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RESUMO 

 
A esquistossomose é uma doença parasitária tropical que afeta, na grande maioria, 
populações em condições de pobreza. No Brasil, a esquistossomose é endêmica em 
estados da região Nordeste, incluindo Pernambuco. Os caramujos do gênero 
Biomphalaria são fundamentais para o ciclo biológico do Schistosoma mansoni, 
portanto, uma das principais formas de controle da doença se dá pelo controle dos 
hospedeiros intermediários, destacando B. glabrata. A niclosamida é o único 
molusicida autorizado pela OMS, contudo, esta substância apresenta custo elevado 
de aplicação e provoca danos ao meio ambiente. Desta forma, é fundamental a 
busca por compostos de origem natural com propriedades moluscicidas que 
possuam baixa toxicidade ao ambiente. Neste trabalho, objetivamos avaliar as 
atividades moluscicida e antiparasitária do extrato etéreo do líquen Cladonia 
substellata contra embriões e adultos Biomphalaria glabrata e cercárias de 
Schistosoma mansoni. Parâmetros de toxicidade foram avaliados em doses 
subletais do extrato etéreo de C. substellata sobre a fertilidade/fecundidade de 
caramujos adultos, bem como os danos genotóxicos e alterações morfológicas nos 
hemócitos. Para o ensaio de toxicidade ambiental foi utilizado o bioindicador Artemia 
salina. As análises cromatográficas do extrato etéreo de Cladonia substellata 
revelaram a presença dos ácidos estítico (4,12%), nortístico (2,14%) e úsnico 
(92,58%). Extrato etéreo de C. substellata apresentou toxicidade contra todos os 
estádios embrionários com CL50 de 1,59, 2,47, 3,39, 2,36 e 0,92 μg/mL para blástula, 
gástrula, trocófora, véliger e hippo stage, respectivamente. A CL50 para adultos B. 
glabrata foi de 2,11 μg/mL e o extrato alterou o padrão de fecundidade, reduzindo o 
número de embriões/caramujo. O extrato aumentou o número de células com 
morfologia indicativa de apoptose e a frequência e índice de danos ao DNA de 
hemócitos. Redução na motilidade de cercárias expostas ao extrato etéreo de C. 
substellata foi observada a partir de 2,5 μg/mL após 15 min e mortalidade de 100% é 
alcançada em 5,0 μg/mL após 120 min. Sobre A. salina o extrato etéreo de C. 
substellata foi atóxico nas concentrações avaliadas (1.0 - 5.0 μg/mL). O extrato 
etéreo de C. substellata é um promissor moluscicida no controle populacional de 
embriões e adultos B. glabrata, hospedeiro intermediário do S. mansoni. O extrato 
causou danos hemocitários e genotóxicos em caramujos adultos, apresentou ação 
contra cercárias, fase infectante para o hospedeiro definitivo, o homem, e foi atóxica 

contra A. salina. 

Palavras-chave: Cladonia substellata; Biomphalaria glabrata; Moluscicida; 

Embriotoxicidade; Fecundidade e Fertilidade; Hemócitos.  

  



 
 

ABSTRACT 

 

