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RESUMO

A esquistossomose, doenca infecciosa parasitaria, € causada por vermes do género
Schistosoma, sendo o S. mansoni a espécie comumente encontrada na Africa, Caribe e
América do Sul. Possuem como hospedeiros intermedidrios planorbideos do género
Biomphalaria, que liberam cercarias que podem infectar os mamiferos, causando a
esquistossomose. A Organizacdo Mundial de Saide (OMS) estima que 261 milhdes de
pessoas estejam infectadas. Um dos métodos para o combate desta patologia € o controle
populacional de caramujos utilizando moluscicidas. A niclosamida, moluscicida sintético, é
recomendada pela OMS, porém sua utilizacdo tem originado problemas devido a baixa
seletividade, elevada toxicidade, alto custo e resisténcia dos caramujos. Por esta razdo,
estudos que visam o estabelecimento de moluscicidas de origem natural tem sido incentivada.
Liquens, organismos simbidticos, produzem diversos metabolitos secundarios fendlicos,
dentre estes estd o acido divaricatico (DIV), para-depsideo com potencial biolégico ainda
pouco estudado. No presente estudo, o DIV, isolado de Ramalina aspera, foi testado sobre
Biomphalaria glabrata, vetor da esquistossomose, em sua fase embrionaria e adulta, assim
como sobre cercarias de S. mansoni. Concomitantemente, foi avaliada sua toxicidade
ambiental, utilizando o microcrustaceo Artemia salina. Para a obtengdo do DIV, foi realizada
a extracdo etérea de liquens da espécie R. aspera. Do extrato etéreo obtido, foi feita a
purificacdo do DIV, sendo a pureza deste confirmada através de cromatografia de camada
delgada, cromatografia liquida de alta eficiéncia, infravermelho e ressonancia magnética
nuclear de protons. Para a verificacdo da atividade moluscicida do DIV foram utilizados
caramujos adultos pigmentados da espécie B. glabrata e embriGes em fase de blastula. Os
animais adultos foram expostos as concentrac@es de 2.5, 3.5, 4.5 e 5.5 pg/mL por 24 horas e
os embrides as concentracdes de 7,5; 8; 8,5; 9,5; 10; 10,5; 11; 11,5; 12; 15 e 20 pg/mL nos
tempos de 6, 12, 18 e 24 horas. A analise da atividade cercaricida foi realizada por meio da
exposicao de cercarias (cepa Belo Horizonte) ao DIV nas concentracdes de 0.5, 1, 5, 10 e 100
pg/mL, sendo estas avaliadas nos tempos de 15, 30, 60 e 120 minutos. A toxicidade ambiental
sobre A. salina foi verificada por exposicdo dos nauplios as concentragdes de 25, 50, 100, 200
e 400 pg/mL por 24 horas. Ao final das analises, pdde-se observar que o DIV purificado
mostrou-se eficiente na eliminagdo dos caramujos adultos e embrides de B. glabrata,
apresentando 100% de letalidade em 5.5 pg/mL e 15 pg/mL em 24 horas, respectivamente. Ja
para a atividade cercaricida, a concentracdo necessaria para 100% de eficacia foi 10 pg/mL.
De acordo com os resultados de toxicidade ambiental, a utilizacdo do DIV € segura até a
concentracdo de 200 pg/mL, ndo mostrando valores de mortalidade significativos
estatisticamente. Os resultados deste estudo se mostraram eficientes para o controle da
esquistossomose, ja que o DIV apresentou-se como uma ferramenta de elevado potencial
bioldgico no combate ao vetor da parasitose, dentro das faixas preconizadas pela OMS, tanto
em sua fase embrionaria quanto em fase adulta. Também mostrando eficécia sobre a forma
cercariana do parasito, sendo atoxica ambientalmente.

Palavras-chave: Biomphalaria, Schistosoma mansoni, liquens.



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 pg/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 pg/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 pg/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 pg/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 pg/mL and 15 pg/mL in 24 hours,
respectively. As for the cercaricide activity, the concentration required for 100% efficacy was
10 pg/mL. According to the results of environmental toxicity, the use of the DIV is safe even
the concentration of 200 pg/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.



1 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 A Esquistossomose, uma doenga tropical negligenciada.

A esquistossomose, também popularmente conhecida como bilharziase, € uma doenca
parasitaria causada por vermes trematédeos do género Schistosoma (COLLEY et al., 2014;
NEVES, 2005). Trés espécies de Schistosoma sdo majoritariamente responsaveis pelas
infeccBes, estando distribuidas globalmente da seguinte forma: S. haematobium (Africa
Subsaariana), S. japonicum (Republica da China, Indonésia e Filipinas) e S. mansoni
(principalmente na Africa Subsaariana, Brasil e llhas do Caribe) (GRIMES et al., 2015).

A esquistossomose se enquadra na lista das Doencas Tropicais Negligenciadas (NTD —
Neglected Tropical Disease) estabelecida pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS), sendo
estas um grupo diversificado de doencas que prevalecem em condicGes tropicais e
subtropicais em 149 paises, afetando mais de 1 bilhdo de pessoas (WHO, 2009). Vérias das
principais NTDs do mundo ocorrem no Brasil. O nimero de pessoas afetadas por estas
enfermidades s@o mais elevadas em regides de maior pobreza, existindo uma relagdo direta
entre a prevaléncia destas doencas e o indice de desenvolvimento humano (IDH) (LINDOSO;
LINDOSO, 2009).

Pesquisas voltadas para o estudo e controle das Doencas Negligenciadas sdo
incentivadas por centros de estudos publicos e privados, porém a producdo cientifica
dificilmente é revertida em avangos terapéuticos como novos farmacos, métodos de
diagndstico e vacinas. A principal razdo apontada para o déficit terapéutico neste campo é o
baixo interesse da industria farmacéutica, ja que sendo doencas endémicas em populacdes de
baixa renda, em sua maioria, em paises em desenvolvimento, o potencial de retorno lucrativo
para essas industrias seria minimo (MINISTERIO DA SAUDE, 2010; VIRMOND, 2010).

As doencas tropicais negligenciadas, em destaque a esquistossomose, incapacitam e
desfiguram os individuos acometidos. Registradas ha anos, carregam um estigma social
significativo, resultando muitas vezes em isolamento, levando-os a evitar a busca por
tratamento médico. Possuem relevante impacto social, ja que afetam individuos em faixa
etaria produtiva e prejudicam o crescimento infantil, interferindo na construcdo cognitiva e,
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consequentemente, a capacidade de crescimento e desenvolvimento social das futuras
geracOes (KEALEY, 2010).

1.2 Epidemiologia da Esquistossomose

A esquistossomose € uma doenga presente em populagdes humanas ha milhares de
anos. Em andlises de mumias egipcias, foram encontradas lesdes tipicas e antigenos do
parasito. Sendo o homem o principal hospedeiro do trematédeo S. mansoni, supde-se que esta
relacdo parasito/hospedeiro date de tempos ainda remotos (NEVES, 2005). Mundialmente,
cerca de 261 milhdes de individuos encontram-se infectados com trematddeos do género
Schistosoma, estando, aproximadamente, 120 milhdes apresentando os sintomas da doenca e
20 milhdes em situacdo grave (WHO, 2015; LEONARDO et al., 2012; TLAMCANI; ER-
RAMI, 2014).

Figura 1 — Distribui¢do mundial da esquistossomose.
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Fonte: FERRARI; MOREIRA, 2011.

De todos 0s 76 paises em que a esquistossomose é endémica, 46 estdo na Africa,
respondendo por 97% de todas as infeccGes e por 87% da populagdo sob o risco de contrai-la
(STEINMANN et al., 2006; TLAMCANI; ER-RAMI, 2014). Um estudo epidemioldgico
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realizado na Etidpia revelou que 73.9% de prevaléncia da doenca no pais, com muitos dos
casos apresentando hepatomegalia, esplenomegalia e fibrose periportal. Um total de 29
milhGes de pessoas estdo infectadas na Nigéria, 19 milhdes na Tanzénia, 15 milhdes na
Republica Democratica do Congo e em Gana, enquanto Mogcambique apresenta 13 milhGes de
individuos infectados com o Schistosoma (ADENOWO et al., 2015).

A esquistossomose foi erradicada, com sucesso, no Japdo e Tunisia. O Marrocos e
alguns paises caribenhos tem feito progressos significativos no controle da doenca, enquanto o
Brasil, China e Egito caminham na busca de alternativas para o controle da doenca
(ADENOWO et al., 2015). Desde 1950, a China desenvolve um eficiente programa de
controle da esquistossomose, onde o foco se volta para a eliminacdo de caramujos infectados.
Dos 454 municipios endémicos, 274 erradicaram completamente a ocorréncia de transmissado
(XU et al., 2015).

A descoberta da presenca de focos de transmissdo de esquistossomose na Europa €
recente. Um surto de esquistossomose urogenital foi descrito, atingindo a Franga, Alemanha e
Italia, acreditando-se que a infeccdo tenha se iniciado em Cdrsega, em um rio ao norte de
Porto-Vecchio, um destino turistico popular. Provavelmente, a chegada da esquistossomose
nestes paises esta relacionada com migracao de pessoas infectadas de regides endémicas da
Africa, para a Europa, ja que o parasita, 0 S. haematobium, tem distribuicdo exclusiva em
paises da Africa (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 transmissdo no continente americano
sdo encontrados na Coldémbia, Venezuela, Porto Rico, Republica Dominicana, Santa LUcia,
Guadalupe, Martinica, St. Kitts, Suriname, Montserrat, Haiti e San Martin (GOVERNO DE
SAO PAULO, 2007; CARDIM, 2010; NOYA et al., 2015).

A chegada da esquistossomose no Brasil se deu pela imigracdo de escravos africanos
infectados, e a presenca de hospedeiros intermediarios do ciclo do S. mansoni permitiram a
instalagdo da doencga no pais. Os focos primarios da doenca se deram na regido canavieira
nordestina. A partir dai, com os movimentos migratérios (ciclo do ouro, ciclo da borracha,
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ciclo do café e industrializagdo), a esquistossomose se expandiu para outras regiées do pais
(NEVES, 2005). A esquistossomose, h& anos atrés, tinha predominéncia rural, porém
movimentos populacionais de zonas endémicas e a expansdo natural dos habitats dos vetores
resultou no aparecimento de focos endémicos em regides urbanas (BLANTON et al., 2015;
BARBOSA et al., 2011).

