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ABSTRACT. Moluscicide activity of active principles in the leaves of Lycopersicon esculentum (Solanales, Solanaceae) on
Biomphalaria glabrata (Gastropoda, Planorbidae). Aqueous and alcoholic extracts were obtained from crushed dried leaves of tomato
plant (Lycopersicon esculentum, Mill.) c.v. Cherry. By the use of a methanolic extraction and akaline precipitation, a product named
crude steroidal glycoalkaloid (GEb), was obtained. The presence of tomatidine was characterized in this product. In laboratory, the
agueous and alcoholic extracts and GEb have shown molluscicidal activity against Biomphalaria glabrata (Say, 1818). The crude
steroidal glycoalkaloid presented a high molluscicidal activity (LC,, = 8.01 ppm and LCy, = 13.17 ppm), similar to that of tomatine. None
of the compounds tested affected B. glabrata egg masses. The level of activity showed by the different extracts and by the GEb, pointed
out the GEb as the only candidate able to be considered for further tests toward field trials as molluscicidal agent.

KEYWORDS. Moluscicide, Biomphalaria glabrata, Lycopersicon esculentum, tomato.

RESUMO. Foram obtidos extratos aquosos e alcodlicos a partir de pé de folhas secas de tomateiro (Lycopersicon esculentum, Mill.) c.v.
Cergja. Por extragdo metandlica e precipitacdo alcalina, foi obtido um produto que denominamos “glicoalca éide esteroidal bruto” (GEb),
no qua foi caracterizada a presenca de tomatina. Em ensaios laboratoriais, os extratos aquosos, alcodlicos e o GEb apresentaram atividade
moluscicida em Biomphalaria glabrata (Say, 1818). O “glicoalcal6ide esteroidal bruto” apresentou alta atividade moluscicida (CL50 =
8,01 ppm e CL90 = 13,17 ppm), comparavel a atividade da tomatina. Desovas de B. glabrata mostraram-se resistentes aos extratos
testados. Os niveis de atividade moluscicida apresentados pelos diversos extratos e o GEb, apontam apenas 0 GEb como candidato para

a continuagdo dos estudos visando a sua possivel utilizagdo em campo.

PALAVRAS-CHAVE. Moluscicida, Biomphalaria glabrata, Lycopersicon esculentum, tomateiro.

Moluscicidas sdo substancias usadas para
exterminar caramujos que vivem e se alimentam de
folhagens nos jardins, lavouras, estufas e campos. S&o
também utilizados para controlar caramujos vetores de
parasitas importantes em salde publica (WARg, 1978;
OMS, 1991). Os programas de controle que incluem o
uso de moluscicidas estéo voltados para o combate a
moluscos transmissores da esquistossomose e de
moléstias como a fasciolose, causada por Fasciola
hepatica (Linnaeus, 1758) (Trematoda, Digenea) e que
tem como hospedeiro intermediario Lymnaea spp.
(Gastropoda) (GuIMARAES, 1991).

Os moluscicidas sintéticos sdo utilizados em
programas de controle da esquistossomose com 0
objetivo de combater os caramujos vetores. A
preocupacdo com o desenvolvimento de resisténcia dos
caramuijos a essas substancias, a baixa seletividade que
apresentam (atuando sobre outras espécies da fauna,
podendo perturbar o equilibrio ecol 6gico local) eaprocura
de substanciasfacilmente biodegradaveis tém aumentado
0 interesse pelo uso de moluscicidas de origem vegetal
(McCuLLoucH et al., 1980). Varias plantas e seus
principios ativos foram estudados quanto ao potencial
moluscicida (KLoos & McCuLLoucH, 1981, 1982; LEMMA
& Yau, 1974).