Schistosomiasis is a tropical parasitic disease that affects, in the vast majority, 
populations in conditions of poverty. In Brazil, schistosomiasis is endemic in states of 
the Northeast region, including Pernambuco. Snails of the genus Biomphalaria are 
fundamental to the biological cycle of Schistosoma mansoni, therefore, one of the 
main ways of controlling the disease is through the control of intermediate hosts, 
highlighting B. glabrata. Niclosamide is the only mollusicide authorized by the WHO, 
however, this substance has a high cost of application and causes damage to the 
environment. Thus, it is essential to search for compounds of natural origin with 
molluscicidal properties that have low toxicity to the environment. In this work, we 
aimed to evaluate the molluscicidal and antiparasitic activities of the ethereal extract 
of the lichen Cladonia substellata against embryos and adults Biomphalaria glabrata 
and cercariae of Schistosoma mansoni. Toxicity parameters were evaluated at 
sublethal doses of the ethereal extract of C. subsellata on the fertility/fecundity of 
adult snails, as well as genotoxic damage and morphological changes in hemocytes. 
For the environmental toxicity test, the bioindicator Artemia salina was used. 
Chromatographic analysis of the ethereal extract of Cladonia substellata revealed the 
presence of styctic (4.12%), nortistic (2.14%) and usnic (92.58%) acids. Ethereal 
extract of C. substellata showed toxicity against all embryonic stages with LC50 of 
1.59, 2.47, 3.39, 2.36 and 0.92 μg/mL for blastula, gastrula, trocophore, veliger and 
hippo stage, respectively. The LC50 for B. glabrata adults was 2.11 μg/mL and the 
extract altered the fecundity pattern, reducing the number of embryos/snail. The 
extract increased the number of cells with morphology indicative of apoptosis and the 
frequency and rate of DNA damage in hemocytes. Reduction in the motility of 
cercariae exposed to the ethereal extract of C. substellata was observed from 2.5 
μg/mL after 15 min and 100% mortality is reached at 5.0 μg/mL after 120 min. On A. 
salina, the ethereal extract of C. substellata was non-toxic at the concentrations 
evaluated (1.0 - 5.0 μg/mL). The ethereal extract of C. substellata is a promising 
molluscicide for population control of embryos and adults of B. glabrata, the 
intermediate host of S. mansoni. The extract caused hemocytic and genotoxic 
damage in adult snails, showed action against cercariae, an infective phase for the 
definitive host, man, and was non-toxic against A. salina. 
 
Keywords: Cladonia substellata; Biomphalaria glabrata; Molluscicidal; 
Embryotoxicity; Fecundity and Fertility; Hemocytes. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

 A esquistossomose é uma doença parasitária causada por vermes 

trematódeos do gênero Schistosoma spp. que prevalece em condições de pobreza, 

afetando em maior dimensão populações de baixa renda em regiões tropicais e 

subtropicais. Presente em 78 países na África, Ásia e Américas do sul e central, é a 

segunda parasitose mais prevalente no mundo, colocando em risco de infecção mais 

de 700 milhões de pessoas e acometendo outras 240 milhões; destas, 

aproximadamente 200.000 evoluem para o óbito todos os anos (WHO, 2017; 

MORAES et al., 2019; WHO, 2020). O Brasil é um dos países com as maiores taxas 

de morbimortalidade da doença, tendo sido registrado entre os anos de 2000 a 2017 

mais de 9 mil óbitos por esquistossomose. A espécie encontrada no país é o S. 

mansoni, que tem como principal vetor caramujos Biomphalaria glabrata em função 

da alta suscetibilidade e ampla distribuição (PARAENSE, 1986; BRASIL, 2018).  

Muitos programas de controle da esquistossomose se concentram na 

prevenção através do tratamento dos pacientes, embora importante, essa estratégia 

é insuficiente para controlar a transmissão da doença (KING; BERTSCH, 2015). 

Sendo assim, para controle da esquistossomose o uso de agentes moluscicidas 

para combater os hospedeiros intermediários, administração em massa de 

medicamentos, saneamento básico e educação em saúde constituem alternativas 

viáveis (KARIUKI et al., 2013; INOBAYA et al., 2014).  

Atualmente, a Organização Mundial da Saúde (OMS) recomenda a utilização 

do moluscicida sintético Niclosamida (NCL), composto sintético eficaz contra 

caramujos adultos e embriões de diversas espécies de hospedeiros intermediários e 

cercárias de Schistosoma spp (WHO, 2017).  Apesar da sua eficácia, esta droga 

possui alto custo associado à aplicação, sensibilidade à luz solar, alta toxicidade 

para animais e plantas aquáticas, além de muitas populações de caramujos 

desenvolverem resistência (OLIVEIRA-FILHO; PAUMGARTTEN, 2000; CHEN et al., 

2012). Portanto, a busca por substâncias de origem natural, atóxicas, com atividade 

moluscicida e cercaricida se torna urgente para impedir a transmissão da 

esquistossomose (LUNA et al., 2005; MIYASATO et al., 2012).  

