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RESUMO 

 

A esquistossomose, doença infecciosa parasitária, é causada por vermes do gênero 

Schistosoma, sendo o S. mansoni a espécie comumente encontrada na África, Caribe e 

América do Sul. Possuem como hospedeiros intermediários planorbídeos do gênero 

Biomphalaria, que liberam cercárias que podem infectar os mamíferos, causando a 

esquistossomose.  A Organização Mundial de Saúde (OMS) estima que 261 milhões de 

pessoas estejam infectadas. Um dos métodos para o combate desta patologia é o controle 

populacional de caramujos utilizando moluscicidas. A niclosamida, moluscicida sintético, é 

recomendada pela OMS, porém sua utilização tem originado problemas devido à baixa 

seletividade, elevada toxicidade, alto custo e resistência dos caramujos. Por esta razão, 

estudos que visam o estabelecimento de moluscicidas de origem natural tem sido incentivada. 

Líquens, organismos simbióticos, produzem diversos metabólitos secundários fenólicos, 

dentre estes está o ácido divaricático (DIV), para-depsídeo com potencial biológico ainda 

pouco estudado. No presente estudo, o DIV, isolado de Ramalina aspera, foi testado sobre 

Biomphalaria glabrata, vetor da esquistossomose, em sua fase embrionária e adulta, assim 

como sobre cercárias de S. mansoni. Concomitantemente, foi avaliada sua toxicidade 

ambiental, utilizando o microcrustáceo Artemia salina. Para a obtenção do DIV, foi realizada 

a extração etérea de líquens da espécie R. aspera. Do extrato etéreo obtido, foi feita a 

purificação do DIV, sendo a pureza deste confirmada através de cromatografia de camada 

delgada, cromatografia líquida de alta eficiência, infravermelho e ressonância magnética 

nuclear de prótons. Para a verificação da atividade moluscicida do DIV foram utilizados 

caramujos adultos pigmentados da espécie B. glabrata e embriões em fase de blástula. Os 

animais adultos foram expostos às concentrações de 2.5, 3.5, 4.5 e 5.5 µg/mL por 24 horas e 

os embriões às concentrações de 7,5; 8; 8,5; 9,5; 10; 10,5; 11; 11,5; 12; 15 e 20 µg/mL nos 

tempos de 6, 12, 18 e 24 horas. A análise da atividade cercaricida foi realizada por meio da 

exposição de cercárias (cepa Belo Horizonte) ao DIV nas concentrações de 0.5, 1, 5, 10 e 100 

µg/mL, sendo estas avaliadas nos tempos de 15, 30, 60 e 120 minutos. A toxicidade ambiental 

sobre A. salina foi verificada por exposição dos náuplios às concentrações de 25, 50, 100, 200 

e 400 µg/mL por 24 horas. Ao final das análises, pôde-se observar que o DIV purificado 

mostrou-se eficiente na eliminação dos caramujos adultos e embriões de B. glabrata, 

apresentando 100% de letalidade em 5.5 µg/mL e 15 µg/mL em 24 horas, respectivamente. Já 

para a atividade cercaricida, a concentração necessária para 100% de eficácia foi 10 µg/mL. 

De acordo com os resultados de toxicidade ambiental, a utilização do DIV é segura até a 

concentração de 200 µg/mL, não mostrando valores de mortalidade significativos 

estatisticamente. Os resultados deste estudo se mostraram eficientes para o controle da 

esquistossomose, já que o DIV apresentou-se como uma ferramenta de elevado potencial 

biológico no combate ao vetor da parasitose, dentro das faixas preconizadas pela OMS, tanto 

em sua fase embrionária quanto em fase adulta. Também mostrando eficácia sobre a forma 

cercariana do parasito, sendo atóxica ambientalmente. 

 

Palavras-chave: Biomphalaria, Schistosoma mansoni, líquens. 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Schistosomiasis, parasitic infectious disease, is caused by worms of the genus Schistosoma, 

and the S. mansoni species is commonly found in Africa, Caribbean and South America. They 

have as intermediate host snails of the genus Biomphalaria, which release cercariae that can 

infect mammals causing schistosomiasis. The World Health Organization (WHO) estimates 

that 261 million people are infected. One method for combating this disease is the control of 

snails population using molluscicides. Niclosamide, synthetic molluscicide, is recommended 

by the WHO, but its use has caused problems because of the low selectivity, high toxicity, 

high cost and resistance of snails. For this reason, studies regarding the establishment of 

natural molluscicides has been encouraged. Lichens, symbiotic organisms produce various 

phenolic secondary metabolites, among them is the divaricatic acid (DIV), para-depside with 

biological potential yet little studied. In this study, the DIV, isolated from Ramalina aspera, 

has been tested on Biomphalaria glabrata, schistosomiasis vector in its embryonic and adult 

stage and on cercariae of S. mansoni. Concomitantly, its environmental toxicity was evaluated 

using the microcrustacean Artemia salina. From the ether extract of R. aspera performed, the 

DIV purification was done, and its purity confirmed by thin layer chromatography, high-

performance liquid chromatography, infrared and nuclear magnetic resonance of protons. The 

molluscicidal activity of DIV was verified throught of pigmented adult snails of the species B. 

glabrata and embryos in the blastula stage. Adult snails were exposed to concentrations of 

2.5, 3.5, 4.5 and 5.5 µg/mL for 24 hours and the embryos at concentrations of 7.5, 8, 8.5, 9.5, 

10, 10.5, 11, 11.5, 12, 15 and 20 µg/mL at times of 6, 12, 18 and 24 hours. The analysis of 

cercaricide activity was performed by exposing the cercariae (Belo Horizonte strain) to the 

DIV at concentrations of 0.5, 1, 5, 10 and 100 µg/mL, which are evaluated at times of 15, 30, 

60 and 120 minutes . The environmental toxicity in A. salina was verified by exposing the 

nauplii at concentrations of 25, 50, 100, 200 and 400 µg/mL for 24 hours. At the end of the 

analyzes, it was observed that the DIV purified was efficient in the elimination of adult snails 

and embryos of B. glabrata, with 100% mortality at 5.5 µg/mL and 15 µg/mL in 24 hours, 

respectively. As for the cercaricide activity, the concentration required for 100% efficacy was 

10 µg/mL. According to the results of environmental toxicity, the use of the DIV is safe even 

the concentration of 200 µg/mL, showing no statistically significant mortality values. The 

results of this study proved effective in the control of schistosomiasis as the DIV proved to be 

a high potential biological tool in combating vector parasitosis, within the ranges 

recommended by the WHO, both in its embryonic stage and in adulthood. Also showing 

effectiveness on cercariae form of the parasite, non-toxic environmentally.  

 

Keywords: Biomphalaria, Schistosoma mansoni, lichens. 
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1  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

1.1 A Esquistossomose, uma doença tropical negligenciada.  

 A esquistossomose, também popularmente conhecida como bilharzíase, é uma doença 

parasitária causada por vermes trematódeos do gênero Schistosoma (COLLEY et al., 2014; 

NEVES, 2005). Três espécies de Schistosoma são majoritariamente responsáveis pelas 

infecções, estando distribuídas globalmente da seguinte forma: S. haematobium (África 

Subsaariana), S. japonicum (República da China, Indonésia e Filipinas) e S. mansoni 

(principalmente na África Subsaariana, Brasil e Ilhas do Caribe) (GRIMES et al., 2015).   

 A esquistossomose se enquadra na lista das Doenças Tropicais Negligenciadas (NTD – 

Neglected Tropical Disease) estabelecida pela Organização Mundial de Saúde (OMS), sendo 

estas um grupo diversificado de doenças que prevalecem em condições tropicais e 

subtropicais em 149 países, afetando mais de 1 bilhão de pessoas (WHO, 2009). Várias das 

principais NTDs do mundo ocorrem no Brasil. O número de pessoas afetadas por estas 

enfermidades são mais elevadas em regiões de maior pobreza, existindo uma relação direta 

entre a prevalência destas doenças e o índice de desenvolvimento humano (IDH) (LINDOSO; 

LINDOSO, 2009). 

 Pesquisas voltadas para o estudo e controle das Doenças Negligenciadas são 

incentivadas por centros de estudos públicos e privados, porém a produção científica 

dificilmente é revertida em avanços terapêuticos como novos fármacos, métodos de 

diagnóstico e vacinas.  A principal razão apontada para o déficit terapêutico neste campo é o 

baixo interesse da indústria farmacêutica, já que sendo doenças endêmicas em populações de 

baixa renda, em sua maioria, em países em desenvolvimento, o potencial de retorno lucrativo 

para essas indústrias seria mínimo (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010; VIRMOND, 2010).  

 As doenças tropicais negligenciadas, em destaque a esquistossomose, incapacitam e 

desfiguram os indivíduos acometidos. Registradas há anos, carregam um estigma social 

significativo, resultando muitas vezes em isolamento, levando-os a evitar a busca por 

tratamento médico. Possuem relevante impacto social, já que afetam indivíduos em faixa 

etária produtiva e prejudicam o crescimento infantil, interferindo na construção cognitiva e, 
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consequentemente, a capacidade de crescimento e desenvolvimento social das futuras 

gerações (KEALEY, 2010). 

 

1.2 Epidemiologia da Esquistossomose 

 A esquistossomose é uma doença presente em populações humanas há milhares de 

anos. Em análises de múmias egípcias, foram encontradas lesões típicas e antígenos do 

parasito. Sendo o homem o principal hospedeiro do trematódeo S. mansoni, supõe-se que esta 

relação parasito/hospedeiro date de tempos ainda remotos (NEVES, 2005). Mundialmente, 

cerca de 261 milhões de indivíduos encontram-se infectados com trematódeos do gênero 

Schistosoma, estando, aproximadamente, 120 milhões apresentando os sintomas da doença e 

20 milhões em situação grave (WHO, 2015; LEONARDO et  al., 2012; TLAMÇANI; ER-

RAMI, 2014).  

 

Figura 1 – Distribuição mundial da esquistossomose. 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: FERRARI; MOREIRA, 2011. 

 De todos os 76 países em que a esquistossomose é endêmica, 46 estão na África, 

respondendo por 97% de todas as infecções e por 87% da população sob o risco de contraí-la 

(STEINMANN et al., 2006; TLAMÇANI; ER-RAMI, 2014). Um estudo epidemiológico 
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realizado na Etiópia revelou que 73.9% de prevalência da doença no país, com muitos dos 

casos apresentando hepatomegalia, esplenomegalia e fibrose periportal. Um total de 29 

milhões de pessoas estão infectadas na Nigéria, 19 milhões na Tanzânia, 15 milhões na 

República Democrática do Congo e em Gana, enquanto Moçambique apresenta 13 milhões de 

indivíduos infectados com o Schistosoma (ADENOWO et al., 2015). 

 

 A esquistossomose foi erradicada, com sucesso, no Japão e Tunísia. O Marrocos e 

alguns países caribenhos tem feito progressos significativos no controle da doença, enquanto o 

Brasil, China e Egito caminham na busca de alternativas para o controle da doença 

(ADENOWO et al., 2015). Desde 1950, a China desenvolve um eficiente programa de 

controle da esquistossomose, onde o foco se volta para a eliminação de caramujos infectados. 

Dos 454 municípios endêmicos, 274 erradicaram completamente a ocorrência de transmissão 

(XU et al., 2015).  

 A descoberta da presença de focos de transmissão de esquistossomose na Europa é 

recente. Um surto de esquistossomose urogenital foi descrito, atingindo a França, Alemanha e 

Itália, acreditando-se que a infecção tenha se iniciado em Córsega, em um rio ao norte de 

Porto-Vecchio, um destino turístico popular. Provavelmente, a chegada da esquistossomose 

nestes países está relacionada com migração de pessoas infectadas de regiões endêmicas da 

África, para a Europa, já que o parasita, o S. haematobium, tem distribuição exclusiva em 

países da África (BOISSIER et al., 2015).   

 No Brasil, encontram-se 96% dos casos de esquistossomose de toda América Latina e 

Caribe (MARTINS-MELO et al., 2015). Outros focos de transmissão no continente americano 

são encontrados na Colômbia, Venezuela, Porto Rico, República Dominicana, Santa Lúcia, 

Guadalupe, Martinica, St. Kitts, Suriname, Montserrat, Haiti e San Martin (GOVERNO DE 

SÃO PAULO, 2007; CARDIM, 2010; NOYA et al., 2015). 