O interesse pelo uso de moluscicidas de origem
vegetal no controle da esquistossomose data da década
de 1930, quando foi sugerido o plantio de Balanites
aegyptiaca L. (Balanitaceae), uma érvore tipica do
deserto, nas margens dos focos de transmissdo, no
Sud&o. Seus frutos, ao cairem das arvores, inibiam a
densidade popul acional de caramujos (ARrcHIBALD, 1933).
No Brasil, os primeiros estudos sobre moluscicidas de
origem vegetal demonstraram a atividade de extratos
aquosos de caules de Serjania spp. (cipé-timbd) e de
frutos de Sapindus saponaria L. (Sapindaceae)
(saboneteira, sabdo) em Biomphalaria glabrata (Say,
1818). Essa acdo foi atribuida as saponinas presentes
nestes vegetais (PinTo & ALMEIDA, 1944). Mais de mil
espécies vegetais foram testadas quanto a sua
atividade moluscicida (AHmep et al., 1984; FARNSWORTH
et al., 1987). No Brasil, vérias plantas medicinais,
téxicas e ornamentais foram testadas com afinalidade
de verificar suapossivel agao moluscicida (AMORIN &
Pessoa, 1962; Menpes et al., 1984; RouquayroL et al.,
1972; Siva et al., 1971).

Visando testar sua atividade moluscicida, foram
utilizadas folhas de tomateiro como matéria prima para
obtenc&o de substancias a serem empregadas no controle
de B. glabrata.
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MATERIAL EMETODOS

A plantautilizadafoi Lycopersicon esculentumMill.
(Solanaceag), cv Cereja (tomateiro), coletadano periodo
de frutificagdo (1995). Exsicatas foram depositadas e
catal ogadas (SPF 88.585) no herbério do Departamento
de Boténica, Instituto de Biociéncias, Universidade de
S&o Paulo.

Os caramujos utilizados nos testes foram
espécimens de B. glabrata (Say, 1818) (Gastropoda),
linhagem selvagem, mantidos por varias geracfes no
laboratorio de Malacologia do Instituto Butantan. Esses
animais descendem de exemplares provenientes de Belo
Horizonte, Barreiro de Baixo, Minas Gerais, adaptados as
condi¢Besdo laboratério (temperaturade 20-25°C eregime
de iluminagdo natural), em aquérios de polietileno (22 x
55x 17 cm) com cercade 20 litrosde &guafiltradamantida
em repouso por um periodo minimo de 24 horas para a
eliminacédo do cloro. Osaquériosforam argjados por meio
debombasde ar de 1,5W e atrocade dgua erarealizada
acadal5dias. O aimento fornecido ad libitum constituiu-
se de alface fresca ou seca em estufa. Foram utilizados
espécimens adultos, selecionados ao acaso, medindo
entre 11 e 18 mm dedidmetro. Asdesovas utilizadasforam
coletadas desta mesma populagédo de caramujos.

A substanciacomercia Bayluscide naformade p6
molhével, contendo 70% de sal de etanolamina da
niclosamida, foi utilizada nos ensaios biol6gicos como
moluscicidadereferéncia. A tomatinaetomatidinaforam
obtidas comercia mente.

P6 de folhas secas de tomateiro (dessecadas em
estufa a 55°C) foi utilizado para o preparo de extratos
aquosos “a frio” (AQf) e “a quente” (AQq), etandlico,
metandlico e um produto denominado glicoal caléide
esteroidal bruto (GEb).

Para o preparo do extrato aquoso “afrio” (AQf), o
po de folhas secas foi submetido a agitacéo (agitador
magnético) por quatro horas com agua destilada a
temperatura ambiente, filtrado com auxilio de funil tipo
“Buchner” e o volume gjustado com agua destilada para
obtenc&o de extrato de concentragdo 10.000 ppm. Parao
preparo do extrato aquoso “a quente” (AQQ), o material
vegetal foi submetido afervura(decocgao) com aguapor
cinco minutos e o volume do extrato obtido, filtrado ainda
guente, foi gjustado com agua em quantidade suficiente
para se obter solucéo de concentracéo 10.000 ppm.

O extrato etandlico foi obtido a partir da extracéo
do material vegetal com etanol p.a. em aparelho derefluxo
por uma hora. O extrato foi filtrado e evaporado, sob
pressdo reduzida em equipamento “rotavapor”, até a
remoc&o completa do solvente. Paraobtencdo do extrato
metandlico, o material vegetal foi submetido afervuraem
aparelho derefluxo, durante quinze minutos, quatro vezes
consecutivas, utilizando volumes de 200 ml de metanol.
Os extratos combinados foram evaporados sob pressdo
reduzidaaté aremocao completado solvente. Osresiduos
obtidos nestas extracbes foram dissolvidos com os
respectivos alcoois para obtencédo de extratos de
concentragdo 200.000 ppm.

