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RESUMO

ITO, MITSUE Efeito dos 6leos essenciais de Thymus vulgaris, Origanum vulgare e
dos terpenos timol e carvacrol, sobre adultos e massas ovigeras de Pseudosuccinea
columella, 2021. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) — Centro de
Ciéncias Veterinarias) — Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias — CCAE,
Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES, 2021.

A fasciolose € uma doenca de distribuicdo mundial que pode levar a grandes prejuizos
econdbmicos na criagcdo de ruminantes e possui como hospedeiro intermediario
moluscos aquéaticos, sendo Pseudossucinea columella uma das espécies mais
frequentes. Os moluscicidas sintéticos sdo indicados para o controle dos moluscos,
entretanto, sdo téxicos para diversas espécies de plantas e animais, sendo
prejudiciais ao meio ambiente. Devido a necessidade da busca de novas substancias
naturais, menos nocivas ao meio ambiente e que possam atuar no controle de
moluscos, o objetivo do estudo foi avaliar o efeito dos éleos essenciais de Thymus
vulgaris, Origanum vulgare edos terpenos timol e carvacrol, sobre adultos e massas
ovigeras de P. columella. Os 6leos de T. vulgaris, O. vulgare e os majoritarios, timol e
carvacrol, foram diluidos nas concentracdes de 10, 20, 40, 60, 80 e 100 ppm, como
controle positivo se utilizou o sulfato de cobre (CuSo4) e como controle negativo se
utilizou a dgua potavel (H20) e o Dimetilsulfoxido (DMSO) 1% (diluente das solucdes).
Os moluscos foram divididos em grupos de 10 espécimes para cada solucéo, foram
expostas as diferentes solucdes teste pelo periodo de 24 horas e avaliados durante
esse periodo nos tempos de 30 minutos, duas, seis, 12 e 24 horas. A mesma
metodologia foi utilizada com as massas ovigeras, entretanto, as massas foram
expostas as substancias por 24 horas, passaram pelo processo de lavagem e foram
avaliadas por 18 dias apOs exposicdo. Durante o estudo biolégico dos moluscos
adultos se observou que os 6leos essenciais de orégano nas concentracdes de 60,
80 e 100 ppm e tomilho na concentracao de 100 ppm levaram a morte de 100% dos
e se mostraram dentro das normas estabelecidas pela Organizagdo Mundial da Saude
para uma mistura complexa de substancias. Os 0leos essenciais e componentes
majoritarios se mostraram efetivos na inibicdo do crescimento e da ecloséo das
massas. Somente as massas expostas ao majoritario timol, nas concentragfes de 10,
20 e 40 ppm, eclodiram. Em relacéo a histologia, foi possivel observar vacuoliza¢des

e fragmentacao nos tecidos de glandula digestiva, ovotestis e manto nos moluscos



tratados com os 6leos essenciais e 0s componentes majoritarios. Notou-se ainda na
histologia, areas de autélise em moluscos tratados com timol na concentracdo de 80
ppm. Na Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV) encontraram-se
alteracGesteciduais em glandula digestiva e manto nas concentragbes de 100 ppm
dos Oleos essenciais e seus componentes majoritarios. Assim, pode-se concluir que
0s Oleos esséncias de O. vulgare e T. vulgaris se comportaram como substancias
moluscicidas em P. columella. Além disso, notou-se efeitos inibitdrios no crescimento
e eclosdo das massas ovigeras tratadas com 0s componentes majoritarios e os 6leos

essenciais estudados.

Palavras-chave: 1. Caramujo 2. Controle alternativo 3. Fasciola hepatica 4.
Moluscicida



ABSTRACT

ITO, MITSUE Effect of essential oils from Thymus vulgaris, Origanum vulgare
and terpenes thymol and carvacrol on adults and ovigerous masses of
Pseudosuccinea columella., 2021. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Veterinarias)
— Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias— CCAE, Universidade Federal Espirito
Santo, Alegre, ES, 2021.

Fasciolosis is a disease with worldwide distribution that can lead to great economic
losses in ruminant breeding and has aquatic molluscs as an intermediate host, with
Pseudosucinea columella being one of the most frequent species. Synthetic
molluscicides are indicated for the control of molluscs, however, they are toxic to
several species of plants and animals, being harmful to the environment. Due to the
need to search for new natural substances, less harmful to the environment and that
can act in the control of molluscs, the aim of the study was to evaluate the effect of
essential oils from Thymus vulgaris, Origanum vulgare and terpenes thymol and
carvacrol, on adults and ovigerous masses of P. columella. The oils of T. vulgaris, O.
vulgare and the major ones, thymol and carvacrol, were diluted in concentrations of
10, 20, 40, 60, 80 and 100 ppm, as a positive control using copper sulfate (CuSo4) and
as negative control, drinking water (H20) and 1% Dimethylsulfoxide (DMSO) (solutions
diluent) were used. The molluscs were divided into groups of 10 specimens for each
solution, the different test solutions were exposed for a period of 24 hours and
evaluated during this period at times of 30 minutes, two, six, 12 and 24 hours. The
same methodology was used with the ovigerous masses, however, the masses were
exposed to substances for 24 hours, went through the washing process and were
evaluated for 18 days after exposure. During the biological study of adult molluscs, it
was observed that essential oils of oregano at concentrations of 60, 80 and 100 ppm
and thyme at a concentration of 100 ppm led to the death of 100% of them and were
within the standards established by the World Health Organization for a complex
mixture of substances. Essential oils and major components proved to be effective in
inhibiting the growth and hatching of doughs. Only the masses exposed to the majority
of thymol, at concentrations of 10, 20 and 40 ppm, hatched. Regarding histology, it

was possible to observe vacuolization and fragmentation in the tissues of the digestive



gland, ovotestis and mantle in molluscs treated with essential oils and major
components. It was also noted in histology, areas of autolysis in molluscs treated with
thymol at a concentration of 80 ppm. Scanning Electron Microscopy (SEM) showed
tissue changes in the digestive gland and mantle at 100 ppm concentrations of
essential oils and their major components. Thus, it can be concluded that the essential
oils of O. vulgare and T. vulgaris behaved as molluscicide substances in P. columella.
In addition, inhibitory effects were noted on the growth and hatching of ovigerous

masses treated with the major components and essential oils studied.

Keywords: 1. Snail 2. Alternative control 3. Fasciola hepatica 4. Molluscicide
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1. INTRODUCAO

A fasciolose € uma zoonose emergente causada por Fasciola hepatica, um
helminto que parasita o figado de varios mamiferos, principalmente bovinos e ovinos.
F. hepatica pode levar a grandes prejuizos econémicos na producdo pecuaria, iSSo
ocorre porque 0s animais parasitados, quando abatidos, apresentam os figados
impréprios para o consumo levando a sua condenacao nos frigorificos (COSTA et al.,
2015; RODRIGUES; SOUZA, 2019). Além dos prejuizos no abate dos animais, a
parasitose leva a diminuicdo na fertilidade, baixo ganho de peso, diminuicdo na
producéo de carne, leite e 1a (MARTINS et al., 2014).

Um dos principais moluscos vetores da fasciolose encontrado no Brasil é
Pseudosuccinea columella, um molusco aquatico que vive em proximidade a agua
doce estagnadas com curso lento e podem ser encontrados sobre lama Umida ou
ainda sobre vegetais em decomposi¢cado. Estes moluscos estéo presentes no ciclo de
F. hepatica atuando como o hospedeiro intermediario desse trematoda, sendo seu
controle essencial para o controle da fasciolose (CASTRO et al., 2019a; DIAS et al.,
2013).

Oreganum vulgare (orégano) € uma Lamiaceae, uma planta aromatica com
origem na bacia do Mediterraneo, cultivada em todo o mundo. O orégano é abundante
em carvacrol, uma substancia que possui atividades anti-inflamatorias e antitumorais.
Thymus vulgaris (tomilho) também esta4 presente na familia das Lamiaceas, se
encontra distribuida mundialmente, possui como componentes majoritarios o timol e
o carvacrol, compostos monoterpenos fendlicos que possuem atividade antissépticas
e antibacterianas (PALLA et al., 2020; REIS et al., 2020).

As Lamiaceas T. vulgaris e O. vulgare podem ser utilizadas como base para
obtencdo de Oleos essenciais. Os 6leos essenciais sdo substancias presentes
naturalmente em plantas, sendo compostos volateis, com odor e ndo misciveis ou
pouco misciveis em agua (REIS et al., 2020; SANTORO et al., 2006). Atualmente,
estudos demonstraram que compostos vegetais desempenharam acao moluscicida
sobre os moluscos da espécie P. columella como por exemplo: 6leo essencial
Cymbopogon winterianus Jowitt (Poaceae), o 0leo essencial Eugenia uniflora L e os
extratos Davilla elliptica e D. nitida (COSTA et al.,, 2015; GARDIOLI et al, 2017



PINHEIRO et al., 2017).

Atualmente vem crescendo a necessidade do uso de compostos
biodegradaveis de origem vegetal que acarretem menos prejuizos econdémicos ao
meio ambiente para o controle de moluscos vetores (COSTA et al., 2015), visto que a
Gnica substancia recomendada pela Organizacdo das Nacdes Unidas (OMS) é a
niclosamida, uma substancia sintética e toxica para varias espécies e que pode levar
a contaminacao ambiental (COSTA et al., 2015; PINHEIRO et al., 2003).