 A chegada da esquistossomose no Brasil se deu pela imigração de escravos africanos 

infectados, e a presença de hospedeiros intermediários do ciclo do S. mansoni permitiram a 

instalação da doença no país. Os focos primários da doença se deram na região canavieira 

nordestina. A partir daí, com os movimentos migratórios (ciclo do ouro, ciclo da borracha, 



19 
 
 

 

 

ciclo do café e industrialização), a esquistossomose se expandiu para outras regiões do país 

(NEVES, 2005). A esquistossomose, há anos atrás, tinha predominância rural, porém 

movimentos populacionais de zonas endêmicas e a expansão natural dos habitats dos vetores 

resultou no aparecimento de focos endêmicos em regiões urbanas (BLANTON et al., 2015; 

BARBOSA et al., 2011). 

 A esquistossomose tem uma extensa área com focos de transmissão, abrangendo 19 

Unidades Federadas brasileiras e se concentrando nas regiões sudeste e nordeste (Figura 2). 

As áreas de transmissão estão diretamente ligadas à presença de caramujos do gênero 

Biomphalaria, sendo as mais afetadas caracterizadas por condições sanitárias precárias, 

pobreza e baixa escolaridade da população (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). The Global 

Burden of Disease Study 2010 indicou que a esquistossomose é a 100ª causa de mortalidade 

no Brasil, representando 3,6% das estimativas globais (NASCIMENTO; OLIVEIRA, 2013).  

  

Figura 2 – Distribuição da esquistossomose no Brasil. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014.  
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 Hoje, no Brasil, a esquistossomose apresenta sua distribuição em terras contínuas e 

contíguas, em quase toda a costa litorânea desde o Rio Grande do Norte até o Sul do país, se 

interiorizando alcançando Minas Gerais, no Sudeste, acompanhando várias bacias 

hidrográficas importantes nessas regiões. Sendo assim, encontram-se focos da doença nos 

Estados do Ceará, Pernambuco, Paraíba, Alagoas, Sergipe, Bahia, Piauí, Maranhão, Pará, 

Rondônia, Goiás, Distrito Federal, Espírito Santo, São Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, 

Paraná, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014).   

 O Nordeste do país concentra os maiores números em prevalência da doença, 

observando-se, em vários Estados, um aumento de casos de esquistossomose. O estado de 

Pernambuco se destaca por possuir uma das mais altas prevalências humanas, ocupando o 3º 

lugar da Região Nordeste, com concentração na Zona da Mata Sul e Norte, onde a taxa de 

prevalência supera os 25%. É endêmica em 93 dos 185 municípios pernambucanos e 

pesquisas recentes apontam para uma expansão da endemia no Estado de Pernambuco 

(FAVRE et al., 2001; COURA; AMARAL, 2004; SILVA; DOMINGUES, 2011). A expansão 

da doença para o litoral e para a região metropolitana da capital pernambucana é mantida pelo 

movimento populacional de trabalhadores rurais infectados para as periferias dos grandes 

centros urbanos e polos turísticos litorâneos (BARBOSA et al., 2008). 

 

1.3 Biologia e ciclo biológico de Schistosoma mansoni. 

 A descoberta do parasito causador da esquistossomose foi feita pelo cirurgião alemão 

Theodor Bilhaz, enquanto trabalhava na Escola de Medicina Kasr-El-Aini, no Egito. Décadas 

depois, Sonsino, também no Egito, elucidou o ciclo de vida do parasito (BARSOUM; 

ESMAT; EL-BAZ, 2013). No ano de 1994, a Organização Mundial de Saúde iniciou o 

“Schistosoma Genome Network”, projeto que levou a descoberta do genoma do parasito. Os 

primeiros dados foram publicados em 2009, os quais evidenciaram 7 pares de cromossomos 

autossômicos e um par de cromossomos sexuais (ZW fêmea e ZZ macho) (BERRIMAN et al., 

2009). Posteriormente, o sequenciamento do DNA mitocondrial fundamentou a classificação 

das 21 espécies de Schistosoma encontradas (YOUNG et al., 2012).  
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 A família Schistosomatidae é representada por vermes trematódeos que parasitam 

mamíferos, crocodilianos e aves, tendo como habitat o sistema venoso destes animais 

(MORAND; MULLER-GRAF, 2000). Algumas características tornam o gênero Schistosoma 

diferenciado, quando comparado com os demais trematódeos: as fases larvais deste gênero 

completam parte de seu desenvolvimento em gastrópodes de água doce, apresentam sexos 

distintos (dióicos), eliminam ovos não operculados com um espinho lateral, os quais são 

embrionados e apresentam uma fase de desenvolvimento infectante para o hospedeiro 

definitivo (cercárias) (SILVA; NEVES; GOMES, 2008).  

 O S. mansoni apresenta um complexo ciclo biológico (Figura 3), demonstrando uma 

excelente capacidade adaptativa ao meio ambiente e aos seus hospedeiros intermediários e 

definitivos (NEVES, 2005). O seu ciclo de vida é composto por duas fases: uma fase sexuada 

e outra fase assexuada. A fase sexuada se inicia com a penetração de cercárias (segunda fase 

larval do parasito) através da pele e mucosas do hospedeiro definitivo, o qual entrou em 

contato com coleções aquáticas contaminadas (BARSOUM; ESMAT; EL-BAZ, 2013).  

Figura 3 – Ciclo biológico de Schistosoma sp. 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: BARSOUM; ESMAT; EL-BAZ, 2013. 
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 O período de maior infectividade das cercárias ocorre nas primeiras oito horas após a 

sua liberação no meio aquático pelos caramujos, porém podem permanecer ativas, em 

condições favoráveis, por até 48 horas (NEVES, 2005). Durante o processo de penetração, as 

cercárias se fixam na pele ou mucosas do hospedeiro com o auxílio de suas duas ventosas 

(oral e ventral) e da liberação de uma substância mucoprotéica secretada por suas glândulas 

acetabulares. Ao atingir os capilares subcutâneos, o parasito perde a cauda bífida, se 

transformando em esquistossômulo, sendo levado pela corrente sanguínea ao lado direito do 

coração e, consequentemente, alcançando os capilares pulmonares (BARSOUM; ESMAT; 

EL-BAZ, 2013). 

 Após atingir os pulmões, os esquistossômulos migram para o sistema porta, podendo 

seguir este percurso por duas vias: (1) na via sanguínea, comumente mais aceita e de maior 

importância, os esquistossômulos saem das arteríolas pulmonares e dos capilares alveolares, 

ganhando a pequena circulação e chegando ao lado esquerdo do coração. Ganham a grande 

circulação através do fluxo aórtico e chegam até o sistema porta intra-hepático e ali se fixam. 

Já pela (2) via transtissular, os esquistossômulos saem dos alvéolos pulmonares através da 

penetração do parênquima pulmonar, pleura e diafragma, alcançando a cavidade peritoneal e 

perfurando a cápsula e parênquima hepático, chegando ao sistema porta intra-hepático 

(NEVES, 2005). 

 Chegando à maturidade em, aproximadamente, 25-28 dias após a infecção, os 

esquistossômulos se diferenciam em machos e fêmeas, os quais vivem em cópula quase 

contínua. As fêmeas realizam a postura dos ovos na veia mesentérica inferior e, 

aproximadamente, 400 ovos são postos por dia a nível de submucosa, demorando cerca de 8 

dias para se tornarem maduros (formação completa do miracídio). Os ovos podem ser 

observados 42 dias após a infecção, nas fezes do hospedeiro (NEVES, 2005; BARSOUM; 

ESMAT; EL-BAZ, 2013). 

 A fase assexuada do ciclo de biológico de S. mansoni se inicia com o contato dos ovos 

eliminados pelo hospedeiro infectado e a água doce. Havendo a eclosão dos ovos, em 

condições ambientais favoráveis de temperatura, luminosidade e oxigenação, miracídios serão 

liberados no meio, infectando os caramujos (hospedeiros intermediários). A capacidade do 



23 
 
 

 

 

miracídio em penetrar o caramujo se limita a, aproximadamente, 8 horas após a sua eclosão. 

Neste período, a ação em conjunto dos intensos movimentos miracidianos e de enzimas 

proteolíticas liberadas por sua glândula de penetração, permitem ao miracídio ultrapassar os 

tecidos do caramujo. Após 48 horas da infecção do hospedeiro intermediário, o parasito sofre 

diversas mudanças morfológicas, se transformando em esporocisto, os quais darão origem, 

por um intenso processo de multiplicação, a novas cercárias. Um único miracídio gera em 

torno de 100 a 300 mil cercárias, que apresentam sexo definido. A emergência das cercárias 

para o meio aquático é diretamente influenciada por diversos fatores, sendo os principais a 

luminosidade e temperatura. Ao atingir novamente um hospedeiro definitivo, o ciclo se 

reinicia (NEVES, 2005; BARSOUM; ESMAT; EL-BAZ, 2013). 

 Diversas evidências sugerem que os ovos do parasita, e não a presença do próprio 

verme, que induzem a morbidade causada pela esquistossomose (BURKE et al., 2009). 

Muitos dos ovos depositados pelo parasita não são eliminados nas fezes, permanecendo por 

um longo tempo no intestino e fígado (S. mansoni, S. japonicum e S. mekongi). Ali, os ovos 

induzem uma resposta imunológica do hospedeiro, resultando na formação de granulomas, 

caracterizado, em grande parte, por linfócitos, eosinófilos e macrófagos ativados (PEARCE; 

MACDONALD, 2002; FAIRFAX et al., 2012; COLLEY et al., 2014). A formação dos 

granulomas progride para a fibrose hepática irreversível e, consequentemente, hipertensão 

portal grave (ELBAZ; ESMAT, 2013; COLLEY et al., 2014). Como sintomatologia inicial, a 

esquistossomose é caracterizada pelo aparecimento de febres, distúrbios pulmonares e 

gastrointestinais e na fase crônica, aparecem inflamações hepáticas e esplênicas, com possível 

distensão abdominal (CANTANHEDE et al., 2010). 

 

1.4 Hospedeiros Intermediários do Gênero Schistosoma. 

 Quatro gêneros de moluscos podem albergar parasitos Schistosoma de importância 

médica e epidemiológica, servindo como hospedeiros intermediários de seu ciclo de vida, são 

eles: os moluscos do gênero Biomphalaria sp. (S. mansoni), Bulinus sp. (S. haematobium e S. 
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intercalatum), Oncomelania sp. (S. japonicum), e a espécie Neotricula aperta (S. mekongi) 

(ROZENDAAL, 1997; ATTWOOD; UPATHAM, 2012). 

 No Brasil, três espécies do gênero Biomphalaria sp. são encontradas naturalmente 

sendo infectadas por S. mansoni: Biomphalaria glabrata (Say, 1818), Biomphalaria 

tenagophila (D’orbigny, 1835) e Biomphalaria straminea (Dunker, 1848). Infecções 

experimentais foram documentadas nas espécies Biomphalaria peregrina (D’orbigny, 1835), 

Biomphalaria amazonica (Paraense, 1966) e Biomphalaria cousini (Paraense, 1966) 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014).  

1.5 O Gênero Biomphalaria 

1.5.1 Características Biológicas 

A classificação taxonômica, segundo REY (2001), dos moluscos do gênero 

Biomphalaria está de acordo com a Figura 4. 

Figura 4 – Classificação taxonômica dos moluscos do gênero Biomphalaria. 

 

 

 

                     

 

Fonte: REY, 2001. 

 Os moluscos do gênero Biomphalaria (Figura 5) tem como habitat locais de água doce 

límpida, com microflora rica e bastante matéria orgânica, boa iluminação, temperatura média 

de 20ºC a 26ºC e pH neutro. Sua alimentação tem como base folhas e algas (NEVES, 2005). 

Geralmente, são encontrados em coleções de água com velocidade inferior a 30 cm/s, 

podendo, também, serem encontrados em córregos, lagoas, pântanos, remansos de rios, 
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margens de reservatórios, valas de irrigação e drenagem,  pequenos açudes, caixas d’água, etc. 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014).  

Figura 5 – Molusco do gênero Biomphalaria.   

 

Fonte: BRITO, 2011, disponível em http://www.fiocruz.br (acesso em novembro de 2015). 