A partir do GEDb, utilizando método descrito por
FonTainE et al. (1948), que consiste em solubilizacOes e
reprecipitacfes sucessivas com &cido cloridrico e

hidréxido de ambnio, o material vegetal foi extraido em
aparelho de refluxo com 200 ml de metanol por quinze
minutos e o extrato obtido filtrado através de papel de
filtro. Este procedimento foi repetido quatro vezes e os
extratos combinados foram evaporados em banho de agua
com temperatura inferior a 45°C. Ao baldo contendo o
residuo, foram adicionados 300 ml de agua destiladae a
misturasubmetidaafervuradurante umahora. A solucdo
resultantefoi filtradae, apdsresfriamento, alcalinizadaa
pH 10,0 com NH,OH 10%. A solugéo sobrenadante foi
sifonada e descartada. O precipitado formado foi
ressuspendido em aguae o pH gjustado para4,0 comHCI
10%. Essaacidificacéo levou adissolucao do precipitado,
obtendo-se umasolucéo clara. Novamente, nestasolugéo
foi adicionado NH,OH até pH 10,0, ocorrendo novamente
precipitacdo. Esse processo foi repetido maisduas vezes.
O precipitado final foi recolhido por centrifugacéo e seco
por evaporagdo. O residuo foi dissolvido em quantidade
suficiente de metanol para se obter uma solucéo de
concentragdo 10.000 ppm.

Os ensaios hiolégicos foram realizados com
fragmentos de folhas frescas, p6 obtido de folhas secas,
extratos aguosos e al codlicos, GEb, tomatinaetomatidina.
Em todos os ensaios foram introduzidos grupos controle
utilizando agua e solucdes de etanol e metanol de
concentracdo igual as usadas nos testes. A cada duas
semanas, foram realizados ensaios com a substancia
comercial Bayluscide como moluscicidadereferéncia.

A verificacdo da atividade moluscicida em
espécimens adultos de B. glabrata seguiu os
procedimentos recomendados pela WHO (1965). Dez
grupos de cinco animais foram transferidos para mini-
aquérios preenchidos com as solucBes a serem testadas
e cobertos com placas de Petri. Apés um periodo de
exposi¢do de 24 horas, osanimaisforam retirados, lavados
cinco vezes com agua e transferidos para copos de
pléstico contendo agua filtrada, onde permaneceram por
um periodo de recuperacdo de mais 24 horas, quando a
mortalidade foi registrada. Como critério de morte, foi
adotada a retracdo dos caramujos para dentro de suas
conchas ou aliberac&o de hemolinfa.

As desovas de B. glabrata foram coletadas em
tiras de polietileno incolor colocadas na superficie da
aguados aquarios natarde anterior do diado experimento.
Asregibes do plastico com as desovas foram recortadas,
transferidas para placas de Petri contendo &gua e
observadas em microscopio esteroscopi co paraa selecao.
Foram utilizadas aquelas que possuiam membranas
intactas. As desovas (aproximadamente 20-30 ovos), no
estagio deblastula (5-15 horas depoisdaprimeiradivisio
do ovo), foram transferidas, em dez grupos de trés, para
placas de Petri contendo 10 ml de solugdes preparadas a
partir dos extratos, do GEb e dos padr8es tomatina e
tomatidina. Ap6s um periodo de 24 horas de exposicao,
as desovas foram lavadas e transferidas para placas de
Petri contendo agua filtrada e declorada. Apds dez dias
foi verificada a ocorréncia ou no de ecloséo.

As atividades moluscicidas, expressas em
concentragdes letais de 50% e 90% (CL, e CL4,) foram
determinadas a partir dos dados obtidos nos ensaios
bi ol 6gi cos com espécimens adultos de B. glabrata. Estas
concentracfes foram analisadas pelo método dos
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probitos no programa PROBITCF em linguagem BASIC,
desenvolvido pelo Prof. Dr. Paulo A. Otto do
Departamento de Biologia/Genética, Instituto de
Biociéncias, USP, S&o Paulo. A comparacéo entre osdados
das CL ., e CL 4, dos extratos aquoso “afrio” e“aquente”
e a dos extratos etantlico e metandlico foi realizada
utilizando o teste Qui-quadrado ()°), considerando o nivel
deconfiangao. = 0,05.