Visto a necessidade da busca de novas substancias que possuam atividade
moluscicida e que sigam as diretrizes da OMS, o objetivo do estudo foi avaliar o efeito
dos 6leos essenciais de T. vulgaris, O. vulgare e dos terpenos timol e carvacrol, sobre

adultos e massas ovigeras de P. columella.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fasciola hepatica

Fasciola hepatica € um platelminto trematoda que acomete os ductos biliares
de diversos mamiferos. Pode ser encontrado em regides com o clima temperado,
regides frias com altitude elevada nos tropicos e também em regifes subtropicais.
Morfologicamente apresenta corpo achatado dorso-ventralmente, com coloracao
cinza-amarronzada e formato foliaceo. Apresenta duas ventosas para fixacao, seu
sistema digestério é simples e sua extremidade anterior é alongada em formato de
cone (ALEMU, 2019).

Este trematoda possui como hospedeiro definitivo mamiferos, principalmente
ruminantes, como por exemplo, 0s ovinos, bovinos, caprinos, equinos, veados,
coelhos e em alguns casos pode acometes até os humanos, sendo considerada entdo
uma zoonose (BENNEMA et al., 2014; BOSTELMANN et al., 2020).

Para que se complete o ciclo da fasciolose é necessario que se tenha presente
o hospedeiro intermediario, P. columella. Embora esteja com maior prevaléncia nos
estados da regido sul, o0 molusco esta amplamente distribuido no Brasil, 0 que esta
diretamente relacionado com seu habitat e clima adequado para se desenvolver
(BENNEMA et al., 2014; MEDEIROS et al., 2014).

O parasito esta presente nos ductos biliares de mamiferos e la excreta ovos
gue saem na bile e chegam ao intestino. Os ovos, por conseguinte, sao liberados
juntamente com as fezes, onde se desenvolvem e eclodem na fase evolutiva de
miracidios. O miracidio por sua vez penetra em um molusco da familia Lymnaeidae,
onde prossegue com seu crescimento dentro do hospedeiro intermediario passando
pelos estagios de esporocisto, rédia e cercaria. A cercaria é excretada pelo molusco
e se fixa na vegetacdo proxima, se encista e origina a metacercaria. O hospedeiro
definitivo acaba por ingerir a forma infectante, que se fixa e se encista no intestino
delgado, migram até chegar ao figado e ductos biliares, onde alcancam a maturidade
sexual. F. hepatica demora de 17 a 18 semanas para completar seu ciclo (TAYLOR;
COOP; WALL, 2017).



As fases jovens do trematoda migram para o parénquima do figado e promove
lesGes, caracterizando a fase aguda da doenca. J4 os parasitos adultos levam a
espoliacdo dos ductos biliares, gerando calcificagcdo dos ductos na fase cronica da
doenca. Pode-se destacar ainda que as lesdes do parasito no parénquima hepético
podem predispor a infec¢des bacterianas (MARTINS, 2019).

No caso dos humanos, F. hepatica podera completar o seu ciclo quando ocorrer
a ingestdo de plantas aquéticas como Agrido (Nasturtium officinale) e o alface
(Lactuca sativa), em saladas cruas, e também por ingestdo de suco de alfafa
(Medicado sativa), que poderéo estar contaminados com forma infectante do parasito
(CASTRO et al., 2019b).

Os figados parasitados pela F. hepatica geram grandes prejuizos econémicos
pois, ndo sdo indicados para consumo e condenados pelo servigo de inspegao nos
frigorificos (RODRIGUES; SOUZA, 2019). Segundo MOLENTO et al. (2018), a
fasciolose levou uma perda econémica de aproximadamente 210 milhGes de doélares
por ano no Brasil entre os anos de 2002 a 2010. Os autores puderam constatar
também que se ndo houver medidas de controle parasitarias adequadas para a
doenca havera um provavel aumento na fasciolose no pais.

Medidas de controle devem ser tomadas para que ocorra controle do
hospedeiro intermediario pois, sem o caramujo F. hepatica ndo consegue chegar a
forma infectante, sendo essencial dentro do ciclo. Algumas das medidas de controle
utilizadas sao: Utilizacdo dos sistemas de drenagem, filtracdo da agua de beber dos
animais, e controle dos pastoreios dos animais (CARMONA; TORT, 2016; MORALES,
et al. 2013).

Outras medidas de controle sdo a utilizagdo farmacos fasciolicidas e
moluscicidas, entretanto as substancias quimicas fasciolicidas possuem periodo de
caréncia no leite e as moluscicidas podem levar a intoxicacdo de outras espécies no
ambiente (MORALES, et al., 2013). Além disso, os produtos quimicos que possuem
atividade moluscicida podem induzir uma selecdo na populacdo de moluscos

resistentes, agravando ainda mais o problema (ALEIXO et al., 2015).



2.2 Pseudosuccinea columella (say, 1817)

Fasciola hepatica possui como hospedeiro intermediario moluscos
pertencentes a familia Lymnaeidae, distribuidos geograficamente por em todo o
mundo. A espécies dos moluscos encontrados no Brasil sdo Pseudosuccinea
columella, Galba viatrix e Lymnaea rupestres (CARVALHO et al., 2014), entretanto, a
mais comum que atua como hospedeiro intermediario € o P. columella (MEDEIROS
et al. 2014).

O molusco esta presente no Brasil nos estados do Acre, Amazonas, Mato
Grosso do Sul, Mato Grosso, Paraiba, Bahia, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Goias,
Parand, Sao Paulo, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (CARVALHO et al., 2014).
Segundo Medeiros et al. (2014); Dias et al. (2013); Carneiro et al. (2010), P. columella
também se encontra presente no estado do Espirito Santo. Medeiros et al. (2014)
relatam que P. columella é a espécie mais comum e bem distribuida nas regifes Sul
e Sudeste do Brasil, tem poucos registros nas regidbes Centro-Oeste, Norte e
Nordeste.

Pseudosuccinea columella se encontra em pequenas colecbes de agua,
préximo as margens, em aguas limpas e de fraca correnteza. Seu habitat pode ser em
ambientes naturais, como corregos e lagoas, ou ainda em ambientes artificiais, como
pequenos acudes e valas de irrigagdo (CARVALHO et al., 2014). Em relacdo ao
substrato dos locais onde os moluscos habitam, € importante destacar que devem ser
ricos em argila fina e detritos organicos, principalmente ricos em detritos vegetais e
micro-organismos epifiticos e epiliticos, pois é a principal fonte de alimento dos
caramujos. Além disso, os sedimentos presentes nos substratos o tornam denso e
macio, facilitando que os moluscos se enterrem, evitando o contato direto com a luz,
0 que ocorre principalmente em habitats com pouco cobertura vegetal (BARBOSA,
1995).

A espécie P. columella possui conchas que medem em torno de 8mm largura
e aproximadamente 17mm de comprimento, possuindo suturas rasas, giros
arredondados, espira pequena e um giro no corpo volumoso podendo ocupar até 2/3
do comprimento da concha. No manto, se encontra o aparelho urinario (MINISTERIO
DA SAUDE, 2008). Os tentaculos apresentam formato achatado e triangular, podem

utilizar a autofecundacgéo ou a fecundacao cruzada, sendo entdo classificados como



hermafroditas (CARVALHO et al., 2014). Os animais apresentam coloracao
acinzentada ou amarela, podendo apresentar manchas enegrecidas com diversos
tamanhos na regiao do manto (UETA, 1977).

Em relagdo as caracteristicas mais importantes para a identificagcdo da espécie
de P. columella, podemos citar a presenca de uma dupla flexdo no ureter, a préstata
se apresenta do tipo fio para o tipo fita, o tamanho do prepucio é de duas a seis vezes
maior que o comprimento do pénis e a bainha penial do animal esta desprovida de
minuto e camaras apicais (PARAENSE, 1983; POINTIER et al., 2007). Na figura 1

pode-se observar as estruturas do sistema reprodutivo do molusco P. columella.

Figura 1. Anatomia do sistema reprodutivo do molusco Pseudossucinea columella.

PP

Ag: glandula albuminosa, he: coracao; ng: glandula nidamental, ot: ovoteste, ov: oviduto, pr: prostata,
pp: prepucio, os: bainha do pénis, rt: tubo renal, sp: espermatoteca, ur: ureter, va: vagina, vd. ducto
deferente (observar dupla flexdo do ureter, caracteristica do P. columella).

Fonte: Pointier et al. (2007)

Os moluscos Lymneideos apresentam a glandula digestiva em quase todo o

Seu corpo, ela apresenta epitélio escamoso, apoiado em uma fina camada de tecido



conjuntivo fibroso. As glandulas sao revestidas por epitélio simples, onde predominam
dois tipos de células: as células digestivas e as células secretoras. A glandulas
digestivas dos moluscos sdo Orgdos-alvo para agentes contaminantes, pois esti
diretamente ligada ao metabolismo de substancias organicas, inorganicas e também
produtos quimicos. Os moluscos apresentam a ovotestis, glandula onde se localizam
as ceélulas germinativas masculinas e femininas e esta glandula é recoberta pela
glandula albuminosa (KANAPALA; ARASADA, 2013).

O manto dos moluscos € uma fina camada, com uma Unica camada de células
epiteliais revestindo o corpo e com organizacdo de células glandulares
subepidérmicas (VIAJAYA; PRIYADARSINI, 2014). A massa cefalopodal possui
fungéo sensitiva e de locomogéo (CARVALHO, 2014). A figura 2 mostra as estruturas

histoldgicas dos moluscos da espécie P. columella.