A esquistossomose tem uma extensa &rea com focos de transmissdo, abrangendo 19
Unidades Federadas brasileiras e se concentrando nas regides sudeste e nordeste (Figura 2).
As é&reas de transmissdo estdo diretamente ligadas a presenca de caramujos do género
Biomphalaria, sendo as mais afetadas caracterizadas por condi¢cdes sanitarias precarias,
pobreza e baixa escolaridade da populacdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). The Global
Burden of Disease Study 2010 indicou que a esquistossomose é a 1002 causa de mortalidade
no Brasil, representando 3,6% das estimativas globais (NASCIMENTO; OLIVEIRA, 2013).

Figura 2 — Distribuicdo da esquistossomose no Brasil.
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Fonte: MINISTERIO DA SAUDE, 2014,
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Hoje, no Brasil, a esquistossomose apresenta sua distribuicdo em terras continuas e
contiguas, em quase toda a costa litordnea desde o Rio Grande do Norte até o Sul do pais, se
interiorizando alcancando Minas Gerais, no Sudeste, acompanhando varias bacias
hidrograficas importantes nessas regides. Sendo assim, encontram-se focos da doenca nos
Estados do Ceara, Pernambuco, Paraiba, Alagoas, Sergipe, Bahia, Piaui, Maranhdo, Para,
Rondbénia, Goias, Distrito Federal, Espirito Santo, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais,
Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

O Nordeste do pais concentra 0s maiores numeros em prevaléncia da doenga,
observando-se, em varios Estados, um aumento de casos de esquistossomose. O estado de
Pernambuco se destaca por possuir uma das mais altas prevaléncias humanas, ocupando o 3°
lugar da Regido Nordeste, com concentragdo na Zona da Mata Sul e Norte, onde a taxa de
prevaléncia supera os 25%. E endémica em 93 dos 185 municipios pernambucanos e
pesquisas recentes apontam para uma expansdo da endemia no Estado de Pernambuco
(FAVRE et al., 2001; COURA; AMARAL, 2004; SILVA; DOMINGUES, 2011). A expansdo
da doenca para o litoral e para a regido metropolitana da capital pernambucana é mantida pelo
movimento populacional de trabalhadores rurais infectados para as periferias dos grandes

centros urbanos e polos turisticos litoraneos (BARBOSA et al., 2008).

1.3 Biologia e ciclo biol6gico de Schistosoma mansoni.

A descoberta do parasito causador da esquistossomose foi feita pelo cirurgido aleméo
Theodor Bilhaz, enquanto trabalhava na Escola de Medicina Kasr-EI-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 Organizacdo Mundial de Salde 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
autossdmicos e um par de cromossomos sexuais (ZW fémea e ZZ macho) (BERRIMAN et al.,
2009). Posteriormente, o sequenciamento do DNA mitocondrial fundamentou a classificagéo
das 21 espécies de Schistosoma encontradas (YOUNG et al., 2012).
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A familia Schistosomatidae é representada por vermes tremat6deos que parasitam
mamiferos, crocodilianos e aves, tendo como habitat o sistema venoso destes animais
(MORAND; MULLER-GRAF, 2000). Algumas caracteristicas tornam o género Schistosoma
diferenciado, quando comparado com os demais trematddeos: as fases larvais deste género
completam parte de seu desenvolvimento em gastropodes de &gua doce, apresentam sexos
distintos (didicos), eliminam ovos ndo operculados com um espinho lateral, os quais s&o
embrionados e apresentam uma fase de desenvolvimento infectante para o hospedeiro
definitivo (cercarias) (SILVA; NEVES; GOMES, 2008).

O S. mansoni apresenta um complexo ciclo biolégico (Figura 3), demonstrando uma
excelente capacidade adaptativa a0 meio ambiente e aos seus hospedeiros intermediarios 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 penetracdo de cercarias (segunda fase
larval do parasito) através da pele e mucosas do hospedeiro definitivo, o qual entrou em
contato com cole¢6es aquaticas contaminadas (BARSOUM; ESMAT; EL-BAZ, 2013).

Figura 3 — Ciclo bioldgico de Schistosoma sp.

Eggs of 8. mansoni and 5. japomnicum
trapped in liver (1) and spleen (2)
causing hepatosplenomegaly

Adult worms in copula
in mesenteric veins
around intestines (4)

and urinary bladder (3)
and urinary adder Egpps of 8. haemartobium trapped in

urinary bladder (3) wall

Egg enclosing
miricidia pass
with excretory
wastes into
water

Miracidiom hatches L{

penetrates snails

Penetrates f
skin /

Cercaria released
into water

4 Two or more generations
of sporocysts in snail

Fonte: BARSOUM; ESMAT; EL-BAZ, 2013.
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O periodo de maior infectividade das cercarias ocorre nas primeiras oito horas apés a
sua liberacdo no meio aquético pelos caramujos, porém podem permanecer ativas, em
condicdes favoraveis, por até 48 horas (NEVES, 2005). Durante o processo de penetracdo, as
cercarias se fixam na pele ou mucosas do hospedeiro com o auxilio de suas duas ventosas
(oral e ventral) e da liberagdo de uma substancia mucoprotéica secretada por suas glandulas
acetabulares. Ao atingir os capilares subcutaneos, o parasito perde a cauda bifida, se
transformando em esquistossdmulo, sendo levado pela corrente sanguinea ao lado direito do
coracdo e, consequentemente, alcancando os capilares pulmonares (BARSOUM; ESMAT,;
EL-BAZ, 2013).

Apbs atingir os pulmdes, os esquistossdbmulos migram para o sistema porta, podendo
seguir este percurso por duas vias: (1) na via sanguinea, comumente mais aceita e de maior
importancia, os esquistossdbmulos saem das arteriolas pulmonares e dos capilares alveolares,
ganhando a pequena circulacdo e chegando ao lado esquerdo do coracdo. Ganham a grande
circulacdo através do fluxo aortico e chegam até o sistema porta intra-hepatico e ali se fixam.
Ja pela (2) via transtissular, os esquistossbmulos saem dos alvéolos pulmonares através da
penetracdo do parénquima pulmonar, pleura e diafragma, alcangando a cavidade peritoneal e
perfurando a capsula e paréngquima hepatico, chegando ao sistema porta intra-hepatico
(NEVES, 2005).

Chegando a maturidade em, aproximadamente, 25-28 dias ap6s a infeccdo, os
esquistossdbmulos se diferenciam em machos e fémeas, os quais vivem em coOpula quase
continua. As fémeas realizam a postura dos ovos na veia mesentérica inferior e,
aproximadamente, 400 ovos sdo postos por dia a nivel de submucosa, demorando cerca de 8
dias para se tornarem maduros (formacdo completa do miracidio). Os ovos podem ser
observados 42 dias apés a infeccdo, nas fezes do hospedeiro (NEVES, 2005; BARSOUM,;
ESMAT; EL-BAZ, 2013).

A fase assexuada do ciclo de bioldgico de S. mansoni se inicia com o contato dos ovos
eliminados pelo hospedeiro infectado e a agua doce. Havendo a eclosdo dos ovos, em
condicBes ambientais favoraveis de temperatura, luminosidade e oxigenagdo, miracidios serdo
liberados no meio, infectando os caramujos (hospedeiros intermediarios). A capacidade do
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miracidio em penetrar o caramujo se limita a, aproximadamente, 8 horas ap0s a sua ecloséo.
Neste periodo, a acdo em conjunto dos intensos movimentos miracidianos e de enzimas
proteoliticas liberadas por sua glandula de penetracdo, permitem ao miracidio ultrapassar 0s
tecidos do caramujo. Apos 48 horas da infeccdo do hospedeiro intermedirio, o parasito sofre
diversas mudancgas morfolégicas, se transformando em esporocisto, 0s quais dardo origem,
por um intenso processo de multiplicacdo, a novas cercérias. Um (nico miracidio gera em
torno de 100 a 300 mil cercérias, que apresentam sexo definido. A emergéncia das cercarias
para 0 meio aquatico é diretamente influenciada por diversos fatores, sendo o0s principais a
luminosidade e temperatura. Ao atingir novamente um hospedeiro definitivo, o ciclo se
reinicia (NEVES, 2005; BARSOUM; ESMAT; EL-BAZ, 2013).

Diversas evidéncias sugerem que 0s ovos do parasita, € ndo a presenca do proprio
verme, que induzem a morbidade causada pela esquistossomose (BURKE et al., 2009).
Muitos dos ovos depositados pelo parasita ndo sdo eliminados nas fezes, permanecendo por
um longo tempo no intestino e figado (S. mansoni, S. japonicum e S. mekongi). Ali, 0s ovos
induzem uma resposta imunoldgica do hospedeiro, resultando na formacdo de granulomas,
caracterizado, em grande parte, por linfécitos, eosinofilos e macrofagos ativados (PEARCE;
MACDONALD, 2002; FAIRFAX et al.,, 2012; COLLEY et al., 2014). A formacdo dos
granulomas progride para a fibrose hepatica irreversivel e, consequentemente, hipertensao
portal grave (ELBAZ; ESMAT, 2013; COLLEY et al., 2014). Como sintomatologia inicial, a
esquistossomose € caracterizada pelo aparecimento de febres, distirbios pulmonares e
gastrointestinais e na fase cronica, aparecem inflamacdes hepaticas e esplénicas, com possivel
distensdo abdominal (CANTANHEDE et al., 2010).

1.4 Hospedeiros Intermediarios do Género Schistosoma.

Quatro géneros de moluscos podem albergar parasitos Schistosoma de importancia
médica e epidemioldgica, servindo como hospedeiros intermediarios de seu ciclo de vida, séo

eles: os moluscos do género 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, trés espécies do género Biomphalaria sp. sdo encontradas naturalmente
sendo infectadas por S. mansoni: Biomphalaria glabrata (Say, 1818), Biomphalaria
tenagophila (D’orbigny, 1835) e Biomphalaria straminea (Dunker, 1848). Infeccdes
experimentais foram documentadas nas especies Biomphalaria peregrina (D’orbigny, 1835),
Biomphalaria amazonica (Paraense, 1966) e Biomphalaria cousini (Paraense, 1966)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

1.5 O Género Biomphalaria
1.5.1 Caracteristicas Bioldgicas

A classificagdo taxondmica, segundo REY (2001), dos moluscos do género
Biomphalaria est4 de acordo com a Figura 4.

Figura 4 — Classificagdo taxondmica dos moluscos do género Biomphalaria.

Reino: Animallia
&Z
Filo: Mollusca

|
|

NS
Classe: Gastropoda ‘
|
|

Subclasse:Pulmonata
iV
Ordem: Basommatophora

Género: Biomphalaria

Fonte: REY, 2001.