 A presença de vegetações verticais e/ou flutuantes nos habitats é de grande 

importância, pois servem como alimento e abrigo para os caramujos, além disso podem 

exercer a função de suporte para o depósito de desovas. Ao serem expostos às condições 

ambientais desfavoráveis, os caramujos Biomphalaria desenvolveram mecanismos de defesa, 

como: (1) anidrobiose, em que a dessecação do animal ocorre lenta e progressivamente, 

geralmente em situações de seca, onde o animal pode sobreviver por mais de 6 meses. (2) 

Enterramento, onde o caramujo se enterra no solo de ambientes aquáticos. Este 

comportamento de proteção pode coincidir com a resposta dos animais à aplicação de agentes 

moluscicidas. (3) A diapausa, em que o animal para bruscamente seu desenvolvimento, sendo 

este processo controlado por fatores internos, mesmo em condições favoráveis. (4) E a 

quinescência, a qual é determinada diretamente pelas condições ambientais externas e 

desfavoráveis, causando a parada do desenvolvimento do animal, induzida pelo aumento 

(estivação) ou pela redução (hibernação) da temperatura do meio. Mesmo em estado de 

anidrobiose, enterramento, diapausa ou quiescência, os caramujos podem carregar consigo as 

formas imaturas do S. mansoni, os quais retomam suas atividades quando as condições 

ambientais voltam à normalidade (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014).  

http://www.fiocruz.br/ioc/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?infoid=1295&sid=32&tpl=printerview
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Os biótopos em que vivem esses moluscos, em sua maioria, tem pH em torno de 6,0 a 

8,0. Em coleções aquáticas com pH inferior, os planorbídeos são incapazes de promover a 

deposição de cálcio para a formação da concha, o que impede sua colonização nesses habitats. 

Densidades populacionais elevadas desses animais geralmente são encontradas em águas mais 

duras, ricas em cálcio (AMARAL; THIENGO; PIERI, 2008). 

A espécie Biomphalaria glabrata é o maior molusco da família Planorbidae, 

possuindo até 40 mm de diâmetro, 11 mm de largura e concha com seis a sete giros, 

sinistrógiras, enrolados em espiral plana sem opérculo. Sua periferia é arredondada com 

tendências para a direita, com o lado direito mais escavado que o esquerdo (REY, 2001; 

NEVES, 2005). A concha dos gastrópodes consiste em um número variado de camadas 

orgânicas e calcárias. O perióstraco, camada mais externa da concha, constituída 

exclusivamente de material orgânico, é composto por um material proteico, associado à 

quinonas, que confere o tom amorronzado à concha, conhecido como cochiolina. As camadas 

internas consistem em cristais de carbonato de cálcio, sob a forma de aragonita ou calcita, sob 

matriz proteica (BARNES; RUPPERT, 1996). 

Os sais de cálcio para a síntese das conchas são provenientes dos alimentos, ficando 

depositados no hepatopâncreas sob a forma de fosfatos. Quando a síntese das conchas é 

necessária, os depósitos são mobilizados e transportados através da hemolinfa do animal até o 

manto, sofrendo ação das fosfatases e transformados em carbonatos (REY, 2001). 

O trato digestivo desses animais consiste em uma boca, cavidade bucal, esôfago, 

estômago, intestino, reto e ânus (Figura 6). A boca, de posição anterior na cabeça, abre-se 

para dentro da cavidade bucal (BARNES; RUPPERT, 1996). Possuem espessamentos 

cuticulares denominados mandíbula e rádula, fita alongada e revestida de numerosos 

dentículos quitinosos em forma de gancho, direcionados para o interior da cavidade bucal 

(CANTINHA, 2008; REY 2001). Na maioria dos gastrópodes, a rádula é um órgão de 

alimentação altamente desenvolvido, ralando e cortando os alimentos. A digestão extracelular 

ocorre no estômago, devido à ação de enzimas provenientes das bolsas esofágicas e do ceco 

digestivo. O intestino estende-se da extremidade anterior do estômago através da massa 

visceral, para se abrir via ânus, do lado direito da cavidade do manto. A porção terminal do 
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sistema digestivo é o reto, que tem por função a formação, compactação e armazenamento das 

fezes (BARNES; RUPPERT, 1996; MOORE, 2003). 

Figura 6 – Imagem de um animal do gênero Biomphalaria retirado da concha, para a visualização dos 

órgãos internos. Massa cefalopodal (ms), cavidade pulmonar (cp), mufla (mf), tentáculo (te), colo (c), 

abertura genital masculina (om), colar ou borda do manto (cm), pseudobrânquia (ps), pneumóstoma 

(pn), abertura anal (an), músculo columelar (mc), crista lateral (cl), crista retal (ct), veia renal (vr), veia 

pulmonar (vp), tubo renal (tr), reto (rt), glândula do albúmen (ga), intestino anterior (ia), intestino 

médio (im), intestino posterior (ip), estômago (et), glândula digestiva (gd), pé (p), ovoteste (ot).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: PARAENSE, 1975  

Sua alimentação é quase que exclusivamente vegetal. Em criadouros, podem consumir 

folhas de alface, agrião, couve e fatias de cenoura. Em habitat natural, sua alimentação se 

direciona a vegetais em decomposição do fundo e das margens das coleções aquáticas. Já os 

caramujos recém-eclodidos, se alimentam de algas unicelulares presentes no meio 

(CANTINHA, 2008; NEVES, 2005; CIMERMAM; CIMERMAM, 2001). 

A respiração é realizada pelo saco pulmonar e pseudobrânquias, pregas tegumentares 

rica em vasos. O saco pulmonar é o principal órgão respiratório, se abrindo na cavidade 

paleal, abaixo do manto, através de uma prega denominada pneumóstoma (REY, 2001; 

CANTINHA, 2008; NEVES, 2005; CIMERMAM; CIMERMAM, 2001). 
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O rim é uma estrutura alongada, com inúmeros septos e granulações internas, 

iniciando-se na cavidade pericárdica até a borda do manto, terminado no ureter, que se abre 

próximo ao ânus e pneumostômio. O rim é dotado de uma prega mucosa, saliente e 

pigmentada, denominada de crista renal (BARNES; RUPPERT, 1996; REY, 2001; NEVES, 

2005). 

O sistema nervoso central dos moluscos é formado por diversos pares de gânglios, 

estando alguns associados a um anel nervoso esofágico e dois pares de cordões nervosos 

longitudinais. Os gânglios estão contidos em uma capsula de tecido conjuntivo, estando 

conectados a receptores sensoriais por neurônios aferentes ou sensoriais, e a músculos e 

glândulas por neurônios eferentes ou motores. Os órgãos sensoriais dos gastrópodes incluem 

olhos, receptores de contato (tentáculos), um par de órgãos do equilíbrio e orientação 

locomotora (otocistos), osfrádios (órgão quimiossensorial) e quimiorreceptores, modificados 

ou não, denominados de rinóforos (REY, 2001; CIMERMAM; CIMERMAM, 2001; 

BARNES; RUPPERT, 1996). 

Esses moluscos são hermafroditas, possuindo gônada única em forma de cachos, 

denominada de ovoteste, onde óvulos e espermatozoides são produzidos lado a lado, porém 

não podendo produzi-los ao mesmo tempo. O ovoteste possui diversos folículos, sendo cada 

um uma unidade de produção de gametas femininos e masculinos (CANTINHA, 2008). Por 

viverem em colônias, esses moluscos optam pela fecundação cruzada, o que propicia uma 

maior variabilidade genética, realizando a autofecundação em circunstâncias críticas (NEVES, 

2005; CIMERMAM; CIMERMAM, 2001; CANTINHA, 2008; AMARAL; THIENGO; 

PIERI, 2008). 

Em situações de adversidade, poucos indivíduos podem realizar a autofecundação, 

iniciando uma nova população (PALASIO et al., 2015). Apenas um caramujo pode gerar 10 

milhões de descendentes em cerca de 3 meses, repovoando um criadouro quase extinto. O 

número de embriões em uma desova, bem como o número total de desovas postas pelos 

animais é variável, dependendo de fatores biológicos e ambientais, os quais influenciam a 

fecundidade e viabilidade dos ovos (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). 



29 
 
 

 

 

O sistema circulatório desses animais é composto por coração com duas cavidades: 

aurícula e ventrículo. O sangue ou hemolinfa compõe-se de elementos amebóides 

(hemócitos), plasma rico em água, cloreto de sódio, bicarbonatos e hemoglobina contendo 

ferro dissolvido, o que permite a utilização do oxigênio à baixa tensão. Entre as proteínas 

presentes na hemolinfa de B. glabrata, a hemoglobina constitui cerca de 97% das proteínas 

totais presentes  (PESSÔA; MARTINS, 2011; REY, 2001; VERRENGIA GUERRERO et al., 

1997). Os hemócitos são as principais células efetoras do sistema de defesa do caramujo, 

podendo se mover livremente para dentro e fora dos tecidos, já que o seu sistema circulatório 

é aberto (KNAAP; LOKER, 1990). 

Poucos relatos são encontrados na literatura sobre a presença de um órgão 

hematopoiético especializado nos moluscos gastrópodes e bivalves, existindo uma indicação 

de que nestes animais, as células da hemolinfa são formadas por todo o corpo. E presença de 

amebócitos (hemócitos) está dividida entre a circulação sanguínea e tecido conectivo, o que 

favorece o grande sucesso adaptativo destas espécies, que ocupam posição de destaque no filo 

Mollusca (SOUZA, 2006). 

A origem e produção dos hemócitos ainda não está definida. Alguns autores admitirem 

uma origem multicêntrica, a partir de células conjuntivas (SOUZA, 2006). Outros autores 

propõem que estes sejam produzidos em um órgão especial, localizado na parede sacular 

renal, a qual forma parte do saco pericárdico e que foi denominado APO (Amebocyte 

Producing Organ) (SALAMAT; SULLIVAN, 2009). Representam um papel de fundamental 

importância no sistema de defesa dos moluscos, exercendo atividades de fagocitose, 

encapsulação, liberação de substâncias citotóxicas, transporte de cálcio no reparo tecidual e na 

produção de fatores coagulantes. Estas células lembram, em sua forma e função, os 

macrófagos dos animais vertebrados (ABDUL-SALAM; MICHELSON, 1980; AMEN et al., 

1992; BAYNE; BUCKLEY; DEWAN, 1980; CAVALCANTI, 2011).  
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1.5.2 Distribuição Geográfica 

 A espécie Biomphalaria glabrata (Figura 7-A) é considerada a mais importante 

quando se trata de epidemiologia, já que é a mais susceptível à infecção por S. mansoni 

(SCHOLTE et al., 2012). Sua presença já foi registrada nos Estados de Alagoas, Bahia, 

Espírito Santo, Goiás, Maranhão, Minas Gerais, Pará, Paraíba, Paraná, Pernambuco, Piauí, 

Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, São Paulo e Sergipe, além do 

Distrito federal, abrangendo 801 municípios (CARVALHO et al., 2008; MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2014).   

Figura 7 – Distribuição espacial dos hospedeiros intermediários de Schistosoma mansoni no Brasil. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: SCHOLTE et al., 2012  

 A espécie Biomphalaria straminea é a mais resistente quando se trata de adaptação à 

fatores ambientais, sendo encontrada em quase todas as bacias hidrográficas do país. Apesar 

da menor susceptibilidade à infecção por S. mansoni, possui a maior abrangência entre os 
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estados brasileiros quando comparada às espécies (Figura 7-B). Sua presença já foi registrada 

nos Estados do Acre, Alagoas, Amazonas, Bahia, Ceará, Espírito Santo, Goiás, Maranhão, 

Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Pará, Paraíba, Paraná, Pernambuco, Piauí, 

Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, São Paulo, Sergipe, 

Tocantins e Roraima, totalizando 24 estados (CARVALHO et al., 2008; MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2014). 

 A espécie Biomphalaria tenagophila (Figura 7-C) possui importância epidemiológica 

nas regiões Sul e Sudeste (SCHOLTE et al., 2012), sendo registrada nos estados da Bahia, 

Espírito Santo, Goiás, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Paraná, Rio de Janeiro, Rio Grande 

do Sul, Santa Catarina e São Paulo, abrangendo 562 municípios (CARVALHO et al., 2008; 

MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014).  A distribuição geográfica das três espécies do gênero 

Biomphalaria hospedeiras intermediárias de Schistosoma mansoni no Brasil é demonstrada na 

Figura 7-D.  