Figura 2 - Estruturas histolégicas dos moluscos Pseudossucinea columella. 1-
Ovotestis (objetiva 4x); 2- Glandula albuminosa (objetiva 4x); 3- massa cefalopodal
(objetiva 4x) e 4- glandula digestiva (objetiva 4x).

Fonte: O autor

Vidal (2020) demonstrou as estruturas gerais de Pseudossucinea columella na
Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV), como a glandula albuminosa, massa

cefalopodal e glandula digestiva (figura 3).



Figura 3 - Fotografia ultra estrutural do molusco Pseudossucinea columella em
microscopia eletronica de varredura. Demonstrando estruturas gerais dos moluscos
(glandula digestiva, massa cefalopodal e manto) (A e B) e glandulas digestiva e
albuminosa (C e D).

Fonte: Vidal, 2020 modificado.

2.3 Medidas de controle de moluscos

O controle da populacdo de hospedeiros intermediarios € essencial para que
ocorra a reducao da transmissdo de fasciolose, ja que 0os moluscos sdo essenciais
para F. hepatica completar seu ciclo biologico. Algumas formas de controle séo:
controle quimico com farmacos de ac¢do moluscicida como por exemplo cobre e
niclosamida; controle ambiental ou fisico; controle bioldgico; e ainda o controle com
produtos de origem vegetal (ALEMU, 2019).

O controle fisico ou ambiental dos moluscos se define como combater as
condi¢cOes que sao propicias para o crescimento e permanéncia destes animais, pela
modificacdo fisica dos criadouros. As medidas de controle dos caramujos adotadas

sdo em sua maioria, mudancas drésticas dos habitats, eliminando cole¢des de agua



ou ainda tornando-as inviaveis como criadouro dos moluscos, como por exemplo na
canalizacdo das aguas. Na maior parte dos paises onde se tem uma endemia de
moluscos aquéticos transmissores de zoonoses, Nd0 Se pPossui uma perspectiva para
melhorias que levem a eliminagé&o total dos focos de transmissao (BARBOSA, 1995).

Outra opcéo para o controle fisico desta parasitose, pode ser realizado com a
diminuicdo das areas de alagamentos nas pastagens pelo uso da drenagem dos
solos, além de predadores naturais, como por exemplo, criacdo de aves aquaticas
(OLIVEIRA; SPOSITO-FILHA, 2009).

Segundo VIDAL (2020) realiza-se ainda como métodos de controle de
moluscos, o aterramento de corpos hidricos, retificacdo de leito dos rios, retirada e
limpeza da vegetacdo aquatica do ambiente, entretanto alguns maleficios podem ser
notados como custo elevado, alteragdes ambientais e eutrofizagao pela drenagem de
sedimentos.

Se utiliza o controle ambiental como uma estratégia complementar ao controle
quimico ou ainda como Unica alternativa nos casos onde ndo se pode utilizar outro
método de controle quimico. Além disso, as medidas de controle ambiental envolvem
uma série de medidas em larga escala e possuem altos custos, e por isso as
campanhas que atuam no combatem dos caramujos vetores tem dado preferéncia ao
controle com substancias quimicas (BARBOSA, 1995).

As substancias moluscicidas possuem a fungéo de exterminar os moluscos que
vivem em campos e jardins, além de atuarem no controle de caramujos vetores de
zoonoses. Elas podem ser classificadas como substancias sintéticas ou podem
possuir origem vegetal (COSTA et al., 2015).

Atualmente s@o conhecidas algumas substancias sintéticas para controle
quimicos dos moluscos: Gramaxone, hidroxido de célcio, N-tritimorfolina,
niclosamida, carbamato, metaldeido, Sulfato de cobre e organofosfato (COSTA et al.,
2015; CANTANHEDE et al., 2010). A niclosamida, um moluscicida sintético, é a Unica
substancia recomendada pela Organizacdo das Nac¢Oes Unidas para eliminar os
moluscos vetores de zoonoses. Para que uma substancia seja caracterizada como
substancia moluscicida ela devera levar a mortalidade de 90% (DL 9). Em relacdo a
substancia ativa, ela devera alcangar mortalidade maior que 90% em concentracdes
menores que 20 ppm (MCCULLOUGH et al., 1980; WOH, 1983;).

A niclosamida a trés ppm foi utilizada para controle de moluscos da espécie

Biomphalaria glabrata em cole¢8es hidricas de Capim Branco- MG, inicialmente houve
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reducdo do numero de caramujos, mas a populacao se tornou resistente, se refazendo
em trés meses apos aplicacdo do moluscicida. Nao houve a diminuicdo permanente
da populacdo de caramujos, demonstrando que o uso de niclosamida como medida
Unica de controle de moluscos néo é eficaz (COURA-FILHO et al., 1992).

O cobre e seus derivados podem ser utilizados no controle de moluscos
aguaticos vetores de zoonose e seu sucesso esta ligado com a ndo necessidade de
ocorrer a ingestédo do ion para que ocorra o efeito toxico, somente o contato do cobre
com o molusco ja é o suficiente para se ter o efeito moluscicida da substancia. Notou-
se ainda que o sulfato de cobre se mostrou extremamente toxico para Pomacea
canaliculata (VENTURINI; CRUZ; PITELLI, 2008).

Soares et al. (2009) relataram que o uso de sulfato de cobre, como agente
moluscicida, ndo é recomendado por 6rgaos ambientais, como por exemplo pelo EPA
(United States Environmental Protection Agency), pois é toxico para 0s organismos
aguaticos. De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(2011) o uso de cobre nas formas de hidréxido, oxicloreto, sultato, 6xido e octanoato
sdo proibidos para uso ap0s a colheita e como agente fungicida, sendo necesséria
autorizacdo para seu uso pelo OAC (organizacdo de Avaliacdo da Conformidade
Organica) ou pela OCS (Organizacéo de Controle Social), minimizando o acumulo de
substancia no solo.

As substancias sintéticas de carater moluscicida vém se mostrando muito
agressivas ao meio ambiente, além disso, essas substancias proporcionaram
aumento da resisténcia dos moluscos, possuem baixa seletividade de espécies
guando expostas ao meio ambiente levando a significativas alteracdes de
ecossistema e apresentam custo elevado, se mostrando inviaveis para 0 uso em
paises com pouco recurso financeiro (CATANHEDE et al., 2010). Visto esses fatores,
0 uso de substancias naturais biodegradaveis se mostra uma alternativa interessante
para o controle de moluscos vetores de zoonoses (CATANHEDE et al., 2010;
Mccllough et al. 1980).

Experimentos com relacdo ao controle biolégico de moluscos limnicos de
carater zoonético vem ocorrendo desde a década de 50 (BRASIL, 2008).

Foram descritos na literatura o controle biol6gico de moluscos dulcicolas pelo
uso de outros moluscos gerando uma competitividade de habitat. O caramujo Marisa
cornuarietis foi utilizado como predador acidental de moluscos jovens e ovos,

conseguindo até eliminar totalmente algumas populac¢des de Biomphalaria (FREITAS;
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SANTOS, 1995; MINISTERIO DA SAUDE, 2008). Ministério da satde (2008) cita
ainda que peixes como a tilapia, sdo capazes de atuar como predadores e
competidores dos caramujos dulcicolas, isso ocorre pois, ingerem plantas, massas
ovigeras e também caramujos recém eclodidos.

Duarte et al. (2015) utilizaram em seus estudos o fungo nematéfago
Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana como alternativa de controle de postura
de massas ovigeras de B. glabrata e perceberam que viabilidade e maturacdo das
massas ovigeras foram inibidas pelos fungos, sendo estes fungos alternativas de
controle. Castro e colaboradores (2019) expuseram experimentalmente a massas
ovigeras dos moluscos da espécie P. columella ao fungo Pochonia chlamydosporia
Pc — 10 e observou que houve inibicdo do processo de embriogénese, levando
também ao comprometimento da eclodibilidade dos embrides e confirmando possivel
uso para controle do molusco hospedeiro intermediario F. hepatica.

Os nematoides entomopatogénicos (NEPs) também atuam como alternativa de
controle de moluscos limnicos, uma vez que o0s g@géneros Steinernema e
Heterorhabditis estdo associados a bactérias do género Xenorhabdus e Photorhabdus
(BURNEL; STOCK, 2000; TUNHOLI et al. 2017) atuando como vetores para
disseminacéao destas bactérias no corpo do hospedeiro, podendo levar a septicemia e
morte dos animais parasitados (GREWAL et al., 2001; TUNHOLI et al., 2017).

Tunholi-Alves et al., (2011) utilizaram experimentalmente NEPs que parasita o
pulméo de roedores, Angiostrongylus cantonensis, como alternativa de controle do
molusco B. glabrata. As larvas deste nematoide atuam na castracao parasitaria
levando a diminuicdo no conteldo de galactogénio na glandula albuminosa dos
animais infectados.

Vidal (2020) utilizaram NEPs da espécie Heterorhabditis baujardi LPP7 em
moluscos da espécie P. columella, onde os nematoides levaram a alteracdes
fisiol6gicas, reprodutivas e teciduais, sendo uma alternativa de controle dos moluscos.

Os extratos vegetais sao substancias produzidas pelo esgotamento, a quente
ou a frio e com solventes licitos, a partir de produtos de origem vegetal. Durante a
extracdo ocorre seletividade de compostos especificos da planta, em funcdo dos
solventes que serao utilizados durante a extracao (ANVISA, 2007).