Os moluscos do género Biomphalaria (Figura 5) tem como habitat locais de agua doce
limpida, com microflora rica e bastante matéria organica, boa iluminacéo, temperatura media
de 20°C a 26°C e pH neutro. Sua alimentagdo tem como base folhas e algas (NEVES, 2005).
Geralmente, sdo encontrados em colecdes de &gua com velocidade inferior a 30 cm/s,

podendo, também, serem encontrados em corregos, lagoas, pantanos, remansos de rios,
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margens de reservatorios, valas de irrigacdo e drenagem, pequenos agudes, caixas d’agua, etc.
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Figura 5 — Molusco do género Biomphalaria.

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

A presenca de vegetacOes verticais e/ou flutuantes nos habitats é de grande
importancia, pois servem como alimento e abrigo para os caramujos, além disso podem
exercer a funcdo de suporte para o deposito de desovas. Ao serem expostos as condicoes
ambientais desfavoraveis, os caramujos Biomphalaria desenvolveram mecanismos de defesa,
como: (1) anidrobiose, em que a dessecacdo do animal ocorre lenta e progressivamente,
geralmente em situacbes de seca, onde o animal pode sobreviver por mais de 6 meses. (2)
Enterramento, onde o caramujo se enterra no solo de ambientes aquéaticos. Este
comportamento de protecdo pode coincidir com a resposta dos animais a aplicacdo de agentes
moluscicidas. (3) A diapausa, em que o animal para bruscamente seu desenvolvimento, sendo
este processo controlado por fatores internos, mesmo em condicdes favoraveis. (4) E a
quinescéncia, a qual é determinada diretamente pelas condi¢bes ambientais externas e
desfavoraveis, causando a parada do desenvolvimento do animal, induzida pelo aumento
(estivacdo) ou pela reducdo (hibernacdo) da temperatura do meio. Mesmo em estado de
anidrobiose, enterramento, diapausa ou quiescéncia, 0s caramujos podem carregar consigo as
formas imaturas do S. mansoni, 0os quais retomam suas atividades quando as condicGes
ambientais voltam a normalidade (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).
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Os bidtopos em que vivem esses moluscos, em sua maioria, tem pH em torno de 6,0 a
8,0. Em colecBes aquaticas com pH inferior, os planorbideos séo incapazes de promover a
deposicdo de calcio para a formacdo da concha, o que impede sua colonizacdo nesses habitats.
Densidades populacionais elevadas desses animais geralmente sdo encontradas em aguas mais
duras, ricas em célcio (AMARAL; THIENGO; PIERI, 2008).

A espécie Biomphalaria glabrata é o maior molusco da familia Planorbidae,
possuindo até 40 mm de didmetro, 11 mm de largura e concha com seis a sete giros,
sinistrogiras, enrolados em espiral plana sem opérculo. Sua periferia é arredondada com
tendéncias para a direita, com o lado direito mais escavado que o esquerdo (REY, 2001;
NEVES, 2005). A concha dos gastropodes consiste em um ndmero variado de camadas
organicas e calcarias. O periostraco, camada mais externa da concha, constituida
exclusivamente de material organico, € composto por um material proteico, associado a
quinonas, que confere o tom amorronzado a concha, conhecido como cochiolina. As camadas
internas consistem em cristais de carbonato de calcio, sob a forma de aragonita ou calcita, sob
matriz proteica (BARNES; RUPPERT, 1996).

Os sais de calcio para a sintese das conchas sdo provenientes dos alimentos, ficando
depositados no hepatopancreas sob a forma de fosfatos. Quando a sintese das conchas é
necessaria, 0s depdsitos sdo mobilizados e transportados através da hemolinfa do animal até o

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

O trato digestivo desses animais consiste em uma boca, cavidade bucal, eséfago,
estdmago, intestino, reto e anus (Figura 6). A boca, de posicdo anterior na cabeca, abre-se
para dentro da cavidade bucal (BARNES; RUPPERT, 1996). Possuem espessamentos
cuticulares denominados mandibula e radula, fita alongada e revestida de numerosos
denticulos quitinosos em forma de gancho, direcionados para o interior da cavidade bucal
(CANTINHA, 2008; REY 2001). Na maioria dos gastropodes, a radula é um 6rgdo de
alimentacéo altamente desenvolvido, ralando e cortando os alimentos. A digestéo extracelular
ocorre no estbmago, devido a acdo de enzimas provenientes das bolsas esofagicas e do ceco
digestivo. O intestino estende-se da extremidade anterior do estbmago através da massa
visceral, para se abrir via anus, do lado direito da cavidade do manto. A porg¢do terminal do
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sistema digestivo é o reto, que tem por funcdo a formacao, compactagdo e armazenamento das
fezes (BARNES; RUPPERT, 1996; MOORE, 2003).

Figura 6 — Imagem de um animal do género Biomphalaria retirado da concha, para a visualizagédo dos
Orgdos internos. Massa cefalopodal (ms), cavidade pulmonar (cp), mufla (mf), tentéculo (te), colo (c),
abertura genital masculina (om), colar ou borda do manto (cm), pseudobranquia (ps), pneuméstoma
(pn), abertura anal (an), masculo columelar (mc), crista lateral (cl), crista retal (ct), veia renal (vr), veia
pulmonar (vp), tubo renal (tr), reto (rt), glandula do albumen (ga), intestino anterior (ia), intestino

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

tr VP

Fonte: PARAENSE, 1975

Sua alimentacdo é quase que exclusivamente vegetal. Em criadouros, podem consumir
folhas de alface, agrido, couve e fatias de cenoura. Em habitat natural, sua alimentagéo se
direciona a vegetais em decomposicao do fundo e das margens das cole¢des aquéticas. Ja os
caramujos recém-eclodidos, se alimentam de algas unicelulares presentes no meio
(CANTINHA, 2008; NEVES, 2005; CIMERMAM; CIMERMAM, 2001).

A respiracdo é realizada pelo saco pulmonar e pseudobranquias, pregas tegumentares
rica em vasos. O saco pulmonar € o principal 6rgdo respiratério, se abrindo na cavidade
paleal, abaixo do manto, através de uma prega denominada pneumdstoma (REY, 2001;

CANTINHA, 2008; NEVES, 2005; CIMERMAM; CIMERMAM, 2001).
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O rim é uma estrutura alongada, com inlimeros septos e granulagfes internas,
iniciando-se na cavidade pericérdica até a borda do manto, terminado no ureter, que se abre
préximo ao anus e pneumostdmio. 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 ganglios,
estando alguns associados a um anel nervoso esoféagico e dois pares de corddes nervosos
longitudinais. Os ganglios estdo contidos em uma capsula de tecido conjuntivo, estando
conectados a receptores sensoriais por neurdnios aferentes ou sensoriais, e a musculos e
glandulas por neurénios eferentes ou motores. Os 6rgaos sensoriais dos gastropodes incluem
olhos, receptores de contato (tentaculos), um par de 6rgdos do equilibrio e orientacdo
locomotora (otocistos), osfradios (6rgdo quimiossensorial) e quimiorreceptores, modificados
ou ndo, denominados de rin6foros (REY, 2001; CIMERMAM; CIMERMAM, 2001;
BARNES; RUPPERT, 1996).

Esses moluscos sdo hermafroditas, possuindo gbénada Unica em forma de cachos,
denominada de ovoteste, onde dvulos e espermatozoides sdo produzidos lado a lado, porém
ndo podendo produzi-los ao mesmo tempo. O ovoteste possui diversos foliculos, sendo cada
um uma unidade de producdo de gametas femininos e masculinos (CANTINHA, 2008). Por
viverem em col6nias, esses moluscos optam pela fecundacdo cruzada, o que propicia uma
maior variabilidade genética, realizando a autofecundacdo em circunstancias criticas (NEVES,
2005; CIMERMAM; CIMERMAM, 2001; CANTINHA, 2008; AMARAL; THIENGO;
PIERI, 2008).

Em situacdes de adversidade, poucos individuos podem realizar a autofecundacéo,
iniciando uma nova populacédo (PALASIO et al., 2015). Apenas um caramujo pode gerar 10
milhdes de descendentes em cerca de 3 meses, repovoando um criadouro quase extinto. O
numero de embrides em uma desova, bem como o nimero total de desovas postas pelos
animais é variavel, dependendo de fatores biologicos e ambientais, os quais influenciam a
fecundidade e viabilidade dos ovos (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).
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O sistema circulatorio desses animais é composto por coracdo com duas cavidades:
auricula e ventriculo. O sangue ou hemolinfa compBe-se de elementos amebdides
(hemocitos), plasma rico em agua, cloreto de sédio, bicarbonatos e hemoglobina contendo
ferro dissolvido, o que permite a utilizacdo do oxigénio a baixa tensdo. Entre as proteinas
presentes na hemolinfa de B. glabrata, a hemoglobina constitui cerca de 97% das proteinas
totais presentes (PESSOA; MARTINS, 2011; REY, 2001; VERRENGIA GUERRERO et al.,
1997). Os hemocitos sdo as principais células efetoras do sistema de defesa do caramujo,
podendo se mover livremente para dentro e fora dos tecidos, ja que o seu sistema circulatorio
é aberto (KNAAP; LOKER, 1990).

Poucos relatos sdo encontrados na literatura sobre a presenca de um 0rgdo
hematopoiético especializado nos moluscos gastropodes e bivalves, existindo uma indicacdo
de que nestes animais, as células da hemolinfa sdo formadas por todo o corpo. E presenca de
amebacitos (hemdcitos) esta dividida entre a circulacdo sanguinea e tecido conectivo, o que
favorece o grande sucesso adaptativo destas espécies, que ocupam posi¢do de destaque no filo
Mollusca (SOUZA, 2006).

A origem e producdo dos hemdcitos ainda ndo esta definida. Alguns autores admitirem
uma origem multicéntrica, a partir de células conjuntivas (SOUZA, 2006). Outros autores
propdem que estes sejam produzidos em um oérgdo especial, localizado na parede sacular
renal, a qual forma parte do saco pericardico e que foi denominado APO (Amebocyte
Producing Organ) (SALAMAT; SULLIVAN, 2009). Representam um papel de fundamental
importancia no sistema de defesa dos moluscos, exercendo atividades de fagocitose,
encapsulacdo, liberacdo de substancias citotoxicas, transporte de calcio no reparo tecidual e na
producdo de fatores coagulantes. Estas células lembram, em sua forma e funcdo, os
macrofagos dos animais vertebrados (ABDUL-SALAM; MICHELSON, 1980; AMEN et al.,
1992; BAYNE; BUCKLEY; DEWAN, 1980; CAVALCANTI, 2011).
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1.5.2 Distribuicédo Geografica

A espécie Biomphalaria glabrata (Figura 7-A) é considerada a mais importante
quando se trata de epidemiologia, ja que € a mais susceptivel a infeccdo por S. mansoni
(SCHOLTE et al.,, 2012). Sua presenca ja foi registrada nos Estados de Alagoas, Bahia,
Espirito Santo, Goias, Maranhdo, Minas Gerais, Pard, Paraiba, Parana, Pernambuco, Piaui,
Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e Sergipe, além do
Distrito federal, abrangendo 801 municipios (CARVALHO et al., 2008; MINISTERIO DA
SAUDE, 2014).