Neste sentido, os líquens, uma associação simbiótica entre um micobionte 

(fungo) e um fotobionte (alga /cianobactéria), são candidatos a potenciais produtos 

14



 
 
 

moluscicidas por produzirem uma série de metabólitos secundários com 

propriedades biológicas, incluindo ação antimicrobiana (KARABACAK, TAY, 

KIVANC, 2014), anti-tumoral (RUSSO et al., 2012), antinociceptivo (ARAÚJO et al., 

2019), antioxidante (FERNÁNDEZ-MORIANO et al., 2016),  anti-inflamatório (BUGNI 

et al., 2009), anti-parasitária (LUZ et al., 2015) e moluscicida (MARTINS et al., 2014; 

ARAÚJO et al., 2018; SILVA et al., 2019). Portanto, com base nessas propriedades 

este estudo explorou pela primeira vez a toxicidade do extrato etéreo de C. 

substellata sobre embriões (estágio de blástula, gástrula, trocófora, véliger e hippo 

stage) e adultos B. glabrata, seu efeito citotóxico e genotóxico sobre hemócitos, 

atividade sobre cercárias de S. mansoni e avaliação ecotoxicológica sobre o 

bioindicador Artemia salina. Este estudo ampliará o escopo de aplicação do extrato 

etéreo de C. substellata e fornecerá uma nova alternativa no controle populacional 

de caramujos vetores da esquistossomose mansoni. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

15



 
 
 

2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Aspectos epidemiológicos da esquistossomose 

 

 A esquistossomose é uma doença parasitária causada por vermes digenéicos 

do gênero Schistosoma spp. A doença atinge principalmente populações de baixa 

renda em situações de pobreza que não tem acesso à água potável e saneamento 

básico adequado, sendo estes fatores determinantes para a manutenção do ciclo de 

vida do parasito (FACCHINI et al., 2018; ATALABI; ADUBI, 2019; BRASIL, 2020). 

Atrás apenas da malária, a esquistossomose é considerada a parasitose mais 

importante em termos socioeconômicos e de saúde pública no mundo, afetando 

cerca de 240 milhões de pessoas e colocando em risco de infecção outras 779 

milhões. Devido a sua ampla distribuição geográfica, a esquistossomose é relatada 

em 78 países e territórios de clima tropical e subtropical, destes, 52 países são 

endêmicos para a doença (Figura 1) (SILVA-MORAES et al., 2019;  WHO, 2020;).    

 

Figura 1. Distribuição mundial da esquistossomose. Os países marcados em tom de cor mais escuro 
apresentam os maiores índices de morbimortalidade da doença.   

 
Fonte: WHO (2018). 
 

 As espécies mais importantes causadoras da esquistossomose humana no 

contexto epidemiológico mundial são S. haematobium, S. mansoni e S. japonicum, 

estas, são responsáveis pelas maiores taxas de morbimortalidade da doença. Já as 

espécies S. intercalatum, S. mekongi e S. guineenses apesar de terem certa 

importância epidemiológica apresentam uma baixa prevalência global (Figura 2). 

Com exceção do S. haematobium, causador da forma urogenital da doença, todas 
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as outras espécies causam a forma intestinal da esquistossomose (GAHI, 2018; 

SCHWARTZ; FALLON, 2018; MCMANUS et al., 2018). 

 

Figura 2. Distribuição das principais espécies de Schistosoma spp no mundo. 

 
Fonte: JUNG et al. (2019). 

 

Dentre as espécies citadas, S. mansoni é a única presente nas Américas 

Central e do Sul, onde, algumas ilhas do Caribe (República Dominicana, Guadalupe 

e Santa Lúcia), Suriname, Venezuela e Brasil são endêmicos para esta parasitose 

(NOYA et al., 2015; KATZ, 2018). Segundo a Organização Pan-Americana de Saúde 

(OPAS), aproximadamente 25 milhões de pessoas correm risco de contrair a 

infecção nesses locais, com Brasil e Venezuela sendo os países mais atingidos pela 

doença. 

No Brasil, a esquistossomose mansônica também conhecida popularmente 

como “xistose”, “barriga d’água” ou “doença dos caramujos” atinge 

aproximadamente 1,5 milhão de pessoas, sendo registrados pelo Ministério da 

Saúde entre os anos 2000 e 2017, mais de 9.000 óbitos. A transmissão da 

esquistossomose é relatada em 19 Estados, sendo endêmica em Alagoas, Bahia, 

Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraíba, Sergipe, Espírito Santo e Minas Gerais, 

além de apresentar transmissão focal no Pará, Maranhão, Piauí, Ceará, Rio de 

Janeiro, São Paulo, Paraná, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Goiás e Distrito 

Federal (Figura 3) (KATZ, 2018; BRASIL, 2020). 