Os Produtos de origem vegetal vém sendo utilizados como alternativa para o
controle de moluscos vetores de zoonoses. Os extratos de Davilla nitida e Davilla

elliptica, plantas naturais do cerrado, apresentaram atividade moluscicida em adultos



12

de P. columella em um periodo de 24 horas. D. elliptica também conseguiu
desencadear efeitos ovicidas nas desovas destes moluscos (GARDIOLI, 2017).

Outros extratos também foram testados e se mostraram eficazes contra outras
espécies de moluscos: Melia azedarach L. apresentou atividade moluscicida em
Lymnaea cubensis (PEREZ et al., 2017) e os extratos vegetais de Ammona muricata,
Jatropha elliptica (ROCHA et al., 2003), Kielmeyra variabilis (PINHEIRO et al., 2003),
Lycopersicon esculentum (LEYTON et al., 2005) se mostraram efetivos em B.
glabrata.

Vasconcellos e Amorim, (2003) utilizaram o latex da planta Euphorbia
splendens var. hisloppi NEB (‘coroa de Cristo”) para avaliar potencialidade
moluscicida em P. columella, e obtiveram resultados positivos, obtendo morte de
100% dos moluscos com concentragéo de 5 mg/ L.

Srivastava e Singh (2019) relatam que o terpendide timol se mostrou um biocida
promissor para moluscos, pois apresentou atividade moluscicida para ovos de
molusco adultos da espécie Biomphalaria similaris. Salama; Taher e El-bahy (2012)
testaram os compostos Thymus capitus e Marrubium vulgare L., com 0s componentes
majoritarios timol e carvacrol relatam que, somente timol atuou como biocida para B.
alexandrina. Os autores obtiveram resultados positivos também nas concentracdes
de 200 e 400 ppm em T. capitus e nas concentracdes de 50 e 100ppm em M. vulgare,
ambos no periodo de 3 horas. M. vulgare se mostrou efetivo também contra as
desovas dos moluscos, entretanto, o T. capitus ndo apresentou atividade ovicida.

Em relacdo a fisiologia dos moluscos apds o contato com as substancias
moluscicidas naturais, Cantanhede et al. (2010) citam que o0s moluscos podem
apresentar necrose da glandula digestiva, reducdo das reservas de glicogénio e
aumento das proteinas presentes na hemolinfa do molusco.

Catanhede et al., (2010); Singh et al., (2010) relatam que possivelmente a
atividade moluscicida dos compostos de origem vegetal se da pela presenca de
metabolitos secundarios, como por exemplo 0s taninos, saponinas, terpenoides,
alcaloides, esteroides, lactonas sesquiterpénicas e flavonoides. Estes compostos,
podem provocar uma intoxicagdo nos caramujos, o que desencadeia: desiquilibrio
osmatico, projecdo anormal da massa cefalopode para fora da concha ou retragédo da
massa cefalopodal para o interior da concha e liberacdo de hemolinfa.

Segundo Srivastava e Singh (2019) os componentes comuns presentes nos

6leos essenciais, sustancias terpendides como o eugenol e o timol, apresentaram
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atividade moluscicida e ovicida, afetando a sobrevivéncia, reproducédo e sucesso de
incubacdo dos moluscos. E com esses efeitos citados, os terpendides apresentam
grande potencial para uso no controle de moluscos vetores. Outra forma de avaliar o
potencial moluscicida de uma substancia é avaliar se ela inviabiliza o crescimento

massa ovigera ou leva a morte das mesmas (GARDIOLI et al., 2017).

2.4 Oleos essenciais

Os 0leos essenciais sdo constituintes volateis, com odor e pouco misciveis em
dgua, sdo substancias encontradas naturalmente em plantas, possuem Varias
substancias quimicas em sua composi¢do, geralmente derivadas de misturas de
terpendides ou fenilpropandides. Podem estar presentes em folhas, frutos, raizes,
sementes, rizomas e hastes. Estes compostos também apresentam grande
importdncia na industria alimenticia, como flavorizantes, aromatizantes e
conservantes naturais dos alimentos (PINHEIRO et al., 2018; REIS et al., 2020;).

A constituicdo dos Oleos pode variar entre 20 a 60 componentes em
concentracfes distintas. Por tanto, os efeitos bioldgicos produzidos podem ser
resultado de sinergismo das moléculas presentes no composto, ou das moléculas
presentes em maior concentragdo n. Por outro lado, em alguns casos o componente
majoritario do 6leo essencial pode se mostrar mais ativo sozinho do que quando
estava presente no 6leo essencial, o que se justifica por uma ocorréncia de
antagonismo entre os componentes do 6leo (PENSEL et al., 2014).

Ha véarios métodos que podem ser empregados na extracdo dos oleos
essenciais, sdo eles: hidro destilacdo, destilacdo a vapor, extracdo por fluido
supercritico, extracdo por solventes organicos e prensagem a frio. E importante
destacar, que o rendimento da extracdo, bem como a composicdo do 6leo essencial
pode ter interferéncia de diversos fatores, por exemplo, a escolha da planta,
composicdo da planta, horario que houve a colheita da plantula, temperatura do
ambiente, método de extracdo e também, a interacdo entre o Oleo essencial e o
solvente utilizado no ensaio. Assim, os métodos empregados para a extrair o 6leo
essencial e o tipo de 6rgdo vegetal a ser utilizado pode influenciar no rendimento da
extracdo do Oleo, entretanto o tempo empregado na extracdo ndo é um fator de
variacdo (ALMEIDA; ALMEIDA; GHERARDI, 2020).
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Os Oleos essenciais apresentam um papel importante no controle de pragas
agricolas e vetores de doencas, como por exemplo em moluscos (PINHEIRO et al.,
2018). Alguns Oleos essenciais ja foram testados e se mostraram eficazes como
agente moluscicida em moluscos adultos da espécie P. columella. Sdo eles: a
Eugenia uniflora (PINHEIRO et al., 2018) e Cymbopogon winterianis jowitt (COSTA et
al., 2015).

2.4.10riganum vulgare L.

Origanum vulgare L. (home popular: orégano) uma planta pertencente a familia
Lamiaceae da ordem Tubiflorae Lamiales, possui distribuicdo mundial. (LIMA;
CARDOSO, 2007). E uma planta originada do Mediterraneo Oriental. Se propaga no
ambiente por sementes, estaquia ou divisdo de touceiras. A planta mede em tordo de
50 a 80 cm de altura e € ramosa. Suas folhas sdo pecioladas, simples, opostas,
aveludadas na parte interior da folha, formato oval e denticuladas e suas flores
possuem coloracdo branca ou lilas. (GRANDI, 2014).

Essa Lamiaceae é constituida quimicamente por timol, carvacrol, terpineol e
hidrocarbonetos monoterpenos, &cidos organicos, taninos, flavonoides, resinas,
principios minerais e amargos (GRANDI, 2014). Entretanto, ao analisar a composi¢cao
dos Gleos essenciais, 0s componentes majoritarios descritos séo o timol e o carvacrol.
Possuem ainda acdo antimicrobiana, bactericida, inseticida, acaricida e tripanomicida
(LIMA; CARDOSO, 2007).

2.4.2 Thymus vulgaris

Thymus vulgaris (nome popular: tomilho) € uma erva de origem europeia,
cultivada no Brasil, nas regides Sul e Sudeste. Essa erva possui ampla utilizacéo da
culinaria e na medicina, seus componentes majoritarios sdo o timol e o carvacrol E
uma erva que possui altura entre 10 e 30 cm, é bem ramificada, com caule tortuoso,
lenhoso, seus ramos possuem coloragcao acinzentada, séo retos e compactos.

Suas folhas apresentam formato lanceolado de tamanho diminuto, sua

disposicéo € de forma oposta entre os pares de folha no galho e lineares, em sua face



15

abaxial é observado coloracdo branca, enquanto na adaxial as cores sao brancas ou
roéseas. Sua floracdo € em forma de falsos capitulos com abertura entre junho e julho,
em sua corola bilabiada pode se observar quatro estames. Sua multiplicacdo se da
por estolhos, preferencialmente em solo drenado e seco, leve e quente (GRANDI,
2014).

Os componentes majoritarios do 0Oleo essencial tomilho sdo os principais
responsaveis pela acdo bioldgica. O timol por exemplo, possui efeitos antifungicos,
age contra bactérias e possui efeitos anti-helminticos, em contra partida, o carvacrol,
possui acdo antibactericida (SAKURAI et al., 2016). Thymus. capitus, que possui
como componentes majoritarios timol e o carvacrol, apresentou atividade moluscicida
em moluscos da espécie B. alexandrina, mostrando ser um biocida promissor
(SALAMA; TAHER; EL-BAHY, 2012).

2.5 Componentes majoritarios

Os 6leos essenciais sdo uma mistura complexa de varios compostos quimicos
encontrados estruturas vegetais. Os alcoois, ésteres, aldeidos, éteres, cetonas, fendis
e terpenos algumas das principais substancias quimicas encontradas nos o6leos
essenciais. Além disso, cada grupo de composto € construido por varias substancias.
Entre os componentes dos Oleos esséncias existem algumas substancias que
apresentam em maiores concentracdes e estas sdo denominadas, componentes
majoritarios (Kacaniova et al., 2012).

O timol e o carvacrol sdo compostos fendlicos monoterpenos que apresentam
estruturas similares, sua diferenca estd na posicdo da hidroxila presente no anel
aromatico dos compostos. Essas substancias sao sintetizadas em plantas pelo g-
terpineno e o p-cimeno. (LLANA, 2014).