 

1.6 Estratégias de Controle da Esquistossomose. 

 A partir da década de 50, a OMS vem elaborando diversas estratégias de controle para 

a esquistossomose que variam até os dias atuais, devido à dificuldade do controle da doença 

(WHO, 1953, 1965, 1973, 1985, 1993, 2002). Na década de 50 se iniciaram os estudos 

visando à descoberta de novos agentes moluscicidas, bem como de fármacos que eliminassem 

o agente etiológico da doença. Como nenhum fármaco foi promissor no combate ao S. 

mansoni, a aplicação de moluscicidas era reconhecida como a medida mais efetiva no que diz 

respeito ao controle da esquistossomose na década de 60. Em meados dos anos 70, com a 

descoberta da oxamniquina (Pfizer) e do praziquantel (Bayer e Merck), a associação de agente 

moluscicidas e quimioterápicos foi estimulada, estando comprovada que esta aliança 

proporcionava resultados mais rápidos sobre a incidência, prevalência e transmissão da 

doença. A partir dos anos 2000 o controle da esquistossomose passou a ser integrado ao das 

geo-helmintíases (CARVALHO et al., 2008; RAPADO, 2012; WHO, 2002). 
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 Diversas autoridades no tema concordam que a estratégia mais eficaz para o controle 

da doença deve se basear na associação de esforços combinando várias abordagens 

preventivas (OTHMAN; SOLIMAN, 2015) como educação em saúde e higiene, melhorias nas 

condições sanitárias, disponibilização do acesso à água potável e saneamento básico são 

medidas necessárias para limitar as chances da infecção por S. mansoni. Porém, na maioria 

dos países onde a doença é endêmica, esses esforços são, em sua maioria, deficientes devido à 

falta de recursos (GRIMES et al.,2014; GRIMES et al 2015). 

 A distribuição dos caramujos vetores é um fator de extrema importância na 

transmissão da esquistossomose, já que são os hospedeiros intermediários do ciclo do 

parasito. Seu controle se torna prioritário para a diminuição da transmissão da doença devido 

à interrupção do contato humano com cercárias liberadas pelos caramujos em coleções de 

água doce (CHITSULO et al., 2000; PARAENSE, 1983; CARVALHO et al., 2008). 

 Diversas metodologias já foram empregadas no controle dos moluscos, sendo estas: 

ambientais (canalização, aterros, drenagens e limpezas das margens de coleções de água), 

biológicas (incorporação de predadores e microrganismos nos habitats dos caramujos) e 

químicas (uso de substâncias moluscicidas) (TELES; CARVALHO, 2008; MORAES, 2011). 

Tem-se que levar em conta, porém, que o controle biológico e ambiental apresentam efeitos 

de médio a longo prazo, não apenas do índice populacional dos moluscos, mas também de 

infecção humana. Além disso, já é comprovada a ineficácia dos controles biológicos sobre os 

moluscos. Já os métodos químicos apresentam resultados significantes a curto prazo. Desta 

forma, o controle de hospedeiros intermediários consiste em eliminar os focos de transmissão, 

dificultando a proliferação e o desenvolvimento dos caramujos, abrangendo o tratamento 

químico e respeitando a legislação ambiental vigente (BARBOSA et al.,2008; GOVERNO 

DE SÃO PAULO, 2007). 

 

1.7 Moluscicidas no Controle de Biomphalaria glabrata. 

 Um composto moluscicida ideal deve eliminar os caramujos em todas as fases de seu 

ciclo de vida, desde a fase embrionária até a fase adulta. Deve apresentar baixo custo, ser 
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estável, de fácil transporte e aplicação, ausência de risco na manipulação, ser seletivo aos 

moluscos, inofensiva ao homem, animais não-alvo e plantas e não sofrer decomposição na 

água ou no solo (WHO, 1965, 1985; RAPADO, 2012). 

 Até a década de 70, vários produtos foram testados na tentativa de eliminar o os 

caramujos vetores da esquistossomose, como por exemplo a cal extinta, o sulfato de cobre, o 

pentaclorofenato de sódio, a tritilmorfolina e a niclosamida, todos estes comprovadamente 

tóxicos ao meio ambiente. No entanto, o único agente moluscicida utilizado em campanhas de 

controle nacional, tendo sua recomendação endossada pela OMS, é a niclosamida, produzida 

comercialmente pela Bayer (BARBOSA et al., 2008; WHO, 1965).  

 

1.8 A Niclosamida 

 A niclosamida é o componente ativo contido em 25% na formulação do Bayluscide® 

EC 250, enquanto seu sal de etanolamina representa 70% da composição do Bayluscide® 

WP70, moluscicidas empregados no controle populacional de caramujos (embriões e animais 

adultos). Além de moluscicida, a niclosamida possui elevada toxicidade sobre helmintos da 

classe Cestoda e está contido nas preparações de Yomesan®,  Mansonil® e Lintex ®, 

utilizados na medicina humana e veterinária no tratamento da teníase. Trata-se de um sólido 

amarelado com peso molecular de 327,1 e fórmula química C13H8Cl2N2O4 (2′,5-dichloro-4′-

nitrosalicylanilide) (Figura 8). É insípido e inodoro (ANDREWS et al., 1983).  

Figura 8 – Estrutura química da niclosamida. 

 

 

 

 

Fonte: ANVISA, disponível em www.portal.anvisa.gov.br (acesso em novembro de 2015). 

http://www.portal.anvisa.gov.br/
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Seu mecanismo de ação bioquímico é baseado no desacoplamento da fosforilação 

oxidativa mitocondrial em concentrações entre 10-100 nM, sendo quase 1000 vezes mais 

ativo que o 2,4-DNP, um xenobiótico utilizado na fabricação de tintas, herbicidas, pesticidas e 

explosivos. Assim como outros desacopladores, a niclosamida estimula a respiração 

mitocondrial em baixíssimas concentrações, porém inibe a respiração à medida que a 

concentração é aumentada. Em caramujos, a niclosamida estimulou o consumo de oxigênio 

em concentrações de 0,1 nM, sendo esta inibida em concentrações mais elevadas 

(HOLLINGWORTH et al., 2001). 

A niclosamida (Bayluscide®) possui elevada toxicidade para moluscos na 

concentração 1 mg/L, causando 100% de mortalidade em 8 horas de exposição para os 

gêneros Biomphalaria e Bulinus (REY, 2001). Apesar de ser eficiente na eliminação dos 

moluscos em suas diferentes fases de desenvolvimento, apresenta desvantagens em sua 

utilização como a toxicidade elevada para espécies não-alvo, como peixes, plantas e outros 

organismos aquáticos em uso prolongado, possui custo elevado, se decompõe sob luz solar, é 

irritante para a pele e mucosas, além de não prevenir a recolonização em áreas tratadas 

(RAPADO, 2012; OLIVEIRA-FILHO; PAUMGARTTEN, 2000; ABREU; GOULART; 

OLIVEIRA BRETT, 2002; ANDREWS et al., 1983; LOKER, 1990). 

 

1.9 Moluscicidas de Origem Natural 

 A dificuldade em controlar a esquistossomose associada aos altos custos e elevada 

toxicidade dos moluscicidas sintéticos, bem como a busca por substâncias biodegradáveis e 

inócuas ao meio ambiente e ao homem, vem estimulado as pesquisas científicas direcionadas 

à descoberta de novos agentes moluscicidas de origem natural (MARTINS et al., 2014; 

MIYASATO et al., 2012; OLIVEIRA-FILHO; PAUMGARTTEN, 2000; ROCHA-FILHO et 

al., 2015).  

 A OMS reconhece como agente moluscicida aqueles que apresentam acima de 90% de 

letalidade dos moluscos em concentrações iguais ou abaixo de 20 µg/mL em 24 horas, sendo 

um composto puro ou se apresentar 90% de letalidade em concentrações iguais ou abaixo de 
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100 µg/mL em 24 horas, quando forem extratos brutos. É ideal que a planta ou o produto 

natural seja autóctone da região endêmica, seja de fácil obtenção, com componentes bioativos 

baratos, de curto ciclo reprodutivo e biodegradáveis. O princípio ativo deve manter-se ativo 

sob alterações de pH, temperatura e luz solar (WHO, 1983; KLOOS; MCCULLOUGH, 

1982). 

 A procura por moluscicidas de origem natural surgiu desde 1930, quando o cultivo de 

Balanites aegyptiaca L. (Balanitaceae), espécie típica do continente africano, foi sugerido 

próximo aos focos de transmissão da esquistossomose no Sudão. Observou-se que a presença 

dos frutos da árvore na água inibia a proliferação dos caramujos, dando início aos 

experimentos que comprovaram que, além dos frutos, as cascas, raízes e ramos possuíam 

propriedades letais sobre os caramujos. O componente ativo era, provavelmente, uma 

saponina, não sendo letal apenas para caramujos, mas também para miracídios, cercárias, 

peixes e girinos (ARCHIBALD et al., 1933; SILVA et al., 2008; GARDIOLI, 2014). 

 Mais de 42 compostos moluscicidas já foram isolados de diversas espécies vegetais e 

diversos estudos sugerem que a atividade tóxica dos agentes moluscicidas de origem vegetal 

está relacionada à presença de metabólitos secundários como flavonoides, alcaloides, 

terpenoides, saponinas, taninos, esteroides, dentre vários outros (WHO, 1983; LOPES et al., 

2011; CANTANHEDE at al., 2010). 

 É importante ressaltar a necessidade de se compreender o mecanismo de ação dessas 

substâncias sobre os moluscos. O esclarecimento deste processo deve se dar através do 

estabelecimento dos detalhes referentes ao perfil fitoquímico do moluscicida, bem como da 

resposta fisiológica dos caramujos frentes a esses constituintes químicos. Porém, apesar de 

diversas plantas terem sido testadas como possíveis agentes moluscicidas, pouco se sabe sobre 

seus metabólitos ativos. Comumente se encontram estudos com extratos brutos, sendo poucos 

os estudos com compostos isolados (CATANHEDE et al., 2010). 

 Outros compostos não vegetais também vem ganhando destaque como possíveis 

agentes moluscicidas, como é o caso de metabólitos produzidos por bactérias, fungos, 

esponjas e líquens. O pó liofilizado do caldo extracelular de uma cepa de Aspergillus 
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fumigatus obteve atividade moluscicida sobre a espécie Oncomelania hupensis, matando 

100% dos caramujos a uma concentração de 48µg/mL (GUO et al., 2010). O Bacillus 

thurigiensis é uma bactéria Gram positiva conhecida por possuir um amplo complexo 

enzimático capaz de produzir cristais proteicos, conhecidos como -endotoxinas, citados na 

literatura por apresentarem atividade inseticida e moluscicida (ANGELO; VILAS-BÔAS; 

CASTRO-GÓMEZ, 2010; ALI et al., 2010).  A halitoxina produzida pela esponja Axinella 

viridis foi testada sobre moluscos da espécie B. glabrata, demonstrando atividade tóxica sobre 

animais adultos (MIYASATO et al., 2012). A partir do ácido úsnico, metabólito liquênico 

extraído de Cladonia substelata, foi sintetizado o sal usnato de potássio, agente moluscicida 

efetivo sobre embriões e animais adultos da espécie B. glabrata em baixas concentrações 

(MARTINS at al., 2014).  

 

1.10 Líquens 

 Líquens ou fungos liquenizados são organismos resultantes da associação simbiótica 

entre um fungo, geralmente um ascomiceto, e um fotobionte (BENATTI; MARCELLI, 2007). 

Os fungos formadores de líquens podem ser divididos em quatro filos: ascomicetos (98% de 

todas as espécies), basidiomicetos, deuteromicetos e mastigomicetos. Já os fotobiontes 

procariontes são distribuídos em 8 gêneros: Nostoc, Gleocapsa, Scytonema, Stigonema, 

Chroococcus, Hyella, Calothrix e Dichotrix. As algas compreendem as Chlorophyta, 

Xanthophyta e Phaeophyta (PODTEROB, 2008).  

 Estima-se que cerca de 18.500 espécies de líquens sejam conhecidas a partir de 

diversos substratos como solo, cascas de árvores, rochas, folhas, carapaças de animais e 

também em superfícies feitas pelo homem como madeira, couro, vidro, metal, concreto, 

argamassa, tijolo, borracha e plásticos (WANG; KRINGS; TAYLOR, 2010; MOLNÁR; 

FARKAS, 2010; BRIGHTMAN; SEAWARD, 1977; SEAWARD, 2008). Podem ser 

encontrados numa vasta gama de habitats, desde regiões árticas até desertos (TAYLOR et al., 

1995).  
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 A maioria dos líquens são terrestres, porém uma parcela menor pode estar presente em 

coleções de água doce e em ambiente marinho. São capazes de se adaptar a condições 

ambientais extremas como regiões de temperaturas secas, inundadas, com altos níveis de 

salinidade, concentrações elevadas de poluentes atmosféricos e ambientes pobres em 

nutrientes (NASH III, 2008). Em contraste com diversos tipos de fungos que se inserem no 

substrato onde vivem, os fungos liquenizados tendem a expor suas partes vegetativas na 

superfície do substrato, permitindo que o fotobionte receba a energia solar necessária à 

fotossíntese (MUGGIA; SCHMITT; GRUBE, 2009).  

