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Materiais vegetais ricos em compostos fendlicos, tais como o cajueiro (Anacardium occidentale Linn.),
tém sido utilizados como alternativas aos pesticidas sintéticos, em programas de controle de
Biomphalaria glabrata, hospedeiro intermedidrio de Schistosoma mansoni. Estudos mostram que a
radiacdo ionizante pode influenciar no conteddo de compostos fenolicos e, portanto, suas agdes
biolégicas. O objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia da radiacdo gama de *°Co na
composicao de polifendis de extratos hidroalcdolicos de cascas e folhas de A. occidentale, além de avaliar
a acdo toxica destes extratos contra embrides e adultos de B. glabrata. Os extratos foram irradiados a 10
kGy, sendo mantidos os controles de 0 kGy e controles positivo (CaCO3) e negativo (H,O). Quantificou-
se polifendis totais pelo método de Folin-Ciocalteau e taninos por precipitacdo da caseina. Utilizaram-se
extratos na concentracdo de 100 mg/L. Os resultados mostraram que a radiagdo provocou o alteragdes,
para folhas, dos percentuais de polifendis e taninos, além do percentual de letalidade contra embrides e
adultos de Biomphalaria glabrata, sendo estes percentuais de: 13 + 5 (0 kGy) e 27 + 2,5 (10 kGy) e,
36,67 £ 5,77 (0 kGy) e 56,67 £+ 5,77 (10 kGy), respectivamente. A radiacdo gama provocou alteragdes
importantes nos teores dos polifendis para os extratos de folhas de Anacardium ocidentale Linn.,
traduzidas pelo aumento da toxicidade deste extrato frente aos embrides e adultos de Biomphalaria
glabrata. Isto indica que a radiagdo gama pode ser utilizada como agente potencializador da toxicidade de
extratos vegetais no uso alternativo destes materiais como moluscicidas.

Palavras-chave: radiacdo gama, Biomphalaria glabrata, moluscicidas vegetais.

Influence of gamma radiation on the levels of polyphenols and lethality of ethanol extracts of
Anacardium occidentale Linn., against Biomphalaria glabrata.

Plant materials rich in phenolic compounds, such as Anacardium occidentale Linn., Have been used as
alternatives to synthetic pesticides in Biomphalaria glabrata control programs, intermediate host of
Schistosoma mansoni. Studies show that ionizing radiation can influence the content of phenolic
compounds and thus their biological actions. The aim of this study was to evaluate the influence of
gamma radiation of ®*Co in polyphenol composition of hydroalcoholic extracts of bark and leaves of A.
occidentale and evaluate the toxicity of these extracts to embryos and adults of B. glabrata. To achieve
this goal this, the extracts were irradiated at 10 kGy, the controls being maintained from 0 kGy and
positive (CaCO3) and negative (H,O). We quantified the total phenols by the Folin-Ciocalteau and tannins
by precipitation of casein. Extracts were used at a concentration of 100 mg/L. The results showed that the
radiation caused the changes to the leaves, the percentage of polyphenols and tannins, and the percentage
of lethality in embryos and adults Biomphalaria glabrata, these percentages being: 13 = 5 (0 kGy) and 27
+ 2.5 (10 kGy), and 36.67 + 5.77 (0 kGy), and 56.67 + 5.77 (10 kGy), respectively. Gamma radiation
caused significant changes in the levels of polyphenols in the extracts of leaves of Anacardium ocidentale
Linn., translated by the increased toxicity of this extract against embryos and adults of Biomphalaria
glabrata. This indicates that gamma radiation can be used as an agent potentiating the toxicity of plant
extracts on the alternate use of these materials as molluscicides..
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1. INTRODUCAO

Historicamente, o controle e combate a esquistossomose, doenca transmitida pelo
Schistosoma mansoni, ocorrem por meio de medidas educativas e de outras medidas mais
efetivas, tais como a implementacdo de saneamento basico e o controle do seu hospedeiro
intermediério® 3> ¢,