Os compostos quimicos, timol e carvacrol, sdo caracterizados por possuirem
acao anti-inflamatoria, antibacteriana, antioxidante e anticarcinogénica (IZIDORO et
al., 2021; DEBDIPANWITA et al.,2011; CHAVAN; TUPE, 2014; GUIMARAES e
t al.,, 2012; Xu et al., 2008). Além disso, o timol € considerado um moluscicida

promissor para varias espécies de moluscos (FERREIRA et al., 2011)
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coletados moluscos adultos de Pseudossucinea columella e manutencao

do moluscario

A coleta dos moluscos adultos realizou-se nos bebedouros e em é&reas
alagadas no ch&o em torno dos bebedouros no Instituto Federal do Espirito Santo no
setor de bovinocultura, no distrito de Rive em Alegre, Espirito Santo, a coleta obteve
autorizacdo do SISBIO n° 65664-2 de 26/11/2019.

Apés a sua obtencdo, os moluscos foram transportados em recipientes
plasticos até o Laboratorio de Parasitologia do Hospital Veterinario do Centro de
Ciéncias Agrarias e Engenharias da Universidade Federal do Espirito Santo (CCAE-
UFES), onde foram limpos em &gua corrente e acondicionados em aquarios de vidro
(12x24x14 cm) com agua declorada, acrescido de cascas de ovos e argila
(previamente autoclavada), mimetizando seu ambiente natural, permanecendo em

temperatura média de 24°C.

Os aquatrios de P. columela foram higienizados periodicamente, de acordo com
a sujidade apresentada e evitando acumulo de matéria organica no fundo dos
aguarios. Alimentacdo desses animais realizou-se com Lactuca sativa “ad libitum”,
sendo renovadas em dias alternados. Os moluscos realizaram ovoposi¢ao sob placas
de poliestireno quadradas de aproximadamente 5cm? colocadas no interior dos

aguarios.

Alguns aquarios foram reservados para as massas ovigeras e filhotes dos
moluscos, de modo que estes ndo entrassem em contato com moluscos adultos apos
a eclosdo pois, ap6s a eclosao, os espécimes iriam competir pelo ambiente e os
filhotes estariam em desvantagem. Desse modo, a cada 3 dias as placas dos aquarios
dos moluscos adultos eram retiradas e colocadas nos aquarios-bercarios, e o0s

moluscos permaneciam la até a maturidade sexual.

A espécie dos moluscos foi confirmada apds realizacdo dissecacdo e
identificagdo morfolégica, onde pode-se notar a dupla flexdo do ureter no interior do
manto dos espécimes, e utilizando como base a metodologia descrita nos estudos de
Paraense (1982).
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3.2 Obtencao dos 6leos essenciais e componentes majoritarios

Os Oleos essenciais de O. vulgare e T. vulgaris foram adquiridos
comercialmente da empresa Quinari®, a extracao dos Oleos foi realizada por arraste
a vapor. No caso dos componentes majoritarios, carvacrol e timol, também adquiridos
comercialmente, vieram da empresa Sigma-Aldrich® e Neon Comercial,
respectivamente, destaca-se que ambos apresentavam grau de pureza maior que
98%.

A andlise cromatografica e caracterizacdo quimica dos oleos foi descrita por
Vieira (2017). O componente majoritario para o 6leo de O. vulgare foi o carvacrol
(67,67%). Para o T. vulgaris, os majoritarios descritos foram o carvacrol (23,93%) e o
timol (20,23%) (VIEIRA, 2017).

Antes da utilizacdo dos 6leos essenciais e componentes majoritarios no teste
bioldgico, foi feita a diluicdo das solucbes em agua declorada e solvente (DMSO 1%),
de maneira que se obtivesse as substancias T. vulgaris, O. vulgare, carvacrol e timol,

nas concentracdes de 10, 20, 40, 60, 80 e 100 ppm.

3.3 Exposicédo do Pseudossucinea columella adultos aos 6leos de Thymus
vulgaris, Origanum vulgare e seus componentes majoritarios, Timol e

Carvacrol.

Foram utilizados 10 moluscos por cada concentracdo abordada (total de 270
moluscos), e com tamanhos de concha variando entre 0,7 a 1,5 cm. Os espécimes
foram acondicionados individualmente em pocos de placas de cultivo com 24 pogos
gue apresentavam em seu interior 2,0 mL das soluc¢des estudadas em cada pogo da

placa.

As solugdes estudadas continham agua potavel declorada acrescida do 6leo

essencial de T. vulgaris, O. vulgare ou ainda dos componentes majoritarios, Timol e
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Carvacrol, ambos diluidos em dimetilsulféxido (DMSO) a 1% (v/v), com concentracdes
finais de 10, 20, 40, 60, 80 e 100 ppm. Como controle negativo, foram usados o DMSO
a 1% (v/v) e agua potavel declorada. Ja como controle positivo, o Sulfato de Cobre
(CuS04) a 1% foi selecionado (COSTA, et al. 2015).

Os moluscos P. columella depois de imersos nas solucdes, foram observados
e avaliados nos tempos de 30 minutos, duas, seis, 12 e 24 horas, a mesma
metodologia foi utilizada por Costa, et al. (2015). Avaliou-se a mortalidade dos
moluscos neste periodo, utilizando os critérios descritos por McCullough et al. (1980):
retracdo da massa cefalopodal para o interior da concha, projecdo anormal de
cefalépode para fora da concha e também a liberacdo ou ndo da hemolinfa. Apés a
constatacao do ébito, os moluscos eram encaminhados para soluc¢des fixadoras..

ApoOs o periodo de avaliacdo de 24 horas, os moluscos que permaneceram
vivos foram acondicionados em recipientes plasticos por um periodo de 14 dias.
Durante esse periodo, foi realizada a troca das placas de poliestirenos duas vezes na
semana. Os moluscos que morreram ao longo do tempo de avaliacdo de 24 horas e
0S que permaneceram vivos ao final da avaliacdo, nos recipientes plasticos, foram

fixados.

3.4 Fixacdo dos moluscos

ApoOs a constatacdo da morte dos moluscos durante o experimento e apos
observacédo de 14 dias dos moluscos que permaneceram vivos apos o teste bioldgico,
houve a fixagdo destes nas solugdes de Dubosc (com posterior troca do fixador para
alcool 70% apds 12 horas do primeiro fixador) e formol a 10% como fixadores para a
realizacdo da histologia. Além dos outros fixadores citados anteriormente, 0s
moluscos foram fixados na solucdo a base de glutaraldeido (2,5%), PBS (0,2 M) e
paraformaldeido (2%) (KARNOVISKY, 1965). Posterior a fixacdo os frascos foram
levados a refrigeracéo até o momento da realizagdo do processamento das amostras
na Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), onde foram avaliadas as estruturas

externas e internas dos moluscos.

Foram utilizados 10 moluscos para cada concentracdo de Oleos essencial,

componente majoritario e grupos controle. Nas solu¢gdes de Dubosc e formol 10%
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foram fixados trés moluscos por cada concentracéo, no caso do fixador glutaraldeido,

foram fixados quatro moluscos por concentracdo das substancias estudadas

3.5 Exposicdo das massas ovigeras dos moluscos aos 6leos de Thymus

vulgaris, Origanum vulgare e componentes majoritarios, timol e carvacrol.

Os moluscos adultos realizavam a desova em placas de poliestireno
previamente inseridas nos aquérios (3 dias antes do inicio do experimento), de modo
gue as massas apresentassem de 0 a 3 dias. Os ovos presentes em cada massa

ovigera foram contabilizados. Utilizaram-se trés massas para cada grupo teste.

Posteriormente desovas foram retiradas cuidadosamente das placas de
poliestireno com auxilio de uma espatula e pinca. Foram expostas a dois (2) mL das
substancias testadas, presentes no interior de pocos da em placas de cultivo celular,
e permaneceram no recipiente até completar 24 horas. ApGs 24 horas, as solucdes
testes foram retiradas dos poc¢os das placas de cultivo, as massas ovigeras foram
lavadas em triplicata com agua declorada e todos os pocos receberam dois (2) mL
agua declorada. As placas de cultivo permaneceram em BOD em temperatura de
24°C durante todo experimento.

As analises, para avaliar o desenvolvimento embrionario, foram realizadas em
estereomicroscopio a cada trés dias até completar o periodo de 18 dias (tempo de

eclosdo das massas), avaliando o crescimento embriondrio e eclosédo das desovas.

3.6 Histologia

Durante o teste bioldgico os moluscos que morreram foram fixados conforme o
topico de fixacdo. A concha foi retirada com auxilio de estereomicroscopio, pinga e
pincel e as amostras foram encaminhadas para o Laboratério de Patologia Animal no
Hospital Veterinario da Universidade Federal do Espirito Santo, onde foram
processadas.

As amostras passaram primeiramente pelo processo de desidratacdo em

banhos de alcool nas concentracdes de 80, 90 e 95%, seguida por clarificacdo com o
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uso do xilol, processo onde ocorrera a remocao do alcool residual. Posteriormente
ocorreu o0 processo de impregnagdo com a parafina liquida a 60° C, dando inicio ao
processo de inclusdo do material. Apds a inclusdo do material, o mesmo é
encaminhado para o micrétomo, onde ocorrerd o corte dos blocos em espessura
ultrafina (4-6 micrometros) que foram distendidos em banho-maria e colocados em
lamina de vidro. As laminas foram encaminhadas para estufa aquecida a 60°C onde
permaneceram pelo periodo de 12 horas (VIDAL et al., 2019).