 O metabolismo dos líquens se baseia na capacidade autotrófica dos fotobiontes e na 

heterotrofia do micobionte. Há um consenso geral de que a rede metabólica básica dos líquens 

é caracterizada pela fixação de CO2 pelas algas verdes ou cianobactérias, fornecendo 

carboidratos que são transferidos para o micobionte como a fonte básica de carbono e energia 

(EISENREICH; KNISPEL; BECK, 2011). Além disso, processo de nutrição dos líquens 

também está ligado à disposição de água, seja por chuva, ocorrência de neblinas, nevoeiros, 

etc. Quando em contato com a água, os líquens absorvem os minerais depositados em seus 

talos (KAPPEN, 2000). 

 Existem dois princípios fundamentais relativos à organização do talo liquênico. Em 

talos homômeros, há pouca diferenciação entre as camadas ou estratos. A totalidade do talo é 

composto por uma massa frouxa de hifas fúngicas com células de algas, que são igualmente 

distribuídas ao longo do talo. Por outro lado, líquens com talos heterômeros são constituídos 

de até quatro camadas principais (Figura 9): (1) o córtex superior, que consiste em uma 

aglutinação de hifas fúngicas entrelaçadas, as quais fornecem proteção para a camada 

seguinte. (2) Camada gonidial ou de algas, formada pelo fotobionte. (3) A medula é formada 

por uma camada frouxa de hifas onde as trocas gasosas ocorrem. (4) Em alguns líquens, há 

uma zona cortical sob a medula, chamada de córtex inferior, a partir do qual as rizinas 

(estruturas de fixação) podem surgir (JAHNS, 1973; TAYLOR; KRINGS; TAYLOR, 2014).  
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Figura 9 - Representação do talo liquênico.   

 

 

 

 

 

 

Fonte: MOLNÁR; FARKAS, 2010. 

 

 Os líquens podem ser classificados quanto à morfologia de seu talo em múltiplos tipos, 

sendo as três principais classes: líquens crostosos, foliosos e fruticosos (Figura 10).  Líquens 

crostosos possuem crescimento particularmente lento, formando crostas diretamente ligadas 

ao substrato. Em vez de córtex inferior, eles geralmente tem uma medula que está em contato 

direto com o substrato. Os líquens foliosos possuem talos com lóbulos planos, lembrando às 

folhas de plantas. Estão fracamente ligadas ao substrato, algumas vezes através de rizinas. 

Crescem paralelamente à superfície, tendo, muitas vezes, as partes superiores e inferiores dos 

lóbulos cores diferentes.  Já os líquens fruticosos se assemelham à arbustos delicados, sendo 

suspensos, também, por um substrato (JAHNS, 1973; TAYLOR; KRINGS; TAYLOR, 2014; 

NASH III, 2008). 

Figura 10 – Tipos de talos liquênicos.  (A) Líquen Crostoso. (B) Líquen Folioso. (C) Líquens 

Fruticoso.           

            

            

            

            

          

 

 

   CUNHA, E. Os líquens, disponível em: http://esthercientista.blogspot.com.br/2011/06/os-liquens.html (acesso 

em novembro de 2015). 

A B C 

http://esthercientista.blogspot.com.br/2011/06/os-liquens.html
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 Os líquens possuem alta afinidade com o seu habitat, servindo como bioindicadores da 

umidade do ar, pH do solo, demonstrando alta sensibilidade aos vários poluentes encontrados 

no meio ambiente (MOTA-FILHO et al., 2007). Diversos trabalhos reportam a utilização de 

espécies liquênicas visando o biomonitoramento ambiental em áreas impactadas por poluentes 

(PINHO et al., 2012; PAOLI et al., 2012; BRANQUINHO et al., 2011; YUN; WADLEIGH; 

MAYER, 2010).  

 A utilização dos líquens é diversa e antiga. Já foram relatadas suas utilizações para 

diversos fins como a nutrição de homens e animais, como corantes, remédios, perfumes, 

indicadores de pH, matéria prima para tecidos, dentre outras (MITROVIĆ et al., 2011). 

Diferentes gêneros de líquens são usados na cura de diversas doenças como febres, diarreia, 

doenças de pele, epilepsia, convulsões, asma, bronquite, inflamações, lepra, cálculos de 

vesícula, etc. (SHUKLA; JOSHI; RAWAT, 2010). 

 

1.11 O Gênero Ramalina. 

 No gênero Ramalina, o talo é fruticoso e, em espécies brasileiras, seus 

comportamentos são comumente cespitoso (formando tufos densos e aglomerados), decubente 

(os ramos crescem horizontalmente no chão e as extremidades se colocam em posição 

vertical) e pendular (os quais se fixam no substrato e crescem pendurados). O talo é composto 

por ramificações que crescem a partir da base liquênica. Os ramos são, em grande parte, 

dorsiventrais ou cilíndricos. Ramos dorsiventrais, em sua grande maioria, possuem as 

superfícies dorsal e ventral bem distintas, geralmente apresentando diferença de coloração. 

Este tipo de talo é encontrado nas espécies R. asahinae, R. aspera, R. cochlearis, R. 

complanata, R. grumosa, R. prolifera, R. puiggarii e R. subpollinaria. Os ramos cilíndricos 

geralmente são circulares em corte transversal, sendo encontrados nas espécies de R. 

sorediosa e alguns morfotipos de R. sprengelli ou R. usnea (KASHIWADANI; KALB, 1993).  

 Pseudocifelas são encontradas em todas as espécies brasileiras de Ramalina que 

possuem um talo sólido (Figura 11), sendo classificadas em elipsoides, tuberculares, linear 

curta e linear longa. As pseudocifelas elipsoides podem ser encontradas nas espécies de R. 
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asahinae, R. cochlearis, R. dendroides, R. grumosa, R. prolifera, R. rigida, R. sorediosa e R. 

subpollinaria. Pseudocifelas tuberculadas, muitas vezes denominadas de “papilas”, são 

encontradas em R. complanata e R. aspera. Já as lineares curtas, também denominadas de 

fendas estreitas, possuem até 0,5 mm de largura e 1-3 mm de comprimento, sendo encontradas 

em R. celastri e R. puiggarii. E, por fim, as pseudocifelas lineares longas são formadas 

lateralmente e também denominadas de estrias brancas. São observadas nas espécies de R. 

anceps, R. camptospora, R. dendroides, R. sprengelli e R. usnea (KASHIWADANI; KALB, 

1993).  

Figura 11 – Diferenças morfológicas das espécies de Ramalina sp. (A) Ramalina anceps. (B) 

Ramalina asahinae. (C) Ramalina aspera. (D) Ramalina aspera (holótipo de Ramalina denticulata 

var. stephanophora). (E) Ramalina camptospora. (F) Ramalina celastri. Escala = 1 cm.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: KASHIWADANI; KALB, 1993. 
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 Ascósporos em espécies liquênicas brasileiras de Ramalina são todos incolores, muitas 

vezes com 2 – 4 septos adicionais, sendo geralmente elipsoides ou fusiformes estreitos, 

também se observando os tipos fusiformes longos (R. usnea) ou sigmoides (R. camptospora) 

(KROG; SWINSCOW, 1974; KASHIWADANI; KALB, 1993).  

 Os sorédios das espécies brasileiras de Ramalina (R. asahinae, R. cochlearis, R. 

dendriscoides, R. dendroides, R. grumosa, R. peruviana, R. rectangularis, R. rigida, R. 

sorediosa e R. subpollinaria)  são granulares, possuindo de 30 a 50 µm de diâmetro. A 

presença de apotécio é bastante comum no gênero Ramalina, especialmente em espécies que 

não possuem a presença de propágulos assexuais. A localização dessas estruturas, bem como 

os tipos de esporos apresentam importância taxonômica. São classificados em subapicais (R. 

camptospora, R. gracilis e R. pusiola), laminais (R. celastri, R. prolifera), marginais (R. 

asahinae, R. aspera, R. grumosa, R. puiggarii e R. usnea)  ou laterais (R. sprengelii e R. usnea 

de talo filamentoso) (KROG; JAMES, 1977; KROG; SWINSCOW, 1974, 1975; 

KASHIWADANI; KALB, 1993).  

 

1.12 Metabólitos Liquênicos. 

 De forma geral, os metabólitos liquênicos podem ser divididos em dois grandes 

grupos: metabólitos primários e secundários. Os metabólitos primários são as proteínas, 

lipídios, carboidratos e outros compostos orgânicos envolvidos no metabolismo e estruturas 

liquênicas. Os metabólitos secundários, também denominados de substânicas liquênicas, são 

produzidos majoritariamente pelo fungo e segregadas para a superfície das hifas dos líquens, 

quer na forma amorfa ou na forma de cristais (MITROVIĆ et al., 2011; HONDA; VILEGAS, 

1999). 

 As diversas cores de várias espécies liquênicas resultam da acumulação massiva de 

seus metabólitos secundários, as quais podem compreender até 30% do peso seco do líquen. 

Esses metabólitos possuem química diversificada e baixo peso molecular. Cristais 

pigmentados são depositados extracelularmente ou nas camadas superficiais superiores do 

corpo vegetativo do líquen, enquanto substâncias incolores tendem a acumular em partes do 
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talo não exposto à luz solar. As estruturas de mais de 1000 substâncias liquênicas já foram 

reportadas (MUGGIA; SCHMITT; GRUBE, 2009; BACKOROVÁ et al., 2012; TURK et al., 

2003; ELIX, 1996).   

 Os líquens possuem diversas vias biossintéticas para a produção de suas substâncias 

liquênicas, sendo as principais: via do acetato polimalonato, via do ácido chiquímico e via do 

ácido mevalônico. (1) Via do acetato polimalonato: Essa via produz, principalmente, os 

compostos pertencentes às classes dos depsídeos e depsidonas. Esses compostos são 

sintetizados pelo micobionte apenas quando este está em associação com a alga. Estes 

compostos desempenham um importante papel na associação simbiótica dos líquens. (2) Via 

do ácido chiquímico: As substâncias produzidas por esta via são, principalmente, o ácido 

pulvínico e as terpenilquinonas (ácidos aromáticos). Estes compostos são obtidos pela fusão 

de duas unidades de fenilpiruvato, sendo encontrados facilmente em líquens da família 

Stictaceae. (3) Via do ácido mevalônico: resulta, principalmente, na síntese de terpenóides. 

Sesquiterpenos não são bem reportados em líquens. Diterpenos também são raros. 

Triperpenos são abundantes em líquens, sendo já relatados 20 tipos diferentes obtidos de 

espécies liquênicas. A zeorina é o principal triterpeno (esteroide) encontrado nos líquens. Este 

grande espectro de substâncias está envolvido no papel protetor contra vários fatores físicos e 

biológicos (BOUSTIE; GRUBE, 2005; MITROVIĆ et al., 2011; MUGGIA; SCHMITT; 

GRUBE, 2009). 

 De acordo com a estrutura química, as substâncias liquênicas são majoritariamente 

classificadas como compostos fenólicos (derivados do orcinol e β-orcinol), dibenzofuranos 

(ex. ácido úsnico), depsídeos (ex. ácido barbático), depsidonas (ex. ácido salazínico), 

depsonas (ex. ácido picroliquênico), lactonas (ex. protoliquesterínico), quinonas (ex. 

parietina) e derivados do ácido pulvínico (ex. ácido vulpínico) (SHUKLA; JOSHI; RAWAT, 

2010). 
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1.13 Depsídeos e o Ácido Divaricático 

 Os compostos aromáticos presentes nos líquens são formados pela reação de 

esterificação entre duas ou três unidades fenólicas, como por exemplo, derivados do ácido 

orselínico, que é a unidade fundamental da biossíntese de depsídeos e depsidonas. Os 

depsídeos são formados pela esterificação de duas unidades fenólicas derivadas do orcinol 

(carboxila da posição 1 da primeira unidade com a hidroxila da posição 4’ ou da posição 3’ da 

segunda unidade), podendo resultar em compostos denominados para-depsídeos ou meta-

depsídeos (HONDA; VILEGAS, 1999). No início, pensava-se que depsidonas eram formadas 

por meio de uma união oxidante direta entre  2 OH do anel A ou OH-5’ carbono do anel B. 

Posteriormente, Culberson indicou que no processo de ciclização, uma ligação intramolecular 

do radical fenoxil com um radical arila podia levar à ligação éter da estrutura da depsidona. 

Outras sínteses químicas sugerem o envolvimento de múltiplos passos que levam à formação 

das depsidonas (STOCKER-WÖRGÖTTER; CORDEIRO; IACOMINI, 2013; 

CULBERSON, 1969). 

 Existem dois tipos diferentes de depsídeos e depsidonas, quer com um radical orcinol 

ou β-orcinol, dependendo da presença ou ausência de um átomo de carbono na posição 3 de 

seu anel romático. Por esta razão, depsídeos e depsidonas liquênicas são classificadas como 

pertencentes à série do orcinol ou β-orcinol (Figura 12) (STOCKER-WÖRGÖTTER; 

CORDEIRO; IACOMINI, 2013).  