Figura 7 — Distribuicdo espacial dos hospedeiros intermediarios de Schistosoma mansoni no Brasil.

6. glabrata

0.0000-0.0770
00771 -02100
02101 -0.3700
03701 -0.5300
05301 -0.8879

IDistribution probabili
00000 -0D0770
00771-02100
02101 -03700
03701 -05300
05301 - 08407

Distribution probability
0.0000 - 0.0770
D.0771-0.2100
02101 -0.3700
0.3701 - 0.5300
05301 - 0.9048

Fonte: SCHOLTE et al., 2012

A espécie Biomphalaria straminea é a mais resistente quando se trata de adaptacdo a
fatores ambientais, sendo encontrada em quase todas as bacias hidrograficas do pais. Apesar

da menor susceptibilidade a infeccdo por S. mansoni, possui a maior abrangéncia entre 0s
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estados brasileiros quando comparada as espécies (Figura 7-B). Sua presenca ja foi registrada
nos Estados do Acre, Alagoas, Amazonas, Bahia, Ceard, Espirito Santo, Goias, Maranh&o,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Paraiba, Parand, Pernambuco, Piaui,
Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, S&o Paulo, Sergipe,
Tocantins e Roraima, totalizando 24 estados (CARVALHO et al., 2008; MINISTERIO DA
SAUDE, 2014).

A espécie Biomphalaria tenagophila (Figura 7-C) possui importancia epidemioldgica
nas regides Sul e Sudeste (SCHOLTE et al., 2012), sendo registrada nos estados da Babhia,
Espirito Santo, Goias, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande
do Sul, Santa Catarina e Sao Paulo, abrangendo 562 municipios (CARVALHO et al., 2008;
MINISTERIO DA SAUDE, 2014). A distribuicio geografica das trés espécies do género
Biomphalaria hospedeiras intermediarias de Schistosoma mansoni no Brasil € 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 a dificuldade do controle da doenca
(WHO, 1953, 1965, 1973, 1985, 1993, 2002). Na década de 50 se iniciaram os estudos
visando a descoberta de novos agentes moluscicidas, bem como de farmacos que eliminassem
0 agente etiolégico da doenca. Como nenhum farmaco foi promissor no combate ao S.
mansoni, a aplicacdo 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 associagdo de agente
moluscicidas e quimioterapicos foi estimulada, estando comprovada que esta alianca
proporcionava resultados mais rapidos sobre a incidéncia, prevaléncia e transmissdo da
doenga. A partir dos anos 2000 o controle da esquistossomose passou a ser integrado ao das
geo-helmintiases (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 doenca deve se basear na associacdo de esforcos combinando vérias abordagens
preventivas (OTHMAN; SOLIMAN, 2015) como educacéo em saude e higiene, melhorias nas
condicdes sanitarias, disponibilizacdo do acesso a agua potavel e saneamento basico sao
medidas necessérias para limitar as chances da infeccdo por S. mansoni. Porém, na maioria
dos paises onde a doenca é endémica, esses esforgos sao, em sua maioria, deficientes devido a
falta de recursos (GRIMES et al.,2014; GRIMES et al 2015).

A distribuicdo dos caramujos vetores € um fator de extrema importancia na
transmissdo da esquistossomose, ja que sdo os hospedeiros intermediarios do ciclo do
parasito. Seu controle se torna prioritario para a diminuicdo da transmissdo da doenca devido
a interrupcdo do contato humano com cercérias liberadas pelos caramujos em colecdes de
agua doce (CHITSULO et al., 2000; PARAENSE, 1983; CARVALHO et al., 2008).

Diversas metodologias jad foram empregadas no controle dos moluscos, sendo estas:
ambientais (canalizacdo, aterros, drenagens e limpezas das margens de colecGes de agua),
bioldgicas (incorporacdo de predadores e microrganismos nos habitats dos caramujos) e
quimicas (uso de substancias moluscicidas) (TELES; CARVALHO, 2008; MORAES, 2011).
Tem-se que levar em conta, porém, que o controle biol6gico e ambiental apresentam efeitos
de médio a longo prazo, ndo apenas do indice populacional dos moluscos, mas também de
infeccdo humana. Além disso, ja é comprovada a ineficacia dos controles biologicos sobre 0s
moluscos. J& 0s métodos quimicos apresentam resultados significantes a curto prazo. Desta
forma, o controle de hospedeiros intermediarios consiste em eliminar os focos de transmissao,
dificultando a proliferacdo e o desenvolvimento dos caramujos, abrangendo o tratamento
quimico e respeitando a legislacdo ambiental vigente (BARBOSA et al.,2008; GOVERNO
DE SAO 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 embrionaria até a fase adulta. Deve apresentar baixo custo, ser
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estavel, de facil transporte e aplicacdo, auséncia de risco na manipulacdo, ser seletivo aos
moluscos, inofensiva ao homem, animais ndo-alvo e plantas e ndo sofrer decomposicdo na
agua ou no solo (WHO, 1965, 1985; RAPADO, 2012).

Até a década de 70, varios produtos foram testados na tentativa de eliminar o os
caramujos vetores da esquistossomose, como por exemplo a cal extinta, o sulfato de cobre, 0
pentaclorofenato de sodio, a tritilmorfolina e a niclosamida, todos estes comprovadamente
toxicos ao meio ambiente. No entanto, o Gnico agente moluscicida utilizado em campanhas de
controle nacional, tendo sua recomendacdo 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 formulacdo do Bayluscide®
EC 250, enquanto seu sal de etanolamina representa 70% da composi¢do do Bayluscide®
WP70, moluscicidas empregados no controle populacional de caramujos (embrides e animais
adultos). Além de moluscicida, a niclosamida possui elevada toxicidade sobre helmintos da
classe Cestoda e estd contido nas preparacdes de Yomesan®, Mansonil® e Lintex ®,
utilizados na medicina humana e veterinaria no tratamento da teniase. Trata-se de um sdlido
amarelado com peso molecular de 327,1 e formula quimica C13HgCIN,O4 (2’,5-dichloro-4'-
nitrosalicylanilide) (Figura 8). E insipido e inodoro (ANDREWS et al., 1983).

Figura 8 — Estrutura quimica da niclosamida.
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I
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Fonte: ANVISA, disponivel em www.portal.anvisa.gov.br (acesso em novembro de 2015).
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Seu mecanismo de acdo bioquimico é baseado no desacoplamento da fosforilagdo
oxidativa mitocondrial em concentracGes entre 10-100 nM, sendo quase 1000 vezes mais
ativo que o 2,4-DNP, um xenobidtico utilizado na fabricacdo de tintas, herbicidas, pesticidas e
explosivos. Assim como outros desacopladores, a niclosamida estimula a respiracao
mitocondrial em baixissimas concentracdes, porém inibe a respiracdo a medida que a
concentra¢do € aumentada. Em caramujos, a niclosamida estimulou o consumo de oxigénio
em concentracbes de 0,1 nM, sendo esta inibida em concentracbes mais elevadas
(HOLLINGWORTH et al., 2001).

A niclosamida (Bayluscide®) possui elevada toxicidade para moluscos na
concentragdo 1 mg/L, causando 100% de mortalidade em 8 horas de exposi¢do para 0S
géneros Biomphalaria e Bulinus (REY, 2001). Apesar de ser eficiente na eliminacdo dos
moluscos em suas diferentes fases de desenvolvimento, apresenta desvantagens em sua
utilizacdo como a toxicidade elevada para espécies ndao-alvo, como peixes, plantas e outros
organismos aquaticos em uso prolongado, possui custo elevado, se decompde sob luz solar, é
irritante para a pele e mucosas, além de ndo prevenir a recolonizacdo em areas 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 substancias biodegradaveis e
indcuas ao meio ambiente e ao homem, vem estimulado as pesquisas cientificas direcionadas
a 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 concentragdes iguais ou abaixo de 20 pg/mL em 24 horas, sendo

um composto puro ou se apresentar 90% de letalidade em concentragdes iguais ou abaixo de
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100 pg/mL em 24 horas, quando forem extratos brutos. E ideal que a planta ou o produto
natural seja autdctone da regido endémica, seja de facil obtengdo, com componentes bioativos
baratos, de curto ciclo reprodutivo e biodegradaveis. O principio ativo deve manter-se ativo
sob alteracGes 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 tipica do continente africano, foi sugerido
proximo aos focos de transmisséo da esquistossomose no Suddo. Observou-se que a presenca
dos frutos da arvore na agua inibia a proliferacdo dos caramujos, dando inicio aos
experimentos que comprovaram que, além dos frutos, as cascas, raizes e ramos possuiam
propriedades letais sobre os caramujos. O componente ativo era, provavelmente, uma
saponina, ndo sendo letal apenas para caramujos, mas também para miracidios, cercérias,
peixes e girinos (ARCHIBALD et al., 1933; SILVA et al., 2008; GARDIOLI, 2014).

Mais de 42 compostos moluscicidas ja foram isolados de diversas espécies vegetais e
diversos estudos sugerem que a atividade tdxica dos agentes moluscicidas de origem vegetal
estd relacionada a presenca de metabdlitos secundarios como flavonoides, alcaloides,
terpenoides, saponinas, taninos, esteroides, dentre varios outros (WHO, 1983; LOPES et al.,
2011; CANTANHEDE at al., 2010).

E importante ressaltar a necessidade de se compreender o mecanismo de agio dessas
substancias sobre os moluscos. O esclarecimento deste processo deve se dar atraves do
estabelecimento dos detalhes referentes ao perfil fitoquimico do moluscicida, bem como da
resposta fisioldgica dos caramujos frentes a esses constituintes quimicos. Porém, apesar de
diversas plantas terem sido testadas como possiveis agentes moluscicidas, pouco se sabe sobre
seus metabdlitos ativos. Comumente se encontram estudos com extratos brutos, sendo poucos
0s estudos com compostos isolados (CATANHEDE et al., 2010).