Posterior a etapa de fixagdo do material em laminas, ocorreu a etapa de
coloracdo em hematoxilina e eosina. As laminas foram analisadas morfologicamente

em microscopio 6ptico Olympus nos aumentos de 40x e 100x.

3.7 Microscopia Eletrénica de Varredura

Os moluscos que vieram a 6bito apds a exposicdo aos 6leos essenciais e
componentes majoritarios nas concentracdes de 100 ppm, bem como os controles
DMSO 1% e sulfato de cobre, no total de duas amostras para cada concentragao,
foram encaminhados para processamento da Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV). Estes espécimes, foram fixados como descrito no topico de fixacao.
Posteriormente foi feita a retirada da concha dos animais. Os animais que
permaneceram na solucédo fixadora e ambiente refrigerado até o processamento das
amostras.

ApOs o processo de fixacdo, os moluscos foram encaminhados para o
Laboratério de Parasitologia na Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade
Estatual do Rio de Janeiro (UERJ) onde sofreram o processamento para MEV. Uma
das duas amostras de cada solucao foram cortadas ao meio (lateralmente) com auxilio
de lupa e gilette para que se pudessem ser realizada as analises dos 6rgdos internos
e posteriormente as amostras passaram pelo processo de lavagem em cacodilato 0,1
M em triplicada no tempo de 10 minutos em cada lavagem. Posterior as lavagens, 0os
espécimes foram para a etapa de pds fixagdo com tetradxido de ésmio (OsO4 1%),
cacodilato 0,1 M, e com adi¢éo de ferrocianeto de potassio 1,25 %, em capela sem
luz, onde foram condicionados em papel aluminio e permaneceram por um periodo
de 40 minutos. ApGs o processo, as amostras foram lavadas em solugcéo de cacodilato

em triplicata por 5 minutos em cada lavagem. Em seguida, foram encaminhadas para
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0 processo de desidratacdo dos tecidos, onde sado feitos banhos em etanol nas
concentracdes de 50%, 70%, 90% e alcool absoluto (100%) em triplicata, pelo periodo
de 30 minutos.

Na segunda fase de processamento, as amostras foram para secagem em
camara de gas pressurizada até a obtencdo do ponto critico. Apdés a secagem, as
amostras foram acondicionadas em “stubs” metalicos, previamente identificados,
onde recebem uma cobertura de ouro aumentando a condutividade da superficie da
amostra e aumento da emissao de elétrons. Apds a montagem do material 0s mesmos
foram acondicionados em caixa plastica com silica, até o estudo topogréafico de
varredura.

As amostras foram encaminhadas para o laboratério de Microscopia Eletrénica
de Varredura da Universidade Federal do Espirito Santo em Jerébnimo Monteiro — ES.

Os “stubs” com as amostras foram levadas para o equipamento JEOL JSM-1T200.

3.8 Anaélise estatistica de dados

Para avaliar as diferencas estatisticas entre os grupos de moluscos expostos
aos Oleos essenciais e seus majoritarios, os dados de mortalidade foram submetidos
ao teste Exato de Fisher, com 95% de significancia (p<0,05), no programa BioEstat
5.0. A Concentracéo Letal (CL) dos 6leos essencias e majoritarios, assim como seus
limites minimos e maximos, slope, qui-quadrado e R foram calculadas no programa
computacional R 4.04.

A analise das massas ovigeras foi realizada de forma descritiva, com célculo
de média, desvio padrdo e namero minimo e maximo de ovos observados nas

massas, além do céalculo de percentual de inibicdo de ecloséo de ovos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Identificacdo e composicdo dos Oleos essenciais de Thymus vulgaris e

Origanum vulgare.

A partir da analise cromatografica dos 6leos foram identificados os componentes
majoritarios. Para o 6leo essencial de O. vulgare foi o carvacrol (67,67%) e no caso
do tomilho, os componentes com maiores concentracdes foram o carvacrol (23,93%)
e o timol (20,23%) (Viera, 2017). No trabalho de Pozzo et al. (2011), que também
utilizou os 6leos essenciais de O. vulgare e T. vulgares, foi possivel observar que o
orégano também apresentou o carvacrol como majoritario, sendo a presenca deste
de 92,6%. J& no caso do tomilho, o componente de maior concentragao foi y-terpineno
(64%). Romero et al. (2012) utilizaram O. vulgare em seu estudo e observou que o
carvacrol também era o majoritario, representando 50% da composicdo do 6leo
essencial.

Plantas da mesma espécie podem apresentar diferencas na composi¢ao quimica
no que se refere a concentracdo das substancias que compde o 6leo essencial, e isso
pode ocorrer devidos aos quimiotipos diferentes. Essas diferencas na composicdo se
dao pela interacdo da planta com insetos e no ambiente, época e horario de colheita,
idade da planta, localizacdo geogréfica e fatores bioldgicos. Pode ocorrer de uma
planta da mesma espécie apresentar concentracdes de componentes majoritarios
diferentes (ALMEIDA, ALMEIDA, GHERARDI, 2020; COSTA, et al. 2015).

4.2 Teste biolégico com moluscos adultos

Na tabela 1 observa-se os dados dos testes biol6gicos dos moluscos adultos que
foram expostos aos 0leos essenciais de O. vulgare, T. vulgaris e seus componentes
majoritarios timol e carvacrol. As avaliagdes foram feitas nos tempos de 30 minutos,
duas, seis, 12 e 24 horas. Posteriormente os animais que ficaram vivos foram

avaliados durante um periodo de 48 horas e fixados para posterior avaliagao.
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Tabela 1 Porcentagem de mortalidade de Pseudossucinea columella em relacéo ao
tempo apos exposicdo aos 6leos essenciais de Origanum vulgare, Thymus vulgaris
e componentes majoritarios timol e carvacrol.

TM (%) em fungado do tempo de exposigéo

Concentracéo
Tratamento 30
(Ppm) : 2h 6h  12h  24h  TMe
min
10 0 0 0 0 20 20
20 0 0 0 0 0 0
40 0 0 0 0 30 30
O. vulgare
60 0 10 60 60 100 100
80 0 60 920 90 100 100
100 0 40 90 90 100 100
10 0 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0 0
40 0 0 0 0 0 0
T. vulgaris
60 0 0 10 10 20 20
80 0 0 0 20 100 100
100 0 0 0 10 60 60
10 0 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0 0
40 0 40 40 40 70 70
Timol
60 0 30 80 90 100 100
80 0 100 - - - 100
100 0 100 - - - 100
10 0 0 0 0 0 0
20 0 0 0 10 10 10
40 0 0 0 0 0 0
Carvacrol
60 0 10 20 20 30 30
80 40 100 - - - 100
100 20 100 - - - 100
DMSO 1% 0 0 0 0 0 0
Agua - 0 0 0 0 0 0
CuS04 .5H20 1% 100 - - - - 100

TM = taxa de mortalidade em porcentagem; TMr - taxa de mortalidade final, apds 24h; == ndo
observado.
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Notou-se que o solvente DMSO a 1% néo alterou a viabilidade e nem levou a
morte dos moluscos que entraram em contato com a substancia, ocorrendo 0 mesmo
no controle agua, evidenciando que atividade moluscicida se d& pelos 6leos e
componentes majoritarios e ndo pelo solvente. Outros autores utilizaram DMSO como
solvente na concentracdo de 10%, e mesmo em concentracdo mais altas, o DMSO
nao provocou alteracdes e nem levou a morte dos moluscos (COSTA et al., 2015;
GARDIOLI, 2017).

De acordo com WHO (1983), uma substancia pura (caso do componente
majoritario do 6leo) é viavel para uso como moluscicida se apresentar efeito toxico em
caramujos adultos em concentragcdes menores ou iguais a 20 ppm; ou causar efeito
toxico quando em concentracdo menor ou igual a 100 ppm para estudo de extrato
bruto. Notou-se que o 6leo essencial de O. vulgare levou a mortalidade de 100 % dos
moluscos que foram expostos a concentracdo de 60 ppm. J4 o Oleo essencial de T.
vulgaris levou a morte de 100% dos moluscos na concentracdo de 80 ppm. Ambas a
concentracOes citadas anteriormente estdo dentro do padréo estabelecido pela WHO
(1983) para uma mistura complexa de substancias.

Os 6leos essenciais que possuem maior toxicidade para os moluscos vetores
de zoonoses apresentam em sua constituicdo monoterpenos de hidrocarbonetos, um
dos monoterpenos encontrado com maior frequéncia é o carvacrol (PEREIRA et al.,
2020). Durante o teste biolégico notou-se que o majoritario carvacrol levou a
mortalidade de 100% dos moluscos expostos nas concentragdes de 80 e 100 ppm em
apenas duas horas.

O timol é considerado um moluscicida promissor para varias espécies de
moluscos (FERREIRA et al., 2011). No presente estudo, as concentracdes de 60, 80
e 100 ppm do timol levaram a mortalidade de 100 % dos moluscos expostos. No
experimento de Ferreira et al. (2011) o timol foi utilizado juntamente com 0 DMSO em
diferentes concentracdes (2,5 g/L e 5g/L) no molusco Bradybaena similares e
constatou-seacaoovicida e morte de moluscos juvenis e adultos (FERREIRA et al.,
2011).

