes, conclui-se que os
parametros fisico-quimicos dos 6leos essenciais estudados
apresentaram valores semelhantes ao obtidos pela literatura.
A atividade moluscicida do 6leo revelou-se eficiente frente
aos caramujos, sendo interessante e importante no controle
e combate a esquistossomose.
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