Outros compostos ndo vegetais também vem ganhando destague como possiveis
agentes moluscicidas, como é o caso de metabdlitos produzidos por bactérias, fungos,

esponjas e liquens. O po 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 concentracdo de 48ug/mL (GUO et al., 2010). O Bacillus
thurigiensis € uma bactéria Gram positiva conhecida por possuir um amplo complexo
enzimatico capaz de produzir cristais proteicos, conhecidos como d-endotoxinas, citados na
literatura por apresentarem atividade inseticida e moluscicida (ANGELO; VILAS-BOAS;
CASTRO-GOMEZ, 2010; ALI et al., 2010). A halitoxina produzida pela esponja Axinella
viridis foi testada sobre moluscos da espécie B. glabrata, demonstrando atividade tdxica sobre
animais adultos (MIYASATO et al., 2012). A partir do &cido Usnico, metabdlito liquénico
extraido de Cladonia substelata, foi sintetizado o sal usnato de potassio, agente moluscicida
efetivo sobre embriGes e animais adultos da espécie B. glabrata em baixas concentracfes
(MARTINS at al., 2014).

1.10 Liquens

Liquens ou fungos liquenizados sdo organismos resultantes da associacdo simbidtica
entre um fungo, geralmente um ascomiceto, e um fotobionte (BENATTI; MARCELLI, 2007).
Os fungos formadores de liquens podem ser divididos em quatro filos: ascomicetos (98% de
todas as espécies), basidiomicetos, deuteromicetos e mastigomicetos. J& os fotobiontes
procariontes sdo distribuidos em 8 géneros: 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 liquens sejam conhecidas a partir de
diversos substratos como solo, cascas de arvores, rochas, folhas, carapagas de animais e
também em superficies feitas pelo homem como madeira, couro, vidro, metal, concreto,
argamassa, tijolo, borracha e plasticos (WANG; KRINGS; TAYLOR, 2010; MOLNAR;
FARKAS, 2010; BRIGHTMAN; SEAWARD, 1977; SEAWARD, 2008). Podem ser
encontrados numa vasta gama de habitats, desde regifes articas ate desertos (TAYLOR et al.,
1995).
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A maioria dos liquens sdo terrestres, porém uma parcela menor pode estar presente em
colecbes de agua doce e em ambiente marinho. Sdo capazes de se adaptar a condi¢Oes
ambientais extremas como regides de temperaturas secas, inundadas, com altos niveis de
salinidade, concentracGes elevadas de poluentes atmosféricos e ambientes pobres em
nutrientes (NASH 111, 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
superficie do substrato, permitindo que o fotobionte receba a energia solar necessaria a
fotossintese (MUGGIA; SCHMITT; GRUBE, 2009).

O metabolismo dos liquens se baseia na capacidade autotréfica dos fotobiontes e na
heterotrofia do micobionte. Ha um consenso geral de que a rede metabdlica basica dos liquens
é caracterizada pela fixacdo de CO, pelas algas verdes ou cianobactérias, fornecendo
carboidratos que sdo transferidos para o0 micobionte como a fonte bésica de carbono e energia
(EISENREICH; KNISPEL; BECK, 2011). Além disso, processo de nutricdo dos liquens
também esta ligado a disposicdo de agua, seja por chuva, ocorréncia de neblinas, nevoeiros,
etc. Quando em contato com a agua, os liquens absorvem 0s minerais depositados em seus
talos (KAPPEN, 2000).

Existem dois principios fundamentais relativos a organizacdao do talo liquénico. Em
talos homomeros, ha pouca diferenciacdo entre as camadas ou estratos. A totalidade do talo é
composto por uma massa frouxa de hifas fangicas com células de algas, que séo igualmente
distribuidas ao longo do talo. Por outro lado, liquens com talos heterdmeros sdo constituidos
de até quatro camadas principais (Figura 9): (1) o clrtex superior, que consiste em uma
aglutinacdo de hifas fungicas entrelacadas, as quais fornecem protecdo 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 liquens, ha
uma zona cortical sob a medula, chamada de cortex inferior, a partir do qual as rizinas
(estruturas de fixag&o) podem surgir (JAHNS, 1973; TAYLOR; KRINGS; TAYLOR, 2014).
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Figura 9 - Representacdo do talo liquénico.

Upper cortex
Algal layer

Lower cortex

Fonte: MOLNAR; FARKAS, 2010.

Os liquens podem ser classificados quanto a morfologia de seu talo em maultiplos tipos,
sendo as trés principais classes: liquens crostosos, foliosos e fruticosos (Figura 10). Ligquens
crostosos possuem crescimento particularmente lento, formando crostas diretamente ligadas
ao substrato. Em vez de cortex inferior, eles geralmente tem uma medula que esta em contato
direto com o substrato. Os liquens foliosos possuem talos com I6bulos planos, lembrando as
folhas de plantas. Estdo fracamente ligadas ao substrato, algumas vezes através de rizinas.
Crescem paralelamente a superficie, tendo, muitas vezes, as partes superiores e inferiores dos
I6bulos cores diferentes. Ja os liquens fruticosos se assemelham a arbustos delicados, sendo
suspensos, também, por um substrato (JAHNS, 1973; TAYLOR; KRINGS; TAYLOR, 2014;
NASH 11, 2008).

Figura 10 — Tipos de talos liquénicos. (A) Liguen Crostoso. (B) Liquen Folioso. (C) Liquens
Fruticoso.

* ¥ ==

CUNHA, E. Os liquens, disponivel em: http://esthercientista.blogspot.com.br/2011/06/0s-liquens.html (acesso
em novembro de 2015).
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Os liquens possuem alta afinidade com o seu habitat, servindo como bioindicadores da
umidade do ar, pH do solo, demonstrando alta sensibilidade aos vérios poluentes encontrados
no meio ambiente (MOTA-FILHO et al., 2007). Diversos trabalhos reportam a utilizacdo de
espeécies liquénicas visando o biomonitoramento ambiental em areas impactadas por poluentes
(PINHO et al., 2012; PAOLI et al., 2012; BRANQUINHO et al., 2011; YUN; WADLEIGH;
MAYER, 2010).

A utilizacdo dos liquens é diversa e antiga. J& foram relatadas suas utilizacbes para
diversos fins como a nutricdo de homens e animais, como corantes, remédios, perfumes,
indicadores de pH, matéria prima para tecidos, dentre outras (MITROVIC et al., 2011).
Diferentes géneros de liquens sdo usados na cura de diversas doengas como febres, diarreia,
doencas de pele, epilepsia, convulsdes, asma, bronquite, inflamacgdes, lepra, célculos de
vesicula, etc. (SHUKLA; JOSHI; RAWAT, 2010).

1.11 O Género Ramalina.

No género Ramalina, o talo é fruticoso e, em espécies brasileiras, seus
comportamentos sdo comumente cespitoso (formando tufos densos e aglomerados), decubente
(os ramos crescem horizontalmente no chdao e as extremidades se colocam em posicdo
vertical) e pendular (os quais se fixam no substrato e crescem pendurados). O talo é composto
por ramificagcdes que crescem a partir da base liquénica. Os ramos sdo, em grande parte,
dorsiventrais ou cilindricos. Ramos dorsiventrais, em sua grande maioria, possuem as
superficies dorsal e ventral bem distintas, geralmente apresentando diferenca de coloracéo.
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 cilindricos
geralmente s&o circulares em corte transversal, sendo encontrados nas espécies de R.
sorediosa e alguns morfotipos de R. sprengelli ou R. usnea (KASHIWADANI; KALB, 1993).

Pseudocifelas sdo encontradas em todas as espécies brasileiras de Ramalina que
possuem um talo solido (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”, sdo
encontradas em R. complanata e R. aspera. Ja 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 sdo formadas
lateralmente e também denominadas de estrias brancas. Sdo observadas nas espécies de R.
anceps, R. camptospora, R. dendroides, R. sprengelli e R. usnea (KASHIWADANI; KALB,
1993).

Figura 11 — Diferengas morfoldgicas das espécies de Ramalina sp. (A) Ramalina anceps. (B)
Ramalina asahinae. (C) Ramalina aspera. (D) Ramalina aspera (holétipo de Ramalina denticulata

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

Fonte: KASHIWADANI; KALB, 1993.
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Ascdsporos em espécies liquénicas brasileiras de Ramalina séo 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) séo granulares, possuindo de 30 a 50 um de diametro. A
presenca de apotécio € bastante comum no género Ramalina, especialmente em espécies que
ndo possuem a presenca de propagulos assexuais. A localizacdo dessas estruturas, bem como
0s tipos de esporos apresentam importancia taxondmica. Sao 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 Metabdlitos Liquénicos.

De forma geral, os metabolitos liquénicos podem ser divididos em dois grandes
grupos: metabolitos primarios e secundarios. Os metabdlitos primarios sdo as proteinas,
lipidios, carboidratos e outros compostos organicos envolvidos no metabolismo e estruturas
liquénicas. Os metabolitos secundarios, também denominados de substanicas liquénicas, séo
produzidos majoritariamente pelo fungo e segregadas para a superficie das hifas dos liquens,
quer na forma amorfa ou na forma de cristais (MITROVIC et al., 2011; HONDA; VILEGAS,
1999).

As diversas cores de varias espécies liquénicas resultam da acumulagdo massiva de
seus metabolitos secundarios, as quais podem compreender até 30% do peso seco do liquen.
Esses metabolitos possuem quimica diversificada e baixo peso molecular. Cristais
pigmentados sdo depositados extracelularmente ou nas camadas superficiais superiores do
corpo vegetativo do liquen, enquanto substancias incolores tendem a acumular em partes do
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talo ndo exposto a luz solar. As estruturas de mais de 1000 substéncias liquénicas ja foram
reportadas (MUGGIA; SCHMITT; GRUBE, 2009; BACKOROVA et al., 2012; TURK et al.,
2003; ELIX, 1996).

Os liquens possuem diversas vias biossintéticas para a producdo de suas substancias
liquénicas, sendo as principais: via do acetato polimalonato, via do &cido chiquimico e via do
acido mevalbnico. (1) Via do acetato polimalonato: Essa via produz, principalmente, 0s
compostos pertencentes as classes dos depsideos e depsidonas. Esses compostos sao
sintetizados pelo micobionte apenas quando este estd em associagdo com a alga. Estes
compostos desempenham um importante papel na associacdo simbidtica dos liquens. (2) Via
do acido chiquimico: As substancias produzidas por esta via sdo, principalmente, o &cido
pulvinico e as terpenilquinonas (acidos aromaticos). Estes compostos séo obtidos pela fusédo
de duas unidades de fenilpiruvato, sendo encontrados facilmente em liquens da familia
Stictaceae. (3) Via do acido mevaldnico: resulta, principalmente, na sintese de terpendides.
Sesquiterpenos ndo sdo bem reportados em liquens. Diterpenos também sdo raros.
Triperpenos sdo abundantes em liquens, sendo ja relatados 20 tipos diferentes obtidos de
espécies liquénicas. A zeorina € o principal triterpeno (esteroide) encontrado nos liquens. Este
grande espectro de substancias esta envolvido no papel protetor contra varios fatores fisicos e
biologicos (BOUSTIE; GRUBE, 2005; MITROVIC et al., 2011; MUGGIA; SCHMITT;
GRUBE, 2009).