No Brasil, Schistosoma mansoni € transmitida por trés espécies hospedeiras do género
Biomphalaria: Biomphalaria tenagophila (d Orbigny, 1835), encontrada frequentemente no sul
do pais; Biomphalaria straminea (Dunker, 1848) e Biomphalaria glabrata (Say, 1818)
predominantes no Nordeste "8 9 101112

Normalmente, os métodos utilizados para o controle destes moluscos sdo 0s seguintes: o
ambiental, que altera condices fisicas naturais do habitat em que vive o vetor, como a terra,
4gua ou vegetacdo®®; os bioldgicos, que consistem na implementacéo de bactérias, fungos, virus
e protozoarios no habitat do caramujo, promovendo competicdo™ **; e os quimicos, que utilizam
moluscicidas sintéticos (substancias ministradas em baixas concentra¢fes na agua do habitat dos
caramuijos, causando letalidade total ou parcial dos caramujos) ***¢

Porém, todos os métodos citados, de alguma forma, causam danos ao meio ambiente. No
caso do uso moluscicidas sintéticos, surge a preocupacao com o desenvolvimento de resisténcia
dos caramujos a essas substancias, além da baixa seletividade que apresentam (atuando sobre
outras espécies da fauna, podendo perturbar o equilibrio ecol6gico local). Isto tem levado os
pesquisadores a procurarem novas substancias que possam ser facilmente biodegradaveis e que
ndo causem danos ao meio ambiente. Neste contexto, varios pesquisadores tém voltado seus
trabalhos para o uso de moluscicidas de origem vegetal, 0s quais S0 menos nocivos ao
ambientelG, 17, 18, 19, 20, 21.

No Nordeste brasileiro Anacardium occidentale Linn., conhecida por cajueiro, € uma planta
da familia Anacardiaceae, originaria da América do Sul. Seus constituintes quimicos mais
abundantes sdo os poliféndis, o que lhe confere grande interesse para a medicina, inddstria
cosmética e alimenticia® 2> 2 2% 26.:27. 28,29,

Os polifendis, incluindo os taninos (responsavel pela toxicidade do vegetal), sdo os
constituintes mais abundantes em vegetais, depois da celulose, hemicelulose e lignina 3% %,
Estdo presentes em quase todas as espécies, no estado livre na natureza, na forma de ésteres ou
de heterosideos sendo solUveis em agua e em outros solventes organicos polares. Os taninos
também contribuem com o sabor, odor e coloracéo de diversos vegetais, sendo utilizados como
corantes de alimentos e bebidas ***.

A atividade moluscicida é determinada a partir da eficiéncia de uma substancia em
inviabilizar tanto os embriGes dentro dos ovos dos caramujos (agdo ovicida) quanto a dos
animais adultos® ¥,

A radiacdo gama, em doses que varia de 0.5 a 10 kGy, pode ou ndo desencadear mudancas
fisico-quimicas em materiais de origem vegetal, sendo estas mudancas peculiares a cada
espécie. Alguns autores 2 3 3% 404142 ghsaryaram que a radiagdo provocou o aumento dos
teores de flavonas, fendis totais e taninos sem associacdo dose-dependente; Ja ** % %
observaram que a radiacdo gama age diminuindo os teores de taninos. Porém, alguns estudos
mostraram que a radiacdo gama pode ndo influenciar os teores de fendis e taninos, mesmo na
dose de 10 kGy ***.

Diante do exposto, 0 presente trabalho teve como objetivos avaliar a a¢do da radiacdo gama
do ®Co em extratos brutos de A. occidentale Linn., sobre os teores de compostos fenélicos e,
posteriormente, avaliar a letalidade destes extratos frente a embrides e adultos de B. glabrata.