Srivastava e colaboradores (2013) testaram a toxicidade do timol para
moluscos Lymnaea acuminata na agua dos aquarios dos espécimes em cada més
durante um ano durante, na CLso, € puderam constatar que a toxicidade do timol varia
de acordo com a temperatura da agua, e que na maior temperatura no més de maio

se obteve a méaxima toxicidade do timol. Pode-se constatar acdo moluscicida e
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mosquitocida dos Oleos essenciais de T. capitus e M. vulgare que possuem o timol e
carvacrol como componentes majoritarios, respectivamente (SRIVASTAVA et al.,
2019; SALAMA et al., 2012).

Srivaslava e Sinsh (2019) notaram que substancias terpendides, como o timol
e o0 carvacrol, possuem potencial ovicida e moluscicida. Costa et al., (2015) relatam
que atividade moluscicida das substancias terpendides se da pelo desiquilibrio
osmatico o que leva a projecdo anormal da massa cefalopodal para dentro ou fora da
concha, além de liberacdo de hemolinfa levando a morte dos moluscos.

Pode-se notar que 0s animais que morreram durante o experimento
apresentaram retracdo anormal da massa cefalopodal para dentro e também projecéo
anormal para fora da concha e perda de reflexo de dor na compressdao da massa
cefalopodiana. Entretanto, ndo se observou a liberacdo de hemolinfa, como foi
relatado por Costa et al. (2015). A ndo observacdo da hemolinfa no teste biologico
ocorreu pois 0s moluscos da espécie P. columella apresentam hemolinfa
transparente, tornando-a imperceptivel caso haja liberacdo, diferenciando-se da
hemolinfa da espécie B. glabrata que possui coloracdo avermelhada.

Notou-se na ClLso, representando na tabela 2, que o tomilho, orégano e
carvacrol, no periodo de 24 horas, apresentaram a CLso de 72,8 ppm, 32,3 ppm e 48,9
ppm respectivamente. A CLso do timol ndo pode ser calculada pois 0 mesmo
apresentava resultados muito discrepantes, e seria necessario a insercdo de uma
outra concentragao entre 40 e 20 ppm, para que a CLso fosse realizada com éxito, o
gue pode ser observado na tabela 2. Gardioli et al. (2017) realizaram um estudo com
D. nitida e D. elliptica para avaliar atividade moluscicida sobre a espécie P. columella,
e utilizaram a Dose Letal de 50% (DLso) na concentracdo de 50 ppm como uma das
andlises estatisticas, e puderam perceber que DL 50 % levou a morte de 66% dos

moluscos no periodo de 24 horas.

Tabela 2. Determinagéo da CLso e dados estatisticos do tratamento de P. columella
com os Oleos essenciais de T. vulgaris e O. vulgare, e 0 majoritario carvacrol.

Substancias Leitura CLso  Slope Desvio R? X2 P valor
padréao do do X2
Slope

Tomilho 24 h 71,843 6,989 3,249 0,816 10,839 0,972
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Orégano 24 h 32,370 3,709 1,754 0,899 20,907 1,000
Carvacrol 24 h 48,966 4,669 2,234 0,940 9,748 0,979

Andlise de probit — programa computacional R versao 4.04

De acordo com o teste estatistico exato de fisher realizado, os 6leos essenciais
de tomilho na concentracdo de 80 ppm, orégano e 0 componente majoritario timol nas
concentracdes de 60, 80 e 100 ppm e carvacrol nas concentracdes de 80 e 100 ppm
apresentaram diferenca estatisticas significativas frente as mortalidades observadas
no controle negativo, com P=0,0000. O timol 40 ppm também se mostrou significativo,
entretanto, com P= 0,0031, e todo citados anteriormente ndo apresentam diferencas

significativas frente ao controle positivo.

4.3 Teste biologico com as massas ovigeras dos moluscos

As massas ovigeras que receberam os tratamentos de timol nas concentracfes
60, 80 e 100 ppm e as demais solucdes de orégano, tomilho e carvacrol levaram a
inibicdo da eclodibilidade das desovas dos moluscos (0% de massas eclodidas),
demonstrando que a solucdes sdo eficientes para inviabilizar o desenvolvimento
embrionario das massas ovigeras, apresentando carater ovicida para P. columella
(tabela 3). Notou-se que as desovas tratadas com timol nas concentra¢cdes de 10, 20
e 40 ppm se desenvolveram e eclodiram, se diferenciando dos demais tratamentos e
demostrando que estas solucbes ndo possuem acao contra as desovas de P.

columella.



Tabela 3. Porcentagem de eclodibilidade de massas ovigeras de Pseudossucinea
columella ap6s a exposi¢do aos 6leos essenciais de Origanum vulgare, Thymus

vulgaris, timol e carvacrol em avaliagdes periddicas durante 18 dias.
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N° M. O. eclodidas

T [1ppm M1 M2 M3 +- D.P. T.E. % TEM
10 14 15 17 15,333 1,527 0 0
20 23 16 25 21,333 4,725 0 0
40 27 17 27 23,666 5,773 0 0
Orégano
60 15 15 14 14,666 0,577 0 0
80 17 15 16 16 1 0 0
100 12 26 13 17 7,810 0 0
10 22 14 29 21,666 7,505 0 0
20 16 16 16 16 0 0 0
40 25 14 22 20,333 5,686 0 0
Tomilho
60 19 18 15 17,333 2,081 0 0
80 13 12 21 15,333 4,932 0 0
100 30 28 14 24 8,717 0 0
10 24 26 27 25,666 1,527 67 87
20 28 16 25 23 6,244 49 28,98
40 22 14 16 17,333 4,163 51 98
Timol
60 22 17 31 23,333 7,094 0 0
80 14 19 17 16,666 2,516 0 0
100 22 22 26 23,333 2,309 0 0
10 14 14 9 12,333 2,886 0 0
20 14 17 17 16 1,732 0 0
40 13 16 15 14,666 1,527 0 0
Carvacrol
60 10 12 13 11,666 1,527 0 0
80 16 16 13 15 1,732 0 0
100 11 10 18 13 4,358 0 0
DMSO 1% 22 26 21 23 2,645 69 100
Agua - 21 24 24 23 1,732 69 100
CuS04 .5H20 1% 0 0 0 0 0 0 0

T: tratamentos; [ ] ppm: concentragdo em partes por milhdo; M1: massa 1; M2: massa 2; M3: Massa 3; +-: média;
D.P.: desvio padrdo; T. E: total de massas eclodidas; TEM%: porcentagem de massas eclodidas.
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O controle DMSO 1% comecou a ter eclodibilidade no dia 12 e obteve
eclodibilidade total no dia 18, apds a exposic¢ao, o que também ocorreu com o controle
adgua (Figura 4). Tair-Abbaci e colaboradores (2017) sugerem que liberacdo dos
moluscos das desovas ocorrem entre 14 e 15 dias, dependendo das condi¢cbes
ambientais favoraveis. No controle positivo (sulfato de cobre 1%), as massas ovigeras
nao apresentaram nenhum tipo de crescimento desde o dia O até o dia 18 apés a

exposicao (figura 4).

Figura 4 - Avaliacdo das massas ovigeras de Pseudossucinea columella tratadas
com os controles DMSO 1% e CUSO2 (sulfato de cobre) 1%.

A, B, C, D, E, F e G: Massa ovigeras avaliadas apds contato com controle de DMSO a 1% avaliadas
nos dias 0, 3, 6, 9, 12, 15, e 18 respectivamente; H e |: Massas ovigeras apds contato com
controle de cobre a 1% nos dias 0 e 18 respectivamente. Avaliacao por estereomicroscopia

no aumento de 2x.
Fonte: o autor, 2020.

Embora alguns extratos e 6leos possam atuar como substancia moluscicida em

animais jovens e adultos, nem sempre sdo eficazes contra as massas ovigeras
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(CATANHEDE et al., 2010). E bem provavel que a baixa atividade ovicida das
substancias naturais ocorra pelo alto peso molecular dessas substancias, impedindo
gue penetre na membrana gelatinosa que recobre a desova (LEMMA; YAU, 1974).

Foi observado que o orégano, tomilho, timol e carvacrol na concentragdo de 100
ppm nao permitem o desenvolvimento da massa ovigera, (Figura 5), ja que nao houve
crescimento embrionario do periodo de exposicao e nos 18 dias subsequentes. Nao
foram encontrados na literatura pesquisada, estudos com uso de 6leos essenciais em
massas ovigeras de P. columella. Mendes et al. (1990) realizaram experimento com
uma metodologia parecida com a descrita no presente estudo, entretanto com
hidrolato e o 6leo de Eucaluptus daenei, as avaliacbes foram feitas somente no
periodo de 3 dias apds a exposicao inicial, com desovas de B. glabrata, e se obteve o
resultado de que as desovas expostas as concentracdes acima de 20 ppm nao
conseguiram completar o crescimento.