De acordo com a estrutura quimica, as substancias liquénicas sdo majoritariamente
classificadas como compostos fendlicos (derivados do orcinol e B-orcinol), dibenzofuranos
(ex. é&cido usnico), depsideos (ex. acido barbatico), depsidonas (ex. acido salazinico),
depsonas (ex. é&cido picroliquénico), lactonas (ex. protoliquesterinico), quinonas (ex.
parietina) e derivados do &cido pulvinico (ex. acido vulpinico) (SHUKLA; JOSHI; RAWAT,
2010).

42



1.13 Depsideos e 0 Acido Divaricatico

Os compostos arométicos presentes nos liquens sdo formados pela reacdo de
esterificacdo entre duas ou trés unidades fendlicas, como por exemplo, derivados do &cido
orselinico, que € a unidade fundamental da biossintese de depsideos e depsidonas. Os
depsideos sdo formados pela esterificacdo de duas unidades fendlicas derivadas do orcinol
(carboxila da posi¢do 1 da primeira unidade com a hidroxila da posi¢ao 4’ ou da posi¢do 3’ da
segunda unidade), podendo resultar em compostos denominados para-depsideos ou meta-
depsideos (HONDA; VILEGAS, 1999). No inicio, pensava-se que depsidonas eram formadas
por meio de uma unido oxidante direta entre 2 OH do anel A ou OH-5’ carbono do anel B.
Posteriormente, Culberson indicou que no processo de ciclizacdo, uma ligacdo intramolecular
do radical fenoxil com um radical arila podia levar a ligacdo éter da estrutura da depsidona.
Outras sinteses quimicas sugerem o envolvimento de maltiplos passos que levam a formacéo
das  depsidonas (STOCKER-WORGOTTER; CORDEIRO; IACOMINI, 2013;
CULBERSON, 1969).

Existem dois tipos diferentes de depsideos e depsidonas, quer com um radical orcinol
ou B-orcinol, dependendo da presenca ou auséncia de um atomo de carbono na posi¢do 3 de
seu anel romatico. Por esta razdo, depsideos e depsidonas liquénicas sdo classificadas como
pertencentes a série do orcinol ou B-orcinol (Figura 12) (STOCKER-WORGOTTER,;
CORDEIRO; IACOMINI, 2013).

Figura 12 — Estrura do (A) orcinol e (B) p-orcinol.

Fonte: STOCKER-WORGOTTER; CORDEIRO; IACOMINI, 2013
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Diversos depsideos ja foram isolados de espécies do género Ramalina sp., dentre eles
0 acido sequicaico, atranorina, &cido divaricatico, acido homosequicéico, acido ramalinélico,
acido obtusatico, tumidulina clorada, 4acido 4’-O-metilsequicaico, acido ervénico, acido 4’-O-
metilnorhomosequicéico, dentre outros (MOREIRA et al., 2015). O &cido divaricatico,
presente em 11 espécies do género Ramalina, dentre estas a Ramalina aspera, € citado na
literatura por possuir atividade antitumoral sobre células cancerigenas de prostata,
adenocarcinoma renal, adenocarcinoma de mama, melanoma, adenocarcinoma colorretal,
carcinoma laringeo e lipoma (RUSSO et al., 2012; BOGO, 2012), antimicrobiana (MOURA,
2008; RIBEIRO et al., 2002) e de inibicdo enzimatica (SANKAWA et al., 1982).

Levando-se em consideracdo o alto potencial bioldgico, ainda pouco estudado, do
acido divaricatico e a necessidade da busca de novos compostos moluscicidas e cercaricidas
biodegradaveis que possuam alta seletividade e baixa toxicidade, este estudo objetiva
encontrar possiveis alternativas para o controle da esquistossomose através do combate ao seu
hospedeiro intermediario e a fase larval do parasito, utilizando como objeto de estudo o acido

divaricatico, substancia natural encontrada em liquens oriundos de nosso territorio.
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral:

Obter o acido divaricatico a partir do liguen Ramalina aspera e avaliar seu efeito toxico sobre

Biomphalaria glabrata, cercarias de Schistosoma mansoni e Artemia salina.
3.2 Especificos:
» Isolar e purificar o acido divaricético a partir do liquen R. aspera.

» Caracterizar a substancia purificada através de Cromatografia de Camada Delgada
(CCD), Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), Espectroscopia em

Infravermelho (IV) e Ressonancia Magnética Nuclear de Prétons (RMN-HY).

+ Avaliar a atividade moluscicida do &cido divaricatico utilizando bioensaios com

moluscos adultos de Biomphalaria glabrata.
» Verificar a atividade embriotdxica do acido divaricatico sobre Biomphalaria glabrata.
» Avaliar a atividade cercaricida do acido divaricatico sobre Schistosoma mansoni.

« Avaliar a toxicidade ambiental do acido divaricatico 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 40°C. 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® PFas44366) [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 'H Nuclear Magnetic Resonance (*H NMR) and Infrared (IR)

To confirm the molecular structure of divaricatic acid, ‘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 S&o Lourengo 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 pg/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 pg/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 pg/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 pug/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 pg/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 pg/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 pg/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 (LCig, 50 and go) 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 'H
NMR and IR analyses confirmed the chemical structure of the purified divaricatic acid (Figure
2), resulting in the following data: *"H NMR (DMSO — ds, 300 MH_) &: 0.88, 0.91 (2 x 3H, 2 x
T,J=8.1Hz, Me-3"’, Me-3"""); 1.51 — 1.62 (4H, m, -CH,-2"", -CH,-2"""); 2.50, 2.61 (2 x 2H,
2xT,J=8.0H; -CHy-1", -CH2-1"""); 3.33 (1 x 3H, s, MeO-4); 6.35, 6.36 (2 x 1H, 2x d, J
= 7.0 H,, 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™,

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 8ug/mL (p <0.05), reaching 100% unviability at the 15
pg/mL concentration. At the other exposure times, 100% of unviability was achieved at a
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concentration of 20 pg/mL. The LCs, 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 pg/mL at exposures of 6, 12,
18 and 24 h, respectively, where a decrease in LCs 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
pg/mL, respectively. The lethal concentrations obtained were 1.68, 3.58 and 5.49 pg/mL for
the LCy9, LCsp and LCyqo, 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 pg/mL,
reaching 100% of mortality at 15 and 30 min at concentrations of 100 and 10 pg/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 pg/mL, respectively, exhibiting an LCs of 0.89 pg/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 pug/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 pg/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 pg/mL at
exposures of 24, 18 and 12 hours and from 20 pg/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 pg/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 pg/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 LCso at 2,448 pug/mL. Other natural
compounds such as Microgramma vacciniifolia lectin and the CH,CI, 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 pg/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 pg/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 pg/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 LCso values were observed for ethanol, chloroform and n-hexane extracts,
which ranged from 6.0 to 11.3 pg/mL. Only the aqueous extract of R. farinacea had a high
LCso, at 206.9 pg/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 pg/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
pg/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.
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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 pg/mL / 18h). C-3 — nonspecific anomaly; 4 — hydropic embryo; 5 - dead embryo (9.5
pug/mL / 24h). D-6 - embryonic development delay (12 pg/mL / 6h). E-5 - dead embryo
(Niclosamide - 1 pg/mL / 6h).
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Figure 4 - Mortality of Biomphalaria glabrata adult snails exposed to divaricatic acid.
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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 pg/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 pg/mL of
divaricatic acid, showing the separation of body (red arrow) and tail (blue arrow). In C,
exposed for 30 min at 10 pug/mL divaricatic acid. In D, dead cercariae exposed to 1ug/mL of
Niclosamide, presenting a contorted appearance.
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Figure 6 — Mortality of Schistosoma mansoni cercariae exposed to divaricatic acid for 120
minutes.
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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 pg/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 6 hours 12 hours 18 hours 24 hours
groups (ug/mL) +SD +SD +SD +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°+5.77 33.66% £ 28.5
9.5 1.66 +2.08 18% +6.92 35°+8.88 39.33° + 8.0
10 8.33 £3.05 25.66° + 8.38 39.66° + 4.50 47.33°+16.2
10.5 10.33 £ 6.02 36.66° + 11.68 49°+ 11.53 60.66°+9.0
11 15% +4.35 44.66° +9.01 55.33°+9.07 67.66°+17.1
115 19.33° +3.78 45.66° + 4.93 67.33°+12.01 72.66°+6.8
12 25.66° + 4.04 66.66° + 12.42 75°+ 17.44 84°+15.3
15 81.66° + 14.29 94°+5.19 96° + 6.24 100°
20 100° 100°¢ 100° 100°
Control 1: filtered and dechlorinated water. Control 2: 0.5% DMSO in filtered and

dechlorinated water. Niclosamide at a concentration of 1 pg/mL. Significant results were
compared with control 2. The significance levels are expressed by a (p <0.05), b (p <0.01) and
¢ (p <0.001)

Table 2 - Lethal concentration (LC) for adult snails and Biomphalaria glabrata embryos
exposed to divaricatic acid.

Exposure Time Concentration (ug/mL)

LCuo LCso LCy
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.