2. METODOLOGIA

2.1 Material botanico

Anacardium occidentale Linn (cascas e folhas) foram coletados em fragmento de caatinga
arbérea, com cerca de 20 ha, dentro da "Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria”
(IPA) da Estacdo Experimental, Estado de Pernambuco, Brasil (08°14'18.2"S e 35°54'57.1"W).
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A érea esta localizada carca de 9 km a nordeste da cidade de Caruaru, a cerca de 150 km da
capital do estado de Recife*. Esta area foi escolhida devido ao grande nimero de espécimes do
género e por oferecer boas condicdes de preservacdo. Um espécime voucher (46.236) foi
depositada no Herbario UFP Geraldo Mariz, do Departamento de Botanica da Universidade
Federal Rural de Pernambuco.

2.2 Preparacao dos extratos vegetais

Os extratos brutos foram obtidos a partir das cascas e folhas de A. occidentale por maceragéo
durante 72 horas em trés extracdes consecutivas com etanol/dgua 70%. Posteriormente, 0s
extratos hidroalcodlicos foram filtrados e evaporados a secura em Evaporador Rotativo Marconi
(modelo MA-120).

2.3 Irradiacdo dos extratos

As amostras de extratos brutos de cascas e folhas de A. occidentale, consistiram de 20g de
cada material homogéneo (controle: 0 kGy; irradiado: 10 kGy).

Para irradiacdo, as amostras foram colocadas em tubos de vidro e levadas ao irradiador
Gammacell com fonte de ®Co (modelo 220-Excel MDS Nordion, taxa de dose de 10,040
kGy/h), pertencente ao Departamento de Energia Nuclear da Universidade Federal de
Pernambuco.

2.4 Determinacdo dos polifendis totais e de taninos

O teor de polifendis totais dos extratos foi determinado pelo método Folin-Ciocalteu e o
contetdo fenolico residual foi determinado pelo metodo de precipitagéo de caseina seguido pelo
método de Folin-Ciocalteu, onde o teor de taninos é calculado pela diferenca entre o conteido
de fenois totais e fendis residuais. O teor de fenois totais foi calculado a partir de 1 ml de extrato
diluido (10 mg/ml, v/v), 5 ml de solugdo aquosa de Folin-Ciocalteu (10%, v/v), 10 ml de
solucdo aquosa de carbonato de sédio (7,5% , v/v) e 84 ml de &gua destilada. A solucdo foi
deixada em repouso no escuro durante 30 minutos e a absorvancia foi medida a 760 nm. Para
calcular o contetido fendlico residual, de 15 ml do extrato diluido (10 mg/ml, v/v), foi agitada
durante 3 horas com 1 g de caseina, filtrada e ajustada a um volume final de 25 ml com agua
destilada. O contetdo fendlico residual foi determinada com 5 ml do filtrado com 0 método de
Folin-Ciocalteu. Os teores de fenois totai e taninos foram expressos como de 1 mg equivalentes
de acido tanico, por cada grama de extrato (mg EAT/g). As amostras foram avaliadas com seis
gfggtigﬁes. A equacdo de 4cido tanico de calibragdo foi y = 0,0676x + 0,0119 (R® = 0,9991) * =

2.5 Letalidade de Biomphalaria glabrata

Os bioensaios para obtencdo da atividade moluscicida foram realizados em triplicatas no
Laboratorio de Radiobiologia do Departamento de Biofisica e Radiobiologia da UFPE e
consistiram dos seguintes testes:

2.5.1 Letalidade de embrifes de Biomphalaria glabrata

O bioensaio seguiu os procedimentos descritos por Camey; Verdonk®, o qual utiliza
embriGes no estagio de blastula de B. glabrata adultos. Para o ensaio de letalidade foram
considerados os seguintes grupos: um grupo irradiado e exposto a concentracdo de 100 ppm
(mg/L). de extratos de A. occidentale; um grupo ndo irradiado e expostos a extratos de folhas e
cacas na concentracdao de 100 ppm de A. occidentale; um grupo submetido ao controle positivo
Carbonato Cuprico (CaCQO;) e um outro formando o grupo submetido ao controle negativo com
agua potavel. As analises foram realizadas em triplicata, utilizando-se um ndmero minimo de
100 embrides por repeticéo.
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Os embrides foram distribuidos em placa de Petri e expostos as substancias testes, por 24
horas. Posteriormente, as desovas foram transferidas para 10 ml de &gua filtrada e declorada
(Filtro BELLA-FONTE da —PURITY) e mantidos em estufa de demanda bioquimica de
oxigénio (BOD-Eletrolab ®-122FC), a temperatura de 25° C e fotoperiodo de 12 horas, durante
todo o experimento. Os embriBes foram observados durante 10 dias consecutivos com auxilio de
microscopio estereoscopio (Tecnival® SQZ). Ao final deste periodo foram contabilizados os
embriBes viaveis e inviaveis (mortos e malformados). Os embrides mortos foram aqueles que
apresentavam massa intumescida, sem movimento corporal e cardiaco; ja os embrifes vivos
foram aqueles que apresentaram desenvolvimento normal, que conseguiram eclodir durante o
periodo de observacdo; ja os embrides malformados foram classificados segundo o critério de
Camey, and Verdonk®.

2.5.2 Letalidade de Biomphalaria glabrata adulto

Grupos de 10 adultos de B. glabrata com didmetro de concha de 8 a 10 mm foram expostas
durante 24 horas a extratos ndo irradiados e irradiados de casca e folhas de A. occidentale na
concentracdo de 100 ppm (mg/L). Os ensaios consistiram de dois grupos controle comparativos:
agua potavel (controle negativo) e carbonato cuprico (CaCOs) (controle positivo).

Apbs 24 horas, os caramujos foram lavados e mantidos em agua filtrada e declorada (Filtro
BELLA-FONTE da—PURITY). Observou-se a ocorréncia de mortalidade, adotando-se como
critério a retracdo de caramujos em suas conchas ou a liberagdo de hemolinfa e observaram-se
as mudancas, tais como resultado do batimento cardiaco, através de um microscopio
estereoscépico.

2.6 Analises estatisticas

A influéncia da radiacdo gama nos teores de polifendis totais e taninos dos extratos
analisados e nos percentuais de letalidade destes extratos frente a embrides e adultos de
Biomphalaria glabrata foi avaliada através de Andlise de Variancia: um critério seguido de
comparagdes multiplas pelo teste de Tukey, a um nivel de a significancia de 5% (p < 0.05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Determinac&o de fendis totais e taninos

A Figura 1 mostra as relacdes entre as concentracbes e as medidas de absorbancia das
solucbes-padrdo de &cido tanico, nas seguintes concentragdes: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 € 3,5
ng.mL™. O gréafico obtido é uma curva de calibragdo, onde, a partir dela, foi possivel determinar
as concentracdes dos fendis totais e residuais. A quantidade de taninos corresponde a diferenca
entre os valores encontrados nas duas leituras. Fenois totais e taninos foram expressos em “mg”
de matéria seca.
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Figura 1: Curva de calibrac&o da concentracéo de acido tanico em mg/mL™ pela absorbancia. Em
evidéncia, encontram-se a equacao da reta e o coeficiente de determinagdo do ajuste.

Na Tabela 1 estdo descritos os valores médios dos teores dos principais metabdlitos
secundarios (polifendis totais e taninos) presentes nos extratos brutos de A. occidentale.

Tabela 1: Polifendis totais e taninos expressos em microgramas de equivalentes de acido tanico (EAT)
por grama de matéria seca (x desvio padréo) (N = 6) em cascas e folhas de Anacardium occidentale
Linn, para o controle (0 kGy) e amostra irradiada (10 kGy) e analise estatistica (ANOVA, seguido de

Tukey, p < 0,05).

Polifendis totais Taninos
(mg EAT/g) (mg EAT/g)
Dose Cascas
(kGy)
0 5,79 + 0,07 5,34 + 0,07
10 5,96 £ 0,04 5,34 + 0,04
Dose
Folhas
(kGy)
0 3,13+0,04 * 2,47 £ 0,06 *
10 3,50+0,08 * 2,93 +0,04 *

*Indica diferenga estatistica entre as amostras irradiadas e ndo irradiadas.