Pinheiro et al. (2017) avaliaram a taxa de ovoposi¢do de moluscos P. columella e
B. glabrata exposto ao 6leo essencial de Eugenia uniflora, na concentracéo de 20
ppm. Notou-se que ambas as espécies tratadas com E. uniflora obtiveram reducéo na
ovoposicdo. No presente estudo ndo se avaliou a taxa de ovoposicdo dos moluscos
adultos apos exposicao dos tratamentos. Entretanto, avaliou-se a taxa de eclosao das
desovas expostas as substancias testadas, onde notou-se que O. vulgare, T. vulgaris,
carvacrol nas concentragbes de 10, 20, 40, 60, 80 e 100 ppm e timol nas
concentracdes de 60, 80 e 100 ppm inibiram a ecloséo de 100% das desovas



Figura 5 - Avaliacdo das massas ovigeras de Pseudossucinea columella apds
exposicao aos 6leos essenciais e componentes majoritarios.
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Fonte: O autor, 2020.
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4.4 Analises histologicas Pseudossucinea columella expostos aos 6leos

essenciais e componentes majoritarios

No presente trabalho foi possivel observar o manto, a glandula digestiva, glandula
reprodutiva e glandula de albumen, estrutura estas que sdo oOrgaos de grande
importancia para os moluscos. Vidal (2020) também observou em P. columella a
presenca das estruturas de glandula digestiva, que apresenta conformacédo de varios
I6bulos formados por acinos, a ovotestis (presenca de ovogobnias e espermatbgonias)
e manto, que apresenta em sua constituicdo fibras de colageno emaranhadas em
tecido conjuntivo frouxo. E a glandula albuminosa, estrutura constituida por acidos
glandulares bem delimitados e circunscritos.

Pode-se perceber durante a andlise histoldégica dos moluscos adultos que foram
expostos, que os Oleos de orégano e carvacrol nas concentracdes de 80 e 100 ppm e
tomilho na concentracdo 60 ppm apresentavam areas com vacuolizacdo em glandula
digestiva, as moléculas de gordura presentes nestas estruturas podem ter sido
dissolvidas durante o processamento histolégico (figura 6a). Kela e Bowen (1995)
relatam vacuolizacGes e necrose na glandula digestiva de moluscos da espécie L.
stagnalis expostos ao extrato de Detarium microcarpum. Yousef e El-kassas (2013)
também encontraram areas com vacuoliza¢cdes no tecido da glandula digestiva na
espécie B. alexandrina na utilizacdo dos extratos vegetais de Euphorbia splendens,
Ziziphus spnina-christi e Ambrosia Maritima para o controle dos espécimes.

Kela e Bowen (1995) expuseram que o extrato vegetal de Detarium microcarpum
pode levar a necrose da glandula digestiva do caramujo. Mello-Silva et al. (2006)
Notaram a reducéo das reservas de glicogénio nas glandulas digestivas e elevacgéo
das proteinas na hemolinfa dos moluscos que sdo expostos a sustancias quimicas.

Foi observado no tratamento de P. columella com timol 80 ppm areas de autdlise
na glandula digestiva (figura 6B). Além disso, outra alteracdo encontrada foi
fragmentacao do tecido da glandula digestiva, evidenciado nos moluscos tratados com
timol nas concentracdes de 40 e 60 ppm e tomilho nas concentracdes de 80 e 100
ppm (figura 6¢). Araujo et al. (2002) relataram que moluscos da espécie P. columella
tratado com latex de Euphorbia splendens nas concentracdes de 0,47ul/L e 0,76ul/L
apresentaram degeneracao, necrose e deposito intersticial na glandula digestiva. Os

autores também demonstraram que nas concentracbes acima de 0,94ul/L, as



32

alteracdes de degeneracéo do epitélio e depdsito intralamelar foram observadas na
regido sacular do rim dos espécimes estudados.

Em relacdo a glandula reprodutiva dos moluscos B. alexandrina que foram
expostos ao extrato de Anagallis arvensis, foram observadas células de vacuoliza¢ao
e preenchimento do limen dos tibulos com substancias hialinas, além de areas focais
necroticas. Notou-se também que os espécimes tratados com o extrato de Viburnum
tinus apresentaram degeneracao vacuolar e necrose tecidual (EL-KHAYAT et al.,
2018).

Yousef e El-kassas (2013) observaram degeneracdo e mudancas na
conformacao dos acinos, indicado necrose tecidual nas glandulas reprodutivas de B.
alexandrina e Bulinus truncatus tratados com extratos de Euphorbia splendens,
Ziziphus spina variedade Christi e Ambrosia maritima. No presente estudo notou-se
vacuolizac&o nos tecidos da ovotestis dos moluscos tratados com carvacrol 100 ppm
e no orégano na concentracdo de 80 ppm e 100 ppm (figura 6A). Evidenciou-se
também a fragmentacao dos tecidos das glandulas reprodutivas (ovotestis) (figura 6
D) nos moluscos tratados com tomilho nas concentragdes de 80 e 100 ppm, carvacrol
80 ppm e timol na concentracao de 40 ppm.

N&o se observou alteracdo nos espécimes tratados com orégano 60 ppm e
timol nas concentracdes de 60, 80 e 100 ppm, embora os tratamentos tenham levado
a mortalidade dos moluscos em 100 %. As alteracdes podem néo ter ocorrido pois, 0s
moluscos apresentaram mortalidade poucas horas apds o contato com as solucdes
testadas e por isso, ndo houve tempo habil para que houvesse alteracdes teciduais
na histologia.

Notou-se que o manto (figura 6 E) estava presente em todos cortes histolégicos,
entretanto com vacuoliza¢@es tanto no controle com sulfato de cobre, como, também
nos moluscos expostos aos 6leos de O. vulgare, T. vulgaris nas concentracdes de 60,
80 e 100 ppm, timol nas concentragdes de 40, 80 e 100 ppm e nas concentracdes de
80 e 100 ppm em carcavrol. A glandula albuminosa (figura 6 F) se mostrou sem
alteracdes histologicas de importancia em todas as concentra¢cdes das substancias

avaliadas.
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Figura 6 Histologia dos moluscos tratados com os 0leos essenciais de Origanum
vulgare, Thymus vulgaris e seus componentes majoritarios.

A: ovotestis e glandula digestiva (O. vulgare 100 ppm); B: glandula digestiva com autélise (timol 80
ppm); C: fragmentacéo de glandula digestiva (T. vulgaris 100 ppm); D: fragmentacao de ovotestis (T.
vulgaris 100 ppm); E: manto com vacuolizacdo (timol 80 ppm); F: ovotestis sem alterac6es (DMSO
1%). * Os circulos e setas nas imagens estdo evidenciando as &reas com as alteragfes citadas.
Fonte: O autor, 2021.
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4.5 Analises da Microscopia Eletrénica de Varredura em Pseudossucinea

columella

Foi possivel visualizar na MEV as estruturas gerais dos moluscos, como: massa
cefalopodal, que permite movimentacdo dos espécimes; glandula digestiva, manto,
boca e também os tentaculos.

Alguns estudos relataram que a degeneracao e a necrose da glandula digestiva
sdo alteracdes histoldgicas encontradas quando se utiliza produtos naturais de origem
vegetal com propriedades moluscicidas (CATANHEDE et al., 2010; EL-KHAYAT et al.,
2018; YOUSEF E EL-KASSA 2013). No entanto, esses estudos citados anteriormente,
foram feitos somente com andlises histologicas, e ndo houve nenhum outro estudo
gue demonstrasse as alteragcdes na microscopia eletronica de varredura decorrentes
do uso de dleos esséncias e componentes majoritarios em moluscos da espécie P.
columella.

Na Microscopia Eletrénica de Varredura foi possivel observar que o manto ndo
recobre a glandula digestiva totalmente e apresentava areas de degeneracéo tecidual
nos moluscos que receberam o tratamento com T. vulgaris, O. vulgare, carvacrol e
timol a 100 ppm, (figura 7 C, D, E, F). Além disso, a glandula digestiva também
apresentava com degeneracéo e superficie irregular nos mesmos tratamentos citados
anteriormente.

No controle de sulfato de cobre 1% (figura A) é possivel notar areas de
degeneracdo tecidual da glandula digestiva e quase ndo se observa o manto
recobrindo a glandula digestiva. No controle DSMO 1% (Figura B) nota-se que 0 manto
recobre quase toda a glandula digestiva, entretanto, uma parte glandula digestiva esta
sem 0 manto recobrindo e nota-se a superficie lisa e sem degeneragcdo em relacdo
aos tratamentos e o controle de sulfato de cobre.

Alguns estudos relataram que a degeneracéo e a necrose da glandula digestiva
sao alteracoes histoldgicas encontradas quando se utiliza produtos naturais de origem
vegetal com propriedades moluscicidas (CATANHEDE et al., 2010; EL-KHAYAT et al.,
2018; YOUSEF E EL-KASSA, 2013).
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Figura 7 Microscopia Eletrbnica de Varredura em Pseudossucinea columella
evidenciando alteracdes decorrentes do uso dos 6leos essenciais de Origanum
vulgare (D) e Thymus vulgaris (F) e componentes majoritarios, timol (E) e carvacrol
(C) nas concentracdes de 100 ppm. Controles de cobre 1% (A) e DMSO 1% (B).

Aro vermelho: Glandula digestiva; Aro azul: manto.
Fonte: O autor, 2021.
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5. CONCLUSAO

Baseado dos dados obtidos neste estudo, conclui-se que os 6leos essenciais de
O. vulgare nas concentracdes de 60, 80 e 100 ppm e T. vulgaris na concentracao de
80 ppm apresentaram acdo moluscicida em P. columella, de acordo com as normas
estabelecidas por WHO (1983), levando a morte de 100% dos moluscos.

Os tratamentos de T. vulgaris, O. vulgare e carvacrol nas concentracoes de 10,
20, 40, 60, 80 e 100 ppm e timol nas concentragdes de 60, 80 e 100 ppm inviabilizaram
0 crescimento e eclosdo das massas ovigeras em 100%, demostrando que possuem
potencial ovicida as massas de P. columella.
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