Figura 12 – Estrura do (A) orcinol e (B) β-orcinol.  

 

 

 

 

 Fonte: STOCKER-WÖRGÖTTER; CORDEIRO; IACOMINI, 2013 

A B 
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 Diversos depsídeos já foram isolados de espécies do gênero Ramalina sp., dentre eles 

o ácido sequicáico, atranorina, ácido divaricático, ácido homosequicáico, ácido ramalinólico, 

ácido obtusático, tumidulina clorada, ácido 4’-O-metilsequicáico, ácido ervênico, ácido 4’-O-

metilnorhomosequicáico, dentre outros (MOREIRA et al., 2015). O ácido divaricático, 

presente em 11 espécies do gênero Ramalina, dentre estas a Ramalina aspera, é citado na 

literatura por possuir atividade antitumoral sobre células cancerígenas de próstata, 

adenocarcinoma renal, adenocarcinoma de mama, melanoma, adenocarcinoma colorretal, 

carcinoma laríngeo e lipoma (RUSSO et al., 2012; BOGO, 2012), antimicrobiana (MOURA, 

2008; RIBEIRO et al., 2002) e de inibição enzimática (SANKAWA et al., 1982).  

 Levando-se em consideração o alto potencial biológico, ainda pouco estudado, do 

ácido divaricático e a necessidade da busca de novos compostos moluscicidas e cercaricidas 

biodegradáveis que possuam alta seletividade e baixa toxicidade, este estudo objetiva 

encontrar possíveis alternativas para o controle da esquistossomose através do combate ao seu 

hospedeiro intermediário e a fase larval do parasito, utilizando como objeto de estudo o ácido 

divaricático, substância natural encontrada em líquens oriundos de nosso território. 
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3  OBJETIVOS 

3.1  Geral:  

Obter o ácido divaricático a partir do líquen Ramalina aspera e avaliar seu efeito tóxico sobre 

Biomphalaria glabrata, cercárias de Schistosoma mansoni e Artemia salina. 

3.2  Específicos:  

• Isolar e purificar o ácido divaricático a partir do líquen R. aspera. 

• Caracterizar a substância purificada através de Cromatografia de Camada Delgada 

(CCD), Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE), Espectroscopia em 

Infravermelho (IV) e Ressonância Magnética Nuclear de Prótons (RMN-H
1
). 

• Avaliar a atividade moluscicida do ácido divaricático utilizando bioensaios com 

moluscos adultos de Biomphalaria glabrata. 

• Verificar a atividade embriotóxica do ácido divaricático sobre Biomphalaria glabrata.  

• Avaliar a atividade cercaricida do ácido divaricático sobre Schistosoma mansoni. 

• Avaliar a toxicidade ambiental do ácido divaricático através do bioensaio utilizando 

Artemia salina. 
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Abstract 

Background: In this study the molluscicidal and antiparasitic activity of divaricatic acid was 

evaluated, targeting the mollusc Biomphalaria glabrata and cercariae of the helminth 

Schistosoma mansoni. In addition, the environmental toxicity of divaricatic acid was assessed 

by bioassay using the microcrustacean Artemia salina, seeking an alternative treatment for the 

control of schistosomiasis. 

Methods: For the evaluation of the molluscicidal effect of divaricatic acid, experiments were 

performed using embryos at the blastula stage and pigmented adult molluscs of the species 

Biomphalaria glabrata. Antiparasitic activity was assessed by exposing the cercariae of 

Schistosoma mansoni to divaricatic acid, while the environmental toxicity of divaricatic acid 

was evaluated using a bioassay with Artemia salina. 

Results: Divaricatic acid showed high toxicity against both adult and embryonic snails. 

Similar activity was observed in Schistosoma mansoni cercariae after only a short exposure 

time. The toxicity of divaricatic acid on the parasite and snails was specific and did not show 

toxicity to the environment, as demonstrated in the acute toxicity test using Artemia salina. 

Conclusion: Divaricatic acid proved to be a promising substance for the elimination of the 

snail Biomphalaria glabrata, an intermediate host of schistosomiasis, as well as the cercariae 

of the pathogen, while being non-toxic to the environment. 

General significance: This is the first experimental observation of the molluscicidal activity 

of divaricatic acid and the first report of cercaricide activity in a substance derived from 

lichen. 
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1. Introduction  

 Schistosomiasis, also known as bilharzia, is a parasitic infectious disease caused by 

trematode worms of the genus Schistosoma. Its transmission in humans begins with 

penetration by cercariae, the larval stage of the parasite, following contact of the skin with 

contaminated water [1,2]. In order for the parasite to complete its life-cycle, the presence of 

snails, its intermediate host, is required. Species of snails in three different genera are 

considered schistosomiasis vectors: Biomphalaria, Bulinus and Oncomelania. In the Americas 

and Africa, snails of the genus Biomphalaria are the intermediate hosts for Schistosoma 

mansoni [3,4]. 

 The World Health Organization (WHO) estimates that at least 261 million people 

require treatment for schistosomiasis. The 78 countries where the disease is endemic are 

distributed between Africa, Asia and South America [2,5]. One of the strategies to combat 

schistosomiasis cited by the World Health Organization is the use of the synthetic 

molluscicide Niclosamide (Bayluscide, Bayer) [6]. However, the use of this substance has 

significant drawbacks: its high toxicity to non-target organisms and the high costs involved in 

its implementation [7,8,9]. Thus, there is the need for an alternative and several studies have 

aimed to identify molluscicides of natural origin to combat vector snails [10,11,12,13]. 

 Lichens are symbiotic associations between mycobiont and photobiont organisms 

[14,15,16]. They are widely distributed around the globe, colonizing a variety of habitats from 

arctic to desert regions [17]. These organisms produce a variety of secondary metabolites 

known as lichenic substances, which are present inside the lichen thallus and sometimes form 

crystals on the surfaces of hyphae and algal cells. These substances may represent up to 30% 

of the dry weight of the stem, in some species [18 19]. These substances are produced by the 

mycobiont body [20], aiming not only to preserve the symbiotic structure, but also protect 

against pathogens and predators, intense UV radiation or oxidative stress [21]. Several studies 

have reported on the extensive biological and ecological potential of lichens and their 

secondary metabolites, such as antimicrobial, antioxidant, cytotoxic [22], antitumor [23], 

antifungal [24] activities. In addition, lichens are considered excellent bioindicators of 

environmental pollution [25]. 

 Lichens produce a variety of metabolites, organized into different classes, such as 

depsides, depsidonas, dibenzofurans, xanthones, benzyl esters, anthraquinone, among others 

[26,27]. Depsides are compounds consisting of two or more phenolic aromatic rings joined by 

an ester linkage. They are mainly found in lichens, but can be isolated from some higher 

plants species [26,28]. Biological activities such as enzyme inhibition [29], antitumor [30] and 

antioxidant activities [31] have been observed in various depsides. Divaricatic acid belongs to 

the class of depsides and is commonly found in lichens of the genus Ramalina, yet is still 

rarely mentioned in the literature and its biological potential has remained unknown. 
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 In this study, divaricatic acid, isolated from the lichen Ramalina aspera, has been 

tested against B. glabrata, a snail vector of schistosomiasis, in its embryonic and adult stages, 

as well as against S. mansoni cercariae. Concomitantly, its environmental toxicity was 

assessed using the microcrustacean Artemia salina. 

 

2. Methodology 

2.1 Collection of lichen material, preparation of ether extract and isolation of divaricatic 

acid. 

 Lichens of the species R. aspera were collected in the city of Limoeiro (Pernambuco, 

Brazil) and kept at room temperature (28 ± 3°C) under dry conditions for further identification 

and preparation of the extracts. Thallus identification was performed by M.Sc. Maria de 

Lourdes Buril and a voucher specimen was deposited at the UFP Herbarium, Department of 

Botany of the Federal University of Pernambuco, Brazil (voucher n° 54299).  Ten grams of 

lichen samples were subjected to successive extractions with diethyl ether in Soxhlet 

apparatus at 40ºC. Subsequently, the solvent was evaporated at 55°C and the extract was kept 

in a desiccator for subsequent isolation of divaricatic acid. 

 Divaricatic acid was isolated by the crystallization method as described by Asahina 

and Shibata [32], with modifications. The ether extract of R. aspera was dissolved in 50 mL 

of chloroform and refluxed in a water bath at 40°C for 15 minutes. The concentrated material 

obtained was maintained at a temperature of ± 4°C for 15 days until forming crystals, which 

were filtered out using a G4 porous bottom funnel. This procedure was repeated until 

obtaining crystals with purity exceeding 95%. 

 

2.2 Chemical analysis 

2.2.1 Thin Layer Chromatography (TLC) and High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) 

 The crystals purified were subjected to rising chromatographic analysis (TLC), 

unidimensional, on silica gel 60 plates (Merk® PF254+366) [33]. The elution system was 

performed in toluene / dioxane / acetic acid (45:12.5:2 - v/v/v) and revelation by spraying 

with 10% sulfuric acid with subsequent heating to 50°C for 5 minutes. Bands were observed 

using UV radiation (254 and 366 nm). To determine the purity of the sample was perform the 

HPLC analysis, using a Hitachi liquid chromatograph, coupled to a UV detector at 254 nm 

and a reversed phase column (RP 18). The sample was injected at a concentration of 1 mg/mL 
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in chloroform (Merk®). The mobile phase consisted of methanol / water / acetic acid 

(80:19.5:0.5 v/v/v) in isocratic system. The flow rate was 1.0 mL min-1 [34]. 

 

2.2.2 
1
H Nuclear Magnetic Resonance (

1
H NMR) and Infrared (IR) 

 To confirm the molecular structure of divaricatic acid, 
1
H NMR was performed using a 

Varian Unity Plus spectrometer at 300 MHz, 26°C, with DMSO-D6 as the solvent. The IR 

analysis was performed using a Bruker spectrophotometer coupled to a Fourier transformer 

(IF model 566) using KBr pellets. The analysis was performed at the Fundamental Chemistry 

Department of the Federal University of Pernambuco - UFPE, Brazil. 

 

2.3 Bioassays 

2.3.1 Source and maintenaince of Biomphalaria glabrata 

 Pigmented adult snails of B. glabrata were used, measuring 10-14 mm of diameter, 

from São Lourenço da Mata, Pernambuco, and maintained for successive generations in the 

Radiobiology Laboratory of the Department of Biophysics and Radiobiology of UFPE. The 

animals were kept in plastic tanks of approximately 20L filtered and dechlorinated water, with 

pH 7.0 and a temperature of about 25 ± 3°C. The animals were fed daily with fresh, organic 

lettuce. 

 

2.3.2 Embryotoxicity test in Biomphalaria glabrata 

 The assay was performed according to the methodology described by Oliveira-Filho 

and Paumgartten [7]. Egg masses were collected from breeding tanks, placed in Petri dishes 

(10 ml) and classified by embryonic stage with the aid of a stereomicroscope (Wild M3B, 

Heerbrugg, Switzerland). Five egg masses containing 100 embryos in the blastula stage were 

selected. The embryos were exposed to divaricatic acid in concentrations ranging from 7.5 to 

20 µg/mL. Divaricatic acid was solubilized in 0.5% DMSO. The embryos were incubated for 

6, 12, 18 and 24 hours and subsequently washed with filtered and dechlorinated water. Eight 

days after exposure, the embryos were analyzed for unviability (malformed embryos or dead). 

The negative control was formed by two groups of embryos exposed to filtered, dechlorinated 

water (Control 1) and 0.5% DMSO solution (Control 2). Niclosamide (Bayluscide, Bayer) 

was used for the positive control, at a concentration of 1 µg/mL. Assays were performed in 

triplicate for each concentration. 
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2.3.3 Lethality test in Biomphalaria glabrata 

 Adult snails of B. glabrata were pre-selected as to their sexual maturity through the 

position of egg masses. Sexually mature snails were separated into groups of 10 specimens 

and kept in containers containing 60 mL of divaricatic acid solution dissolved in 0.5% DMSO 

at concentrations of 2.5, 3.5, 4.5 and 5.5 µg/mL. The snails were incubated for 24 hours and 

subsequently were washed with filtered and dechlorinated water. Eight days after exposure, 

they were analyzed for lethality (absence of body movement, decrease in body weight with 

load ≤ 1/2 of the shell, loss of hemolymph and absence of heartbeat). The negative control 

was formed of two groups of snails exposed to filtered and dechlorinated water (Control 1) 

and 0.5% DMSO solution (Control 2). Niclosamide (Bayluscide, Bayer) was used for the 

positive control, at a concentration of 1 µg/mL. The assay was performed in triplicate. 