RESULTADOSE DISCUSSAO

O extrato aquoso “afrio” apresentou CL, = 210,39
ppm e CL, = 376,12 ppm e 0 extrato aquoso “aquente”,
CL., = 216,91 ppm e CLy, = 408,98 ppm (tab. I).
Observando-se estes resultados, percebe-se que nao
houve diferencasignificativa(x?= 0,197; P=0,657) entre
a atividade moluscicida destes dois extratos quando
testados em B. glabrata.

Para 0 extrato etandlico, as concentracoes letais
determinadas foram: CL ., = 74,35 ppm e CL 4, = 185,60
ppm e parao extrato metandlico, CL,=94,31 ppmeCL =
197,30 ppm (tab. 1). Neste caso, também nédo houve
diferenca significativa da atividade moluscicida entre os
dois extratos (x> = 0,899; P = 0,343). Estes resultados
sugerem que 0s principios ativos responsaveis pela agdo
moluscicida sdo extraidos do pé de folhas secas em
quantidades semelhantes tanto com etanol como com
metanol.

Comparando-se as concentractes letais, obtidas
com extratos aquosos e alcodlicos, pode-se verificar que
estes Ultimos foram aproximadamente trés vezes mais
eficazes para caramujos adultos de B. glabrata do que
0s extratos aquosos “afrio” ou “a quente’. Através dos
dados dos ensaiosrealizados com 0 GEb obteve-se CL .=
8,01 ppm e CLg= 13,17 ppm (tab. 1). As CLg, e Clgy,
determinadas paraatomatinaforam 4,49 ppm e 11,84 ppm,
respectivamente (tab. I). Estes resultados mostram que
essas substancias sdo altamente eficazes em B. glabrata.
HosteTTMANN €t al. (1982) apontaram que a tomatina
obtida comercialmente era ativa a 4 ppm (100% de
mortalidade) quando testadaem B. glabrata. ALzErrRECA
& HaRT (1982) obtiveram 80% de mortalidade com 25 ppm
detomatinacomercial, também com B. glabrata.

Ensaios realizados com a tomatidina (grupamento
aglicona datomatina) obtida comercialmente mostraram
gue esta substancia ndo € eficaz em concentracdes até
25 ppm para espécimens adultos de B. glabrata. Esta
respostajafoi observada por ALzErreca & HART (1982)
ndo sb para B. glabrata como também para Lymnaea
cubensis (Pfeiffer, 1839). Neste mesmo estudo, osautores
também avaliaram os efeitos toxicos dos glicoal cal 6ides
esteroidais, solasonina e solamargina, extraidos da
Solanum mammosum L. (Solanaceae), bem como a
solasoding, grupamento agliconadaquel es glicoal cal ides,
em B. glabrata e L. cubensis. Os resultados obtidos
mostraram que somente a solasonina e a solamargina
foram eficazes frente aos animaistestados, enquanto que
asolasodinanéo apresentou atividade moluscicida. Estes
resultados sugerem que a presenca de acUcares nas
moléculas dos glicoalcal6ides esteroidais parece ser
essencial paraaacdo moluscicida

Os resultados da exposicdo de B. glabrata ao
Bayluscide por 24 horas, seguidas de igual periodo de
recuperacao, permitiram calcular aCL ., em 0,029 ppmea
CL 4 em0,087 ppm.

Solugdes de concentragéo até 1.000 ppm, obtidasa
partir dos extratos aquosos “a quente” e “a frio”, ndo
foram eficazes em desovas de B. glabrata que eclodiram
no tempo esperado (9 a 10 dias apds a oviposi¢do). O
mesmo ocorreu com as solugdes de concentracéo até 200
ppm preparadas a partir dos extratos etandlico e
metandlico. O GEb e os padrdes de tomatinaetomatidina
Nao apresentaram atividade em concentragado até 50 ppm.