Os dados apresentados na Tabela 1 mostram que os teores de polifendis totais e os
percentuais relativos de taninos sdo mais elevados nos extratos brutos de cascas. Pode-se
também observar que os taninos, nas amostras analisadas, correspondem de 89 a 92% do total
de polifendis nas cascas, e de 79 a 84%, nas folhas. Estes resultados concordam com os
encontrados por Paes e colaboradores®, os quais observaram que as cascas de A. occidentale
consiste na estrutura que concentra maior quantidade de metabolitos secundarios, em especial
taninos, neste vegetal. O fato dos extratos de cascas terem permanecido sem alteracdes apos a
irradiagdo, sugere que a maior disponibilidade de taninos pode ter influenciado na agdo da
radiagéo.

A andlise estatistica realizada para se avaliar a acdo da radiagcdo gama nos teores de polifendis
e taninos, mostrou que nao ocorreram diferencas estatisticas significativas (p < 0,05) para as
concentracdes de polifendis totais e taninos, antes e apos a irradiacao, para os extratos de cascas.
No entanto, a andlise estatistica mostra que houve influéncia da radiacdo gama nos teores de
polifendis totais de taninos para os extratos das folhas.
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3.2 Efeito da radiacdo gama em extratos de Anacardium occidentale contra Biomphalaria
glabrata

A Tabela 2 apresenta os dados obtidos para o percentual de letalidade embrionaria e de
adultos de B. glabrata expostos a extratos de cascas e folhas de A. occidentale, 0 e 10 kGy, na
concentragdo de 100 ppm (mg/L).

Tabela 2: Média do percentual letal + desvio padrdo (N = 3) dos extratos de cascas e folhas de
Anacardium occidentale Linn., irradiadas e ndo irradiadas, na concentragéo de 100 ppm (mg/L), frente
aos embrides e adultos de Biomphalaria glabrata, e analise estatistica (ANOVA, seguido de Tukey, p <
0,05).

Biomphalaria glabrata

Embrides’ Adultos*
Dose Cascas
(kGy)
0 100 +0,0 a 670+58¢
10 925+19h 90,0+ 10f
Dose
Folhas
(kGy)
0 13,0+x50¢c 37,0£58¢g
10 27,0+25d 56,7+5,8¢e

¥ Valores percentuais de referéncia: controle negativo (H,O) = 0; controle positivo (CuCO3) = 100.
*Letras diferentes indicam haver diferenca estatistica entre as amostras irradiadas e ndo irradiadas (p <
0,05).

A partir da Tabela 2, observa-se que os extratos de cascas e folhas agiram diferentemente
frente aos embrides e adultos de B. glabrata. A ANOVA, seguida de Tukey (p< 0,05),
demonstrou haver diferenca estatistica significativa na letalidade dos extratos de cascas e folhas,
irradiados e ndo irradiados, frente aos embrides e adultos de B. glabrata. As letras diferentes
apos 0s percentuais letais + desvio padrdo indicam diferenca estatistica significativa entre as doses
(letras diferentes nas colunas) e entre letalidade para embrides e adultos (letras diferentes nas linhas).

Observam-se, pelos percentuais mais elevados de letalidade, que os extratos de cascas se
apresentaram mais téxicos que os extratos de folhas. Porém, é possivel observar (letras iguais
apos as médias) que os extratos ndo irradiados de cascas e 0s extratos irradiados de folhas, ndo
apresentaram diferenca estatistica significativa entre os percentuais de letalidade (p < 0,05). Isto
indica que para o controle de animais adultos, os extratos de folhas irradiados podem ser
utilizados com a mesma eficiéncia que os extratos de cascas nao irradiadas.