Experimental groups (ug/mL) Exposure time (minutes)
15 30 60 120
Control 1 - - - -
Control 2 - - - -
Niclosamide +++ +++ +++ +++
Divaricatic acid
05 - - + +
1.0 - - + ++
5 - + + ++
10 + +++ +++ +++
100 +++ +++ +++ +++

Control 1: filtered and dechlorinated water. Control 2: 0.5% DMSO in filtered and
dechlorinated water. Niclosamide at a concentration of 1 pg/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 (%)
(Hg/mL)
Control 1 0
Control 2 2.5
25 0
50 5
100 7.5
200 15
400 30°

Control 1 (C1): filtered seawater. Control 2 (C2): 0.5% DMSO in seawater. Significant
results were compared with control 2. a = p <0.001.
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5 CONCLUSOES

e Através da metodologia utilizada, o acido divaricatico foi purificado de forma eficaz
(97% de pureza);

e O 4cido divaricatico demonstrou elevada toxicidade sobre caramujos adultos da
espécie Biomphalaria glabrata, apresentando 100% de letalidade na concentracdo de
5,5 pg/mL;

e O potencial embriotdxico do acido divaricatico foi comprovado. Além da letalidade
sobre os embrides, causou malformacGes de concha, embrides hidropicos, retardo do

desenvolvimento embrionario e malformacdes inespecificas;

e A atividade cercaricida do acido divaricatico foi observada na concentracdo de 10
pug/mL em 30 minutos de exposicdo. Nas concentracGes subletais, as cercarias
apresentaram alterac6es de motilidade de caracteristicas variadas, sugerindo um menor

potencial de penetracéo;

e Através do bioensaio com Artemia salina, a seletividade do &cido divaricatico foi

confirmada, sendo seu uso ambientalmente seguro até a concentracdo de 200 pg/mL,;

e Todos os resultados foram compativeis com as exigéncias estabelecidas pela
Organizacdo Mundial de Salde para o uso seguro de substancias moluscicidas de

origem natural.
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ANEXO 1

Normas de submisséo da BBA — General Subjects
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References
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or fermat as long as the style is consistent. Where applicable, autheris) name(s}, journal title/bock
title, chapter titlefarticle title, yvear of publication, wvalume number/bock chapter and the pagination
must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be
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Peer review
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by the editor for suitability for the journal., Papers deemed suitzble are then sent to a
minimum of two independent expert reviewers to assess the scientific gquality of the paper
The Editor is responsible for the final decision regarding acceptance or rejection of articles.
The Editor's decision is final. For more information on the types of peer review, please wvisit;
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Use of word processing software
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Article structure

Swbdivision - numbered sections
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Materal and methoads
Frovide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should be
indicated by a reference: anly relevant meodifications should be described,

Hasults
Besults should ba clear and concisa,

Discussion
Thizs should explaore the significance of the results of the woerk, not repeat tham. A combined Results
and Discussion section s often appropriate. Avold extensive citations and discussion of published
literature.

Conciusions
The main conclusions of the study may be presented in & short Conclusions section, which may stand
glene or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section,

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identifled as A, B, etc. Farmulae and equations In
appendices should be given separate numbering: Eq. (A1), Eg. (A.2), etc.; In a subsequent appendix,
Eq. (B.1]) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, ete.

Eccential title page information

= Title. Concise and informative. Titlezs are often used in information-retrieval systems. Avold
abbreviations and formulae where possible.

= Author names and affiliations. Please clearly indicata the given namels) and family name(s)
of each author and check that all names are accurately spelled. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done] below the names, Indicate all affiliations with a lower-
case superscript leccer immediately after the author's name and in frant of the appropriate address.
Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, If available, the
e-mail address of each author,

= Carresponding auvthar. Clearly indicate who will handle carrespondence ar all stages of refereeing
and publication, also post-publication. Ensuire that the e-mail address is given and that contact
details are kept up to date by the corresponding author.

= Present )/ permanent address, IFf an authar has moved since the work deseribed in the article was
done, or was visiting at the time, a 'Present address” (or "Permanent address’) may be indicated as
a fooktnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address, Superseript Arabic numerals are used for such footnotes,

Abstract

Page 2 of the typescript should be reserved for the Abstract which should have no more
than 250 weords., For Regular Articles, this should follow a structured format, sub-divided into
subsections entitled "Background"; "Methads"; "Results”; "Conclusions” and "General Significanca™.
Each subsection should be brief and informative, emphasizing those points that are unigue to the
paper, Review Articles should also contain a Structured Abstract, sub-divided into subsections entitled
"Background": "Scope of Review": "Major Concluzsions": and "General Significance”. Since summaries
are increasingly used by abstracting services which will cut off after a fixed number of words, It is
important not to exceed the maximum number of words and to avoid bibliographic references and
nan-standard abbreviations.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the anline
article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a concise, pictorial form
designed ta capture the arention of a wide readership. Graphical abstracts should be submitted as a
separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum
of 531 = 1328 pixels (h = w} or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 =
13 em using a reqgular screen resalution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF ar MS Office
files. See https:/fwww.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of their images and in accordance with all technical reguirements: Illustration Service,
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Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that
convey the core findings of the article and should be submitted in 3 separate editable file in the anline
submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum
85 chailral';ter'ﬁr including spaces, per bullet point). See https:/fwww. elseviercom/highlights for
examples.

Keywords

Immediately after the abstract, provide & maximum of & kevwords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts {avoid, for example, 'and’, "of'). Be sparing
with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords
will be used for indexing purpossas.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in & footnote to be placed on the first page
of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Acknowlegadgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and dao
nat, therefare, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals wha provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or praof reading the article, etc.).

Standards for Reporting Enzymology Data [STRENDA)

This journal follows the recommendations of the STRENDA (Standards for Reporting Enzymology
Data) Commission of the Bellstein-Institut for the reporting of kinetic and equilibrium binding data.
Detailed guidelines can be found at (http: ffwerw. strenda.org/documents.hitml) or in this pdf file.

Al reports of kinetic and binding data must include a description of the identity of the catalytic or
binding entity (enzyvme, protein, nucleic acid or other molecule). This information should include
the origin or source of the molecule, its purity, composition, and other characteristics such as
post-translational modifications, mutations, and any modifications made to Facilitate expression
or purification. The assay methods and exact experimental conditions of the assay must be fully
described if it is a new assay or provided as a reference to previously published work, with or withaut
modifications. The temperature, pH and pressure (if other than atmospheric) of the assay must
alwayvs be included, even If previously published. In instances where catalytic activity or binding
cannot be detected, an estimate of the limit of detection based on the sensitivity and error analysis
of the assay should be provided. Ambiguous terms such as "not detectable” should be avaoided. A
description of the software used for data analysis should be included along with calculated errors for
all parameters,

First-order and second-arder rate constants: see pdf for full instructions.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in
line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small
fractional terms, €.g., X/ In principle, variables are to be presented in italics. Powers of & are often
more conveniently denoted by exp, Number consecutively any eguations that have to be displayed
separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly, Mumber them consecutively throughout the article. Many word
processors build footnotes into the text, and this feature may be used. Should this not be the case,
indicate the peosition of footnotas in the text and present the foctnotes themselves separately at the
end of the article.

Artwork

Image manipuwlation

While it is accepted that authors sometimes need to manipulate images for clarity, manipulation for
purposes of decaption or fraud will be seen as scientific ethical abuse and will be dealt with accardingly.
For graphical imagaes, this journal is applying the following policy: no specific feature within an image
may be enhanced, cbscured, mowved, removed, or intreduced. Adjustments of brightnaess, contrast,
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or color balance are acceptable as long as they are applied to the entire image and do not obscure
or eliminate any information present in the original. Nonlinear adjustments {e.g. changes to gamma
settings) must be disclosed in the figure legend,

Digital images in manuscripts nearing acceptance for publication may be scrutinized for any indication
of improper manipulation. 884 General Subjects reserves the right to ask for original data or images
and, if these are not satisfactory, we may decide not to accept the manuscript,

Electranic artwork

General points

= Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

= Preferred fonts: Arial (or Hebvetica), Times New Roman (or Times), Symbol, Courler,

= Mumber the illustrations accarding to their seguence in the text,

« Uze a loagical naming convention for vour artwark files,

= Indicate per flgure if it is a single, 1.5 ar 2-column fitting image.

= Far Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables within a
single file at the revision stage.

= Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate source files,
A detailed guide on electronic artwork s available on our website:

https: fSwww. elsevier comyartworkinstructions.,

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

Regardiess of the application used, when yvour electronic arbwork is finalized, please 'save as’ or
convert the images to one of the following foarmats (note the resalution requirements for line drawings.
halftones, and line/halftone combinations given belaw):

EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as "graphics'.

TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpl.

TIFF [or IPG): Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF {or IPS): Combinations bitmapped line/half-tone {color or grayscale): a minimum of S00 dpi
is reguired.

Please do not:

= Supply files that are optimized for screen use [e.qg.. GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too low.
= Supply files that are too low in resoluticn.

= Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are In an acceptable format (TIFF [or JIPEG), EPS [or
POF)y or M5 Office files) and with the correct resolution. If, together with yvour accepted articie,
you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these
figures will appear in color online (e.g.. Sciencelirect and other sites) In addition te oolor
reproduction in print. Far further information on the preparation of electronic artwork, please see
mps: S www. elsevier comyartworkinstructions.,

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title {not on the figure
itself’ and & description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but
explain all symbals and abbreviations used.

Tables

Flease submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the
relevant text in the article, or on separate page{s) at the and. Mumber tables consecutively in
accardance with their appsarance in the text and place any table notes below the table body. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results
described elsewhere in the article. Flease avoid using vertical rules,

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text Is also present in the reference list {and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
comimunications are not recoammended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
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journal and shouwld include a substitution of the publication date with either "Unpublished results’ or
‘Personal communication'. Citation of a reference as 'in press’ implies that the item has been accepted
for publication.

Web referances

Az a minimum, the full URL sheuld be givern and the date when the reference was last accessed. Any
further information, If known (D01, author names, dates, reference to a source publication, etc.],
should also be given. Web referances can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list.

Refersnces in a spacial ilssue
Pleaze ensure that the words 'this issue' are added to any references (n the lisk [and any citations in
the text) ta ather articles in the same Special Issue.

Reference management softwars

Most Elsevier journals have their reference  template available in many of the
most  popular reference  management software products. These include all  products
that support Citation Style Language styles (http://citationstyles.org), such as Mendeley
(http:/fwww. mendeley. com/features/reference-manager) and Lotero (httos:/fwww.zotero,org/], as
well as EndMote (http://endnote.com/downioads,/styles). Using the word processor plug-ins from
these products, authors only need to select the appropriate journzl template when preparing their
article, after which citations and bibliographies will be automatically formatted in the journal's style.
If no template is vet available for this journal, please follow the format of the sample references and
citations as shown in this Guide,

Users af Mendeley Deskeop can easily install the reference style far this joaurnal by clicking the Fallawing
linke:

tp:/fopen.mendeley. comy use-citation-style/bba-general-subjects
When preparing yvour manuscript, yvou will then be able to select this style using the Mendeley plug-
ins for Microsoft Word or LibreQifice.

Refarence formatting

There are na strict Freguirements on reference farmatting at submission. References can be in any style
or format as long as the style is consistent. Where applicable, author{s) name(s), journal ticle/book
title, chapter tide/article title, yvear of publication, volume number/book chapter and the pagination
must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be
applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted
at proof stage for the author te correct. IT yvou do wish te format the references yvourself they should
be arranged according to the following examples:

Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual authors
can be referred to, but the reference number{s) must always be given.

Example: '..... a5 demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different result ...