A baixa suscetibilidade de desovas também foi
relatada por RouquayroL et al. (1973), quedemonstraram

Tabela |. Atividade moluscicida dos extratos aquosos, etanolico e
metandlico de folhas de Lycopersicon esculentum, do glicoalcaldide
esteroidal bruto (Geb) e tomatina em Biomphalaria glabrata (Teste
Probit-Log) com tempo de exposicéo e de recuperag@o de 24 horas
(AQf, extrato aquoso “frio”; AQq, extrato aquoso “quente”; C,
concentracdo; CL, concentragéo letal; exp, expostos, mor, mortos).

Extratos C N° de animais  Valores de CL(ppm)

(ppm)  exp mor (limites de confianga 95%)

100 50 1

200 50 32 CLg= 210,39
AQf 250 50 36 (192,04 —230,50)

300 50 42 ClLg= 376,12

500 50 46 (327,98 — 431,33)

1000 50 50

100 50 4

200 50 22 ClLs= 216,91
AQq 250 50 27 (197,72 — 237,95)

300 50 39 CLg= 408,98

400 50 44 (361,84 — 462,25)

500 50 47

750 50 50

10 50 0

25 50 5 Clg= 74,35
Etandlico 37,5 50 10 (66,46 — 83,17)

50 50 12 CLg= 185,60

75 50 20 (149,90 — 229,80)

100 50 29

150 50 50

25 50 2

50 50 7 Clsy= 94,31
Metandlico 75 50 16 (85,91 — 103,54)

100 50 22 ClLg= 197,30

150 50 38 (171,19 — 227,40)

200 50 47

250 50 50

5 50 4

7,5 50 26 CLg= 8,01 Geb
Geb 10 50 36 (7,42 — 8,65)

12,5 50 40 Clg= 13,17

15 50 48 (11,89 — 14,58)

20 50 50

0,1 50 0

1 50 3 ClLg = 4,49
Tomatina 2,5 50 8 (394 -512)

5 50 25 ClLy = 11,84

7,5 50 34 (9,59 — 14,62)

10 50 50

10 50 0

25 50 5
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gue extratos organicos obtidos de estruturas da
Pithecel obium multiflorum Bent (Fabaceae) eram menos
ativos em desovas do que em espécimens adultos de
B. glabrata. Lemma et al. (1972), em estudos realizados
com frutos de Phytolacca dodecandra L’Herit
(Phytolaccaceae) (“endod”) secos etriturados, e extratos
butilicos preparados com estes frutos, verificaram a
resisténcia das desovas dos planorbideos B. glabrata,
B. alexandrina (Ehrenberg, 1831) e Bulinus truncatus
(Audouin, 1827), quando expostas a concentragcdes que
foram ativas em caramujos adultos. Pereira et al. (1978)
obtiveram extratos hexanicos a partir de folhas de
Euphorbia cotinifolia L. (Euphorbiaceae) que se
mostraram ativos em desovas de B. glabrata em
concentracdes aproximadamente 20 vezes superiores
aquelas eficazes em caramujos adultos (2,4 ppm para
adultos e 48 ppm para desovas). A baixa suscetibilidade
das desovas aos moluscicidas é devida, provavelmente,
aos altos pesos moleculares dessas substancias,
impedindo sua penetracdo através da membrana
gelatinosa das desovas (LeEmmA & YAu, 1974).

De acordo com recomendacfes da WHO (1983),
somente extratos aquosos “a frio” e/ou “a quente” e
alcodlicos de materiais vegetais que promovem a morte
de 90% dos animais quando testados em concentractes
iguaisou inferioresa 20 ppm (exposi¢ao 24 h) devem ser
submetidos a ensaios em campo. As concentracdes | etais
de 90%, determinadas neste estudo, para os extratos
aquosos “a frio” e “a quente”, etandlico e metandlico,
sd0 superiores as estabelecidas pela WHO, implicando
gue estes extratos ndo sdo viaveis para estes tipos de
ensaio. O GEb obtido neste estudo mostrou-se um
moluscicida altamente eficaz quando testado em B.
glabrata, apresentando CL 4= 13,17 ppm sendo, ent&o,
recomendado para futuros ensaios em campo.
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