Contra embrides

Observa-se pelos resultados apresentados (Tabela 2) que ocorreu uma diminuigdo da
toxicidade dos extratos de cascas frente aos embrides (p < 0,05), enquanto que para as folhas,
ocorreu uma potencializagdo em mais de 100% (p< 0,05), apesar da letalidade ainda permanecer
baixa, em torno de 27 %.

Lemma; Yau> mencionam que o alto peso molecular dos compostos fitoquimicos é um fator
gue pode dificultar a penetracdo dos extratos vegetais na membrana de desovas de B. glabrata.
Assim, a radiacdo gama pode estar agindo quebrando as macromoléculas e transformando-as em
estruturas com menor peso molecular e facilitando a sua entrada na membrana celular do B.
glabrata.
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Contra adultos

Observa-se pela Tabela 2 que a radiagdo gama promoveu o0 aumento da letalidade de extratos
tanto das cascas quanto das folhas (p < 0,01), frente a adultos de Biomphalaria glabrata.

Alguns autores Pautou et al.*® *" *® reportam que os polifendis, especialmente a presenca de
taninos, em extratos vegetais, sdo os responsaveis pela toxicidade ou potencial moluscicida, Os
resultados encontrados para as cascas reforgcam esta afirmacdo, uma vez que se observa um
maior potencial letal frente a adultos de B. glabrata.

Os critérios estabelecidos para um moluscicida ideal estdo relacionados a eficiéncia ovicida.
Todavia, caso as concentracdes letais para caramujos adultos ndo eliminarem os embrifes
imediatamente, como foi o observado no presente trabalho, ainda assim € possivel que essas
mesmas concentracfes impecam a eclosdo dos ovos ou matem os embrides apds uma exposicao
mais prolongada .

Segundo a OMS®™ apenas extratos vegetais em concentracdes iguais ou inferiores a 20
mg/mL e que causem minimo de 90% de letalidade quando expostos por 24 h a espécies de
moluscos, pode ser utilizado em programas de controle biolégico. O presente trabalho apresenta
percentuais letais inferiores ao minimo permitido mesmo em maiores concentra¢fes. Souza e
colaboradores % observam gque mesmo 0s vegetais considerados, pouco toxicos para letalidade
embrionaria de moluscos expostos por 24 horas, podem causar um efeito inibidor em exposi¢do
prolongada e ser relevante para 0 emprego em programas de controle bioldgico. Neste sentido,
levando em conta os resultados obtidos para as folhas irradiadas, percebe-se que a radiacdo
gama pode ser uma peca importante na potencializagdo de extratos em longo prazo.

Ja Clark e colaboradores® reportam a existéncia de algumas caracteristicas relevantes na
escolha de um moluscicida ideal e que sdo encontrados nos extratos etandlicos de A.
occidentale, apresentados neste trabalho: atividade embriotoxica e letalidade contra adultos de
B. glabrata, baixa toxicidade, facilidade de preparo e de solubilidade em &gua dos mesmos,
ressaltando ainda que A. occidentale ocorre naturalmente e de fécil cultivo, principalmente no
Nordeste do Brasil, onde ocorrem os maiores indices de Schistosoma mansoni.

Esses resultados indicam que a radiacdo gama pode ser utilizada como uma ferramenta
inovadora para potencializar a agdo de materiais de origem vegetal no controle de diversos
vetores de doencas tropicais endémicas, em especial da esquistossomose. E ainda ressalta o uso
de extratos, através do aproveitamento dos recursos naturais existentes partindo-se de uma fonte
renovavel e economicamente correta, reduzindo o impacto ambiental em relagdo aos pesticidas
sintéticos utilizados atualmente.

4. CONCLUSAO

A radiacdo gama provocou alteragfes importantes nos teores dos polifendis para os extratos
de folhas de Anacardium ocidentale Linn., o que foi traduzido pelo aumento da toxicidade
destes extratos frente aos embrides e adultos de Biomphalaria glabrata. Isto indica que a
radiagdo gama pode ser utilizada como agente potencializador da toxicidade de extratos vegetais
no uso alternativo destes materiais como moluscicidas.
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