2.3.4 Lethality test on Schistosoma mansoni cercariae 

 B. glabrata infected with S. mansoni (Belo Horizonte strain) were exposed to artificial 

light for release of cercariae. A suspension of approximately 100 cercariae was kept in a glass 

container and exposed to divaricatic acid at concentrations of 0.5, 1.0, 10 and 100 µg/mL. The 

divaricatic acid was solubilized in 0.5% DMSO. The negative control was formed of two 

groups exposed to filtered and dechlorinatedwater (Control 1) and 0.5% DMSO solution 

(Control 2). Niclosamide (Bayluscide, Bayer) was used for the positive control, at a 

concentration of 1 µg/mL. The assay was performed in triplicate. The lethality of cercariae 

was observed 15, 30, 60 and 120 minutes after exposure to divaricatic acid with the aid of a 

stereomicroscope (Wild M3B, Heerbrugg, Switzerland). The following criteria were used: 

total elimination of cercariae (+++), elimination higher than 50% of cercariae (++), less than 

50% elimination of cercariae (+) and absence of lethality (-). 

 

2.3.5 Evaluation of environmental toxicity by bioassay with Artemia salina 

 Artemia salina cysts were placed in a beaker containing 500 mL of filtered, natural 

seawater (pH = 8.0) under constant aeration at a temperature of 25°C. After 48 hours, 

hatching of the cysts and release of nauplii were observed. Subsequently, they were placed in 

a tube assay containing 5 mL of divaricatic acid solutions at concentrations of 25, 50, 100, 

200 and 400 µg/mL, in groups of 10 specimens. The negative control comprised two groups 

of A. salina exposed to filtered, natural seawater (Control 1) and a solution of 0.5% DMSO in 

seawater (Control 2). Exposure of A. salina to divaricatic acid was performed for 24 hours 

and, thereafter, mortality was assessed using a stereomicroscope. 
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2.4 Statistical analysis  

 Significant differences were identified using ANOVA followed by the Student-

Newman-Keuls post-test, where p <0.05 was considered significant for all analyses. Statistical 

analyses were performed using GraphPad Prism 5.0 software for Windows (GraphPad 

Software, San Diego, CA, USA). The estimated lethal concentrations for 10, 50 and 90% of 

the specimens (LC10, 50 and 90) were performed by Probit analysis with a 95% confidence 

interval, using the StatPlus® 2009 Professional software (AnalystSoft, Canada). 

 

3. Results 

3.1 Chemical analysis 

 The TLC analysis of the sample after the purification process showed the presence of a 

single band with a retention factor of 0.39, a result consistent with the findings of Huneck and 

Yoshimura, 1996 [34]. Confirmation of substance isolation was performed using HPLC 

(Figure 1), where the crystals showed 97.45% purity and a retention factor of 12.70. The 
1
H 

NMR and IR analyses confirmed the chemical structure of the purified divaricatic acid (Figure 

2), resulting in the following data: 
1
H NMR (DMSO – d6, 300 MHZ) δ: 0.88, 0.91 (2 x 3H, 2 x 

T, J = 8.1 Hz, Me-3’’, Me-3’’’); 1.51 – 1.62 (4H, m, -CH2-2’’, -CH2-2’’’); 2.50, 2.61 (2 x 2H, 

2 x T, J = 8.0 Hz, -CH2-1’’, -CH2-1’’’); 3.33 (1 x 3H, s, MeO-4); 6.35, 6.36 (2 x 1H, 2 x d, J 

= 7.0 Hz, H-3’, H-5’); 6.50, 6.58 (2 x 1H, 2 x d, J = 7.0, H-3, H-5); 10.23 (2 x 1H, s, -C-OH-

2’, -C-OH-2). IR (KBr): 2955, 2872, 1670, 1646, 1609, 1545, 1305, 1284, 1242, 1202, 1155, 

1139 cm
-1

.  

 

3.2 Toxicity in embryos and adult snails of Biomphalaria glabrata exposed to divaricatic 

acid 

 The findings of embryotoxic activity, at different exposure times, of divaricatic acid on 

B. glabrata are described in Table 1. All exposure intervals (6, 12, 18 and 24 hours) showed 

significant values of unviable embryos. In Figure 3, embryonic alterations caused by 

divaricatic acid can be seen. In addition to the observed lethality (Figure 3-C and 3-E), the 

presence of abnormalities was found (shell malformations, hydropic embryos and nonspecific 

malformations) as well as a delay in embryonic development, with several embryos not 

breaking out (Figure 3-B, 3-C, 3-D). 

 Exposure for 24 hours showed the highest unviability, showing significant values 

starting from a concentration of 8µg/mL (p <0.05), reaching 100% unviability at the 15 

µg/mL concentration. At the other exposure times, 100% of unviability was achieved at a 
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concentration of 20 µg/mL. The LC50 for B. glabrata embryos at all tested time intervals are 

shown in Table 2, with values of 13.34, 11.60, 10.54, and 10.29 µg/mL at exposures of 6, 12, 

18 and 24 h, respectively, where a decrease in LC50 is observed as the exposure time is 

increased. 

 The molluscicidal effect on adult snails is shown in Figure 4, where significant 

mortality was observed at all tested concentrations. The results were 26.66% (p <0.5), 40% (p 

<0.01), 76.66% (p <0.001) and 100% (p <0.001) for the concentrations of 2.5, 3.5, 4.5 and 5.5 

µg/mL, respectively. The lethal concentrations obtained were 1.68, 3.58 and 5.49 µg/mL for 

the LC10, LC50 and LC90, respectively. 

 

3.2 Activity of divaricatic acid on Schistosoma mansoni cercariae 

 Table 3 shows the mortality of cercariae exposed to divaricatic acid in relation to 

exposure time. Lethal effects started after 60 min of exposure at a concentration of 0.5 µg/mL, 

reaching 100% of mortality at 15 and 30 min at concentrations of 100 and 10 µg/mL, 

respectively. At these concentrations, it was possible to observe separation of tail and body of 

cercariae, as shown in Figure 5 (B - C). Also, changes in cercariae motility were observed at 

all concentrations, with atypical movement, such as slow rotation and vibration, rotation on its 

own axis, a type of creeping dislocation and contraction of the cercariae body with varying 

intensity. These observations were dependent on exposure time and concentration. The 

cercariae of control groups 1 and 2 had normal movements of swimming by rotation and 

vibration, with preservation of the body and tail (Figure 5-A). Cercariae exposed to 

Niclosamide showed 100% lethality after just one minute of exposure (Figure 5-D). 

 In Figure 6, the graph displays the mortality of exposed cercariae to divaricatic acid at 

the end of exposure time (120 minutes), in which it is observed that all concentrations showed 

significant mortality compared with control 2, with values of 23.33% (p <0.01) 56% (p 

<0.001) 70% (p <0.001), 100% (p <0.001) and 100% (p <0.001) at the concentrations of 0.5, 

1, 5, 10 and 100 µg/mL, respectively, exhibiting an LC50 of 0.89 µg/mL. 

 

3.3 Environmental toxicity of divaricatic acid 

 The evaluation of environmental toxicity of divaricatic acid using the A. salina 

bioassay (Table 4) showed low toxicity at all concentrations tested. Among which, only the 

concentration of 400 µg/mL showed statistically significant results in relation to control 2 (p 

<0.001). 
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4. Discussion 

 Although there have been no reports of molluscicidal activity in the lichen genus 

Ramalina or its metabolites, several biological activities of this genus are reported in the 

literature, as well as their derivatives in different organisms. The hexane extract of lichen R. 

roesleri Nyl has shown high antimicrobial activity against Staphylococcus aureus and 

Streptococcus mutans [35]. The antiviral activity of R. farinacea on the respiratory syncytial 

and herpes simplex viruses has been observed by Esimone et al. [36]. Similar results have 

been obtained by Lai et al. [37], who studied the antiviral activity of phenolic compounds 

derived from R. farinacea and confirmed its inhibitory effects on the respiratory syncytial 

virus. Antioxidant activity of Ramalin, a non-toxic, antioxidant compound extracted from R. 

terebrata, has been shown [38], where elimination of free radicals has been observed at higher 

rates than with commercial antioxidants. Bézivin et al. [39] have demonstrated the antitumor 

activity of R. cuspidata on different cancer cell lines, while Byeon et al. [40] have evaluated 

the anti-inflammatory activity of the compound Stereocalpin A isolated from R. terebrata. 

 According to the World Health Organization (1983), molluscicidal activity of an 

isolated plant compound is recognized when it causes 90% mortality at concentrations equal 

to or below 20 µg/mL in 24 hours of exposure [41]. The results in Table 1 show that 

divaricatic acid falls within the parameters established by the WHO, showing embryotoxic 

activity above 90% against B. glabrata embryos from a concentration of 15 µg/mL at 

exposures of 24, 18 and 12 hours and from 20 µg/mL at 6 hours of exposure. Similar results 

were observed with lichen salt, potassium usnate, which presented embryotoxic effects, 

showing 100% lethality against B. glabrata embryos at a concentration of 10 µg/mL [42]. 

Another study has found similar results following embryotoxic evaluation of an amide 

derivative, pirplatine, of Piper tuberculatum, which showed 100% embryotoxic activity 

against B. glabrata embryos at a concentration of 20 µg/mL [5]. Lima et al. [43] have 

obtained significant results when testing lapachol, isolapachol and their salts against B. 

glabrata embryos, where lapachol salt had the greatest LC50 at 2,448 µg/mL. Other natural 

compounds such as Microgramma vacciniifolia lectin and the CH2Cl2 fraction of Liagora 

farinosa extract had low activity compared to other compounds [10,44]. The malformations 

shown in Figure 1 have also been observed in B. glabrata embryos in other, similar studies 

[10,45,46]. 

 The evaluation of molluscicidal activity of divaricatic acid on adult B. glabrata snails, 

shown in Figure 4, revealed significant results with 100% mortality of specimens at low 

concentration (5.5 µg/mL) when compared to other studies reported in the literature 

[13,47,11]. Mechanisms of action of various molluscicides are not well established, but some 

studies have reported on changes in the digestive system of snails, with possible changes in 

the dimensions of cells, apical membrane rupture, vacuolization, cytoplasmic fragmentation 
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and degeneration of tissues [48,49]. Changes in the reproductive system [48,49] and in the 

tegument [50] have also been reported. 

 A single miracidium after penetrating a snail can lead through asexual reproduction to 

the formation of a sporocyst, containing thousands of cercariae [3], which are released into the 

water under specific endogenous and environmental conditions [51]. Thus, it is interesting to 

note the relationship between the concentrations that presented molluscicidal activity against 

adult B. glabrata snails and cercaricide of S. mansoni in this work, emphasizing the 

importance of molluscicides that have biological activity concomitantly against these two 

species. Divaricatic acid, as shown in Table 3, is lethal to 100% of cercariae at a concentration 

of 10 µg/mL, in 30 min, contributing to the elimination of the vector snail and parasite that 

causes schistosomiasis at the same concentration. No data on cercaricide activity using lichen 

metabolites has been found in the literature, however other plant products have shown similar 

activity [43], where molluscicidal and cercaricide activity of lapachol and isolapachol salt 

were effective at low concentrations. However, the in vitro efficacy of the essential oil 

extracted from Piper cubeba L. against S. mansoni cercariae showed activity at higher 

concentrations, reaching 200 µg/mL [52], showing that the data for divaricatic acid obtained 

in this work indicated more efficient molluscicide activity. 

 Environmental toxicity tests are commonly performed using a model organism such as 

fish and invertebrates. Among these organisms, A. salina stands out, with its use reported in 

several studies [53,54,55]. The toxicity of extracts of R. farinacea on A. salina were 

evaluated, and low LC50 values were observed for ethanol, chloroform and n-hexane extracts, 

which ranged from 6.0 to 11.3 µg/mL. Only the aqueous extract of R. farinacea had a high 

LC50, at 206.9 µg/mL [56].  Martins et al. [42], when conducting a bioassay with A. salina to 

test the lichen salt, potassium usnate, obtained significant values of mortality at concentrations 

between 5 and 10 µg/mL, showing potassium usnate is safe to use at low concentrations. The 

data obtained suggest that divaricatic acid had no significant environmental toxicity (Table 4), 

and can be used without appreciable environmental damage up to a concentration of 400 

µg/mL. 