List: Mumber the references {numbears in sguare brackets) in the list in the order in which they appesar
in the taxt,

Examples:

Referance to a journal publication:

[1]1. van der Geer, J.A.]l, Hanraads, R.A. Lupton, The art of writing a scientific article, 1. Sci. Commun.
183 (2010} 51-59,

Reference to 2 book:

[2] W. Strunk Ir, E.B. White, The Elements of Style, fourth ed., Longman, Mew York, 2000,
Referance to a chapter in an edited book:

[3] G.R. Mettam, L.B. Adams, How to prepare an electronic version of your article, in: B.5. lones, R.Z.
Smith {Eds.), Introduction to the Electronic Age, E-Publishing Inc,, Mew York, 2009, pp. 281-304,
Reference o 2 weabsite:

(4] Carncer Research UK, Cancer statistics reports for the UK. http:/fwww.cancerresearchuk.org/
aboutcancer/statistics/cancaerstatsreporty, 2003 {accessad 13.02.03),

Journal abbreviations source
Journal names =should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations:
ttp:/Swww. issn.org/services/online-servicesfaccess-to-the-ftwa/.
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Video data

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
ressarch, Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include links to these within the body of the article, This can be done in the
same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the bady
text where it should be plaged. All submitted files should be properly labeled so that they directlhy
relate to the videg file's content. In erder to ensure that vour video or animation material is directly
usable, please provide the files in one of cur recommended file formats with a preferred maximum
size of 150 MB. Video and animation files supplied will be published online in the electronic version
of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect; http:/fwww. sciencedirect, com.
Flease supply 'stills' with your files: vou can choose any frame from the video or animation or
make a separate image. These will be used instead of standard icons and will personalize the
link to your videp data. For more detailed instructions please wisit our video instruction pages at
httos: )/ fwnenw, elsevierncomy/ artworkinstructions, Maote: since video and animation cannot be embedded
in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and the print version
for the portions of the article that refer to this content.

AuvdioSlhides

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published article.
AudiosSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online article on
Sciencelirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in their own words and
to help readers understand what the paper is about. More information and examples are available at
https:/fwww. elsevier.com/audioslides. Authars of this journal will automatically receive an invitation
e-mail to create an AudioSlides presentation after acceptance of their paper.

Supplementary material

Supplementary material can support and enhance your scientific research. Supplementary files
offer the author additienal possibilities to publish supporting applications, high-reselution images,
background datasets, sound clips and more. Flease note that such itemns are published online exactly
as they are submitted; there is no typesetting involved (supplementary data supplied as an Excel
file or as a PowerPoint slide will appear as such onling). Please submit the material together with the
article and supply 2 concise and descriptive caption for each file, If you wish to make any changes to
supplementary data during any stage of the process, then please make sure to provide an updated
file, and do not annotate any corrections on a previous version. Please also make sure to switch
off the '"Track Changes’ aption in any Microsoft Office files as these will appear in the publishad
supplementary file(s). For more detailed instructions please wvisit our artwork instruction pages at
hittps: ) fwnenw elsevier,comy artworkinstrections.

Data in Brief

Authaors have the option of converting any or all parts of their supplementary or additional raw data into
one or multiple Data in Brief articles, a new kind of article that houses and describes their data. Data
in Brief articles ensure that vour data, which is normally buried in supplementary material, is actively
reviewed, curated, formatted, indexed, given a DOI and publicly available to all upon publicatian.
Authaors are encouraged to submit their Data in Brief article as an additional item directly alongside the
revised warsion of their manuscript. If vour research article is accepted, vour Data in Brief article will
automatically be transferred over to Datz in Brief where it will be editorially reviewed and published in
the new, open access journal, Oata in Brief. Flease note an open access fee is payable for publication
in Data in Brief. Full details can be found at http:/fwww journzls elsaviercom/data-in-brief. Please
use the following template to write your Data in Brief: https://www. elsevier,com/dib-template.

Database linking

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving readers access 1o
relevant databases that help to build a betrer understanding of the described research. Pleaze refer
to relevant database identifiers using the following format in vour article: Database: xxxx (&.5., TAIR:
AT1G01020; CCDC: 734052; PDB: 1XFN). See https://www. elsevierncom/databaselinking for more
imformation and a full list of supperted databases.,

3D molacular modals
You can enrich your onling articles by providing 3D molecular models {optional) in PDB, PSE or
MOL/HMOL2 format, which will be visualized using the interactive viewer embedded within the article.

Using the wiewer, it will be possible to zoom into the model, rotate and pan the model, and
change display settings. Submitted models will also be available for downloading from your online
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article on Sciencelirect. Each molecular model will have to be uploaded to the online submission
systemn separately, via the '3D molecular medels' submission category., For more information see:
https:/ fwenw elsevier.com/3IDMolecularModels.

Submission checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prier to sending it to the journal
for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item,

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

= E-mail address

= Full postal address

* Telephone

All necessary files have been uploaded, and contain:

= Keywords

= All figure captions

# All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

# Manuscript has been "spell-checked’ and "grammar-checked'

* 4|l references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

# Permission has been obtained for use of copyrighted material from cther sources (including the Web)
Far any further infermation please visit our customer support site at http://support.elsevierncom.

AFTER ACCEPTANCE

Use of the Digital Object Idenitifier

The Digital Object Identifier (DO1) may be used to cite and link te electronic documents. The DOI
cansists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a document by the publisher
upon the initial electronic publication. The assigned DOI never changes. Therefore, it is an ldeal
medium for citing a document, particularly ‘Articles in press’ because they have not yet received their
full bibliographic informaticn. Example of a correctly given DOI (in URL format; here an article in the
journal Physics Lerters B):

http://dx. dol.org/10.1016/]. physletb. 2010,09.059

When vou use a DOI to create links to documents on the web, the DOls are guaranteed never to
change.

Online proof correction

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system, allowing
annotation and coerrection of proofs online. The envirenment is similar to MS Word: in addition to
editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions from the Copy Editorn
Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing you to directly type
vour corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, yvou can still choose to annotate and upload yvour edits on the PDF version. All instructions
for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative methods to the online
version and PDF.

We will do everything possible to get vour article published quickly and accurately. Flease use this
proof anly for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the texe, tables and
figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered at this
stage with permission from the Editer It is important to ensure that all corrections are sent back
o us in one communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any subseguent
carrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely yvour responsibilicy.

CHfprints

The corresponding author, at ne cost, will be provided with a personalized link providing 50
days free access to the final published wersion of the article on ScienceDirect, This link can
also be used for sharing wvia emaill and social networks. For an extra charge, paper offprints
can be ordered wvia the offprint order form which is sent once the article is accepred for
publication. Both corresponding and co-authors may order offprints at any time via Elsevier's
WebShop (http://webshop. elsevier.com/myvarticleservices/offprints ). Authors requiring printed copies
of multiple articles may use Elsevier WebShop's 'Create Your Own Boolk' service to collate multiple
articles within a single cowver {http:/fwebshop.elsevier.com,/myarticleservices/booklets].
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ANEXO 2

Andlises quimicas: Infravermelho
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ANEXO 3

Andlises quimicas: Ressonancia Magnética Nuclear de Protons
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Hisnna/Prof. Wicacio/Bioguimlica
Mmostra Ac. Divaricatico
Solicitaceo N. NOG25-4

26.06.15 OFPE

Ssmple Name:
WOGLE_9
Data Collected on:
Ngilent300-vomrs300
Archive directory:
/home/vemel/vomrsys/data/RUN_2013/dexembro
Sample directory:
v102_01
Fidrile: PROTON

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
pata collected on: Jun 26 2015

Temp. 26.0 ¢ / 299.1 K
Oparatoxr: wvonrl

Relasx. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degress

Acq. time 1.704 sec

wideh 4807.7 ®z

16 repetitions
OBSERVE M1, 299.9456665 Az
DATA PROCESSING
FT size 16384
Total time 0 min 43 sec

)

R L e L e NN AR Ll LR LS LA RN LAy LA LR AR R ARy LA LA LA LA AL LAY LA s LA

10.5 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
— e —— — e
0.81 0.86 3.00 3.82

0.e31,7¢ 3.80 5.78

ppm
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ANEXO 4

Resumos enviados a eventos cientificos
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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

Hianna Arely Milca Fagundes Silva *, José Luis Ferreira Sa*, Williams Nascimento de
Siqueira ?, Hallysson Douglas Andrade de Araujo *, Alexsandra Nascimento de
Carvalho *, Ménica Cristina Barroso Martins !, Luanna Ribeiro Santos Silva %, Ménica
Camelo Pessoa de Azevedo Albuquerque *, Ana Maria Mendonca de Albuquerque
Melo 2, Nicacio Henrique da Silva*

'Departamento de Bioquimica, Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Brasil;
Departamento de Biofisica e Radiobiologia, Universidade Federal de Pernambuco, Recife,
Brasil.
$Departamento de Medicina Tropical, Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Brazil.

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 pg / 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 pg / 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 pg / mL, respectively. For embryotoxicity testing, the results were 4%, 6.6%, 43.33%
and 100% for concentrations of 2.5, 5, 10 and 25 pg / 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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Caramujos da espécie Biomphalaria glabrata sdo conhecidos por serem hospedeiros
intermediarios da esquistossomose mansdnica. Doenca endémica em varios paises da América
do Sul, inclusive no Brasil, sendo considerada um grave problema de saude publica. Uma das
alternativas para combater a doenca 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 &cido divaricético, metabdlito secundério
originario do liquen Ramalina sp. tem apresentado um potencial biotecnoldgico adequado a
aplicagdes moluscicidas. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
moluscicida do &cido divaricatico sobre B. glabrata e seus embrides. Para o bioensaio com
caramujos adultos, 10 exemplares com didmetro de 10-14mm foram acondicionados em
recipientes com capacidade de 60 mL e expostos ao acido divaricatico nas concentracdes de
2,5; 3,5; 4,5 e 5,5 pg/ml durante 24 horas e observados por 8 dias. Para a embriotoxicidade,
100 embrides de B. glabrata no estagio de blastula, foram colocados em placas de petri e
expostos ao acido divaricatico nas concentracbes de 5, 10, 15 e 20 pg/ml, durante 12 e 24
horas e observados por 8 dias consecutivos. Os ensaios foram realizados em triplicata e a
analise estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA e o Student-Newman Keuls com
p<0,05. Os caramujos adultos expostos ao acido divaricatico apresentaram 26.66%, 40%,
76.66% e 100% de mortalidade para as concentragdes de 2,5; 3,5; 4,5 e 55 pg/ml,
respectivamente. Para o teste de embriotoxicidade com 12h a inviabilidade dos embrides foi
de 0%, 25.66%, 94% e 100% e apds 24h foi 6.66%, 47.33%, 100% e 100% para as
concentragfes de 5, 10, 15 e 20 pg/ml, respectivamente. O acido divaricético apresentou
eficiéncia na eliminacdo de embrides em fase de blastula, bem como de caramujos adultos de
B. glabrata em baixas concentragdes conforme o preconizado pela OMS.
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