 

5. Conclusion 

 The results of this study are relevant for the control of schistosomiasis, as divaricatic 

acid has been shown to be a biological tool of high potential in combating the parasite vector 

in its embryonic and adult stages, as well as being effective against the cercarial form of the 

causative agent of the disease, while not being environmentally toxic. In this sense, future 

studies should be conducted in order to evaluate the courses of action for this lichen substance 

and the use of testing in the field. 
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FIGURES 

 

Figure 1 - Spectrum of HPLC of divaricatic acid obtained from Ramalina aspera. 

  

 

 

 

 

 

Figure 2 - Chemical structure of divaricatic acid. 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 - (40X magnification) - Abnormalities resulting from exposure of Biomphalaria 

glabrata embryos to divaricatic acid. 

 

 

 

 

A-1 - Normal Embryo (Control 1 - filtered and dechlorinated water). B-2 - shell malformation 

(11.5 µg/mL / 18h). C-3 – nonspecific anomaly; 4 – hydropic embryo; 5 - dead embryo (9.5 

µg/mL / 24h). D-6 - embryonic development delay (12 µg/mL / 6h). E-5 - dead embryo 

(Niclosamide - 1 µg/mL / 6h). 

Divaricatic acid – RT: 12.70 
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Figure 4 - Mortality of Biomphalaria glabrata adult snails exposed to divaricatic acid. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Control 1 (C1): filtered and dechlorinated water. Control 2 (C2): 0.5% DMSO in filtered and 

dechlorinated water. NCL: Niclosamide at a concentration of 1 µg/mL. Significant results 

were compared with control 2. * p <0.05. ** p <0.01. *** p <0.001. 

 

 

 

Figure 5 – (40X Magnification) Schistosoma mansoni cercariae exposed to divaricatic acid. 

 

 

 

 

 

Schistosoma mansoni cercariae - In A, exposed to 0.5% DMSO in filtered and dechlorinated 

water showing the preservation of the body and tail. In B, exposed for 15 min at 100 µg/mL of 

divaricatic acid, showing the separation of body (red arrow) and tail (blue arrow). In C, 

exposed for 30 min at 10 µg/mL divaricatic acid. In D, dead cercariae exposed to 1µg/mL of 

Niclosamide, presenting a contorted appearance. 



81 
 
 

 

 

Figure 6 – Mortality of Schistosoma mansoni cercariae exposed to divaricatic acid for 120 

minutes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Control 1 (C1): filtered and dechlorinated water. Control 2 (C2): 0.5% DMSO in filtered and 

dechlorinated water. NCL: Niclosamide at a concentration of 1 µg/mL. Significant results 

were compared with control 2. * p <0.05. ** p <0.01. *** p <0.001 
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TABLES 

 

Table 1 - Unviability of Biomphalaria glabrata embryos subjected to divaricatic acid at 

different exposure times (6, 12, 18 and 24 hours). 

Unviability by Exposure Period 

Experimental 

groups (µg/mL) 

6 hours 

± SD 

12 hours 

± SD 

18 hours 

± SD 

24 hours 

± SD 

Control 1 1.33 ± 1.15 1 0.6 ± 0.57 1 

Control 2 3.33 ± 1.52 2.33 ± 0.57 3 ± 2.64 2 ± 1.7 

Niclosamide 100 100 100 100 

Dicaricatic acid     

7.5 0.6 ± 0.57 6.33 ± 1.52 6.33 ± 4.04 10.66 ± 7.3 

8.0 1 9.66 ± 4.61 19.66 ± 3.51 31.33a ± 19.0 

8.5 1.66 ± 0.57 11 ± 1.0 32.66
c
 ± 5.77 33.66

a
 ± 28.5 

9.5 1.66 ± 2.08 18
a
 ± 6.92 35

c
 ± 8.88 39.33

b
 ± 8.0 

10 8.33 ± 3.05 25.66
b
 ± 8.38 39.66

c
 ± 4.50 47.33

c
 ± 16.2 

10.5 10.33 ± 6.02 36.66
c
 ± 11.68 49

c
 ± 11.53 60.66

c 
± 9.0 

11 15
a
 ± 4.35 44.66

c
 ± 9.01 55.33

c
 ± 9.07 67.66

c
 ± 17.1 

11.5 19.33
b
 ± 3.78 45.66

c
 ± 4.93 67.33

c
 ± 12.01 72.66

c
 ± 6.8 

12 25.66
c
 ± 4.04 66.66

c
 ± 12.42 75

c
 ± 17.44 84

c
 ± 15.3 

15 81.66
c
 ± 14.29 94

c 
± 5.19 96

c
 ± 6.24 100

c
 

20 100
c
 100

c
 100

c
 100

c
 

 

Control 1: filtered and dechlorinated water. Control 2: 0.5% DMSO in filtered and 

dechlorinated water. Niclosamide at a concentration of 1 µg/mL. Significant results were 

compared with control 2. The significance levels are expressed by a (p <0.05), b (p <0.01) and 

c (p <0.001) 

 

Table 2 - Lethal concentration (LC) for adult snails and Biomphalaria glabrata embryos 

exposed to divaricatic acid. 

Exposure Time Concentration (µg/mL) 

 LC10 LC50 LC90 

Embryos 

06 hours 10.29 13.34 16.39 

12 hours 8.23 11.60 14.96 

18 hours       6.95 10.54 14.12 

24 hours 6.02 10.29  13.29 

Adult Snails 

24 hours 1.68 3.58 5.49 
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Table 3 – Cercariae mortality after exposure to divaricatic acid in relation to exposure time. 

 

Control 1: filtered and dechlorinated water. Control 2: 0.5% DMSO in filtered and 

dechlorinated water. Niclosamide at a concentration of 1 µg/mL. Total elimination of 

cercariae (+++), elimination higher than 50% of cercariae (++), less than 50% elimination of 

cercariae (+) and absence of lethality (-).   

 

Table 4 - Lethality of divaticatic acid on Artemia salina. 

Experimental groups 

 (µg/mL) 

(%) 

Control 1 0 

Control 2 2.5 

25 0 

50 5 

100 7.5 

200 15 

400   30
a
 

Control 1 (C1): filtered seawater. Control 2 (C2): 0.5%  DMSO in seawater. Significant 

results were compared with control 2. a = p <0.001. 

 

 

 

 

Experimental groups (µg/mL) Exposure time (minutes) 

15  30  60  120  

Control 1 - - - - 

Control 2 - - - - 

Niclosamide +++ +++ +++ +++ 

Divaricatic acid     

0.5 - - + + 

1.0 - - + ++ 

5 - + + ++ 

10 + +++ +++ +++ 

100 +++ +++ +++ +++ 
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5  CONCLUSÕES 

 

 Através da metodologia utilizada, o ácido divaricático foi purificado de forma eficaz 

(97% de pureza); 

 O ácido divaricático demonstrou elevada toxicidade sobre caramujos adultos da 

espécie Biomphalaria glabrata, apresentando 100% de letalidade na concentração de 

5,5 µg/mL; 

 O potencial embriotóxico do ácido divaricático foi comprovado. Além da letalidade 

sobre os embriões, causou malformações de concha, embriões hidrópicos, retardo do 

desenvolvimento embrionário e malformações inespecíficas;  

 A atividade cercaricida do ácido divaricático foi observada na concentração de 10 

µg/mL em 30 minutos de exposição.  Nas concentrações subletais, as cercárias 

apresentaram alterações de motilidade de características variadas, sugerindo um menor 

potencial de penetração; 

 Através do bioensaio com Artemia salina, a seletividade do ácido divaricático foi 

confirmada, sendo seu uso ambientalmente seguro até a concentração de 200 µg/mL; 

 Todos os resultados foram compatíveis com as exigências estabelecidas pela 

Organização Mundial de Saúde para o uso seguro de substâncias moluscicidas de 

origem natural. 
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6  ANEXOS 

 

ANEXO 1  

 

Normas de submissão da BBA – General Subjects 

 

Guide for Authors 
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ANEXO 2 

Análises químicas: Infravermelho 
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ANEXO 3  

Análises químicas: Ressonância Magnética Nuclear de Prótons 
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ANEXO 4 

Resumos enviados a eventos científicos 
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EVALUATION OF EMBRYOTOXIC AND CYTOTOXIC EFFECTS OF 

DIVARICATIC ACID EXTRACTED FROM Ramalina sp. ON SNAILS Biomphalaria 

glabrata (SAY, 1818) AND Artemia salina 
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INTRODUCTION: Schistosomiasis, parasitic disease caused by Schistosoma mansoni, is 

considered a serious public health problem, being endemic in 47% of municipalities in 

Pernambuco. One of the alternatives to combat the disease is the elimination of 

schistosomiasis vector , the snail Biomphalaria glabrata. Lichens and their secondary 

metabolites are described in the literature as having various biological activities such as anti-

inflammatory, anti-asthmatic, antibacterial and antifungal activities. OBJECTIVE: To 

evaluate the toxicity of divaricatic acid on embryos of B. glabrata and  cytotoxic activity by 

A. salina bioassay. MATERIAL AND METHODS: For the assay with A. salina, the 

divaricatic acid was diluted in seawater at concentrations of 25, 100, 200 and 400 µg / mL and 

the solution placed in test tubes with 10 artemias each. After 24 hours of exposure, was found 

the number of live and dead individuals. The test was performed in quadruplicate. For the 

assay with B. glabrata embryos, approximately 100 embryos were divided into petri dishes 

and subjected to divaricatic acid diluted in distilled water at concentrations of 2.5, 5, 10 and 

25 µg / ml for 24 hours and observed until hatching of egg masses and classified as normal 

(viable), malformed and dead (non-viable). The test was performed in triplicate. The statistical 

test used was ANOVA with p <0.05. RESULTS AND DISCUSSION: To test the A. salina, 

the divaricatic acid was 0%, 7.5%, 15% and 30% mortality at concentrations of 25, 100, 200 

and 400 µg / mL, respectively. For embryotoxicity testing, the results were 4%, 6.6%, 43.33% 

and 100% for concentrations of  2.5, 5, 10 and 25 µg / ml, respectively. CONCLUSION: It 

can be concluded that the divaricatic acid showed effectiveness in the elimination of embryos 

of B. glabrata, as well as low cytotoxicity assay using the A. salina. 
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POSSÍVEL AGENTE MOLUSCICIDA DA ESPÉCIE Biomphalaria glabrata: 

ATIVIDADE DO ÁCIDO DIVARICÁTICO. 
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Caramujos da espécie Biomphalaria glabrata são conhecidos por serem hospedeiros 

intermediários da esquistossomose mansônica. Doença endêmica em vários países da América 

do Sul, inclusive no Brasil, sendo considerada um grave problema de saúde pública. Uma das 

alternativas para combater a doença é o controle populacional dos moluscos vetores desta 

patologia. Nesse sentido, a niclosamida vem sendo utilizada como moluscicida. Entretanto, 

por ser um produto sintético, possui custo elevado e apresenta alta toxicidade ao meio 

ambiente. A busca de um substituto eficiente, de baixos custo e toxicidade tem sido 

investigada entre diversos produtos naturais. O ácido divaricático, metabólito secundário 

originário do líquen Ramalina sp. tem apresentado um potencial biotecnológico adequado a 

aplicações moluscicidas. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade 

moluscicida do ácido divaricático sobre B. glabrata e seus embriões. Para o bioensaio com 

caramujos adultos, 10 exemplares com diâmetro de 10-14mm  foram acondicionados em 

recipientes com capacidade de 60 mL e expostos ao ácido divaricático nas concentrações de 

2,5; 3,5; 4,5 e 5,5 µg/ml durante 24 horas e observados por 8 dias. Para a embriotoxicidade, 

100 embriões de B. glabrata no estágio de blástula, foram colocados em placas de petri e 

expostos ao ácido divaricático nas concentrações de 5, 10, 15 e 20 µg/ml, durante 12 e 24 

horas e observados por 8 dias consecutivos.  Os ensaios foram realizados em triplicata e a 

analise estatística foi realizada por meio do teste ANOVA e o Student-Newman Keuls com 

p<0,05. Os caramujos adultos expostos ao ácido divaricático apresentaram 26.66%, 40%, 

76.66% e 100% de mortalidade para as concentrações de 2,5; 3,5; 4,5 e 5,5 µg/ml, 

respectivamente. Para o teste de embriotoxicidade com 12h a inviabilidade dos embriões foi 

de 0%, 25.66%, 94% e 100% e após 24h foi 6.66%, 47.33%, 100% e 100% para as 

concentrações de 5, 10, 15 e 20 µg/ml, respectivamente. O ácido divaricático apresentou 

eficiência na eliminação de embriões em fase de blástula, bem como de caramujos adultos de 

B. glabrata em baixas concentrações conforme o preconizado pela OMS.  

Apoio: CNPq e PROPESQ-UFPE. 

 