17



 
 
 

Figura 3. Áreas endêmicas para esquistossomose mansônica no Brasil. 

 
Fonte: SISPCE/SVS/MS (2018). 

 

Na região Nordeste, Pernambuco é um dos estados que se destaca pelos 

altos índices de infecção pela esquistossomose, no qual dos 185 municípios que o 

compõem, 101 (54,6%) são endêmicos para a doença (Figura 4). De 2013 a 2017, o 

estado apresentou média anual de 150 óbitos, além disso, no mesmo período, foi 

descrita uma média de internações hospitalares de 39 pacientes ao ano, decorrente 

das formas mais graves da doença (BARBOSA et al., 2018; PERNAMBUCO, 2018). 

 

Figura 4. Municípios pernambucanos classificados como endêmico, focal e vulnerável de acordo com 
o número de casos de esquistossomose.  

 
Fonte: PERNAMBUCO (2018). 
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2.2 Ciclo biológico do Schistosoma mansoni 

 

 O S. mansoni tem ciclo de vida do tipo heteroxênico, necessitando de um 

hospedeiro intermediário durante a fase assexuada, os caramujos do gênero 

Biomphalaria spp, e um hospedeiro definitivo durante a fase sexuada, que são os 

humanos e outros mamíferos (LEWIS; TUCKER, 2014; BRASIL, 2018). 

O ciclo inicia quando indivíduos infectados excretam suas fezes contendo 

ovos maduros. Ao entrar em contato com águas doces, os ovos por estímulos de luz 

intensa e temperatura liberam uma larva ciliada, o miracídio. Este se movimenta 

ativamente em busca do hospedeiro intermediário, o caramujo Biomphalaria spp. 

(INOBAYA et al., 2014; BRASIL, 2018; MCMANUS et al., 2018). Ao encontrá-lo, o 

miracídio se fixa ao tegumento do caramujo realizando a penetração através de 

movimentos contráteis e rotatórios. No processo de penetração, o miracídio perde 

algumas estruturas dentro de um período de aproximadamente 48 horas, sofrendo 

diversas modificações morfofisiológicas para se diferenciar em um “saco” formado 

por uma membrana contendo células germinativas, denominado esporocisto 

primário. Após esta fase, o esporocisto primário vai dar origem ao esporocisto 

secundário e depois ao terciário para originar as cercárias, que são as formas 

infectantes para hospedeiro vertebrado. Neste processo um miracídio pode dar 

origem até a 300.000 cercárias de um único sexo (GRYSEELS, 2012; NEVES, 2016; 

ALMEIDA, 2018; MCMANUS et al., 2018). 

 Após 40 a 45 dias de penetração do miracídio, as cercárias são liberadas 

pelos caramujos no ambiente aquático. Essa liberação ocorre preferencialmente 

entre as 10-16 horas, isto ocorre devido ao calor mais intenso e uma maior 

incidência de luz. Após a liberação, as cercárias nadam ativamente até encontrarem 

um hospedeiro definitivo, quando isso acontece penetram na pele e/ou mucosas do 

indivíduo por esforço mecânico e pela atuação de enzimas proteolíticas 

(GRYSEELS, 2012; BRASIL, 2018). Ao realizarem a penetração, as cercárias 

sofrem alterações metabólicas e reorganizam seus tegumentos passando a ser 

chamadas de esquistossômulos de pele. Estes migram até os vasos sanguíneos e 

chegam aos pulmões, depois seguem para o coração, e posteriormente para o 

fígado, nos ramos intra-hepáticos onde vão completar seu desenvolvimento em 

vermes adultos até alcançarem a maturação sexual. No sistema porta intra-hepático 

19



 
 
 

os vermes adultos, macho e fêmea acasalam e migram para as veias mesentéricas 

inferiores iniciando a oviposição. A fêmea de S. mansoni pode liberar cerca de 

300/400 ovos por dia, sendo que parte desses ovos chega à luz intestinal onde 

serão liberados juntos às fezes dando continuidade ao ciclo, outra parte fica retida 

na mucosa intestinal ou embolizados para o fígado e baço pela circulação portal 

(Figura 5) (NEVES, 2016; BRASIL, 2018; LOYO, 2018).  

Figura 5. Ciclo Biológico do Schistosoma mansoni. 

 
Fonte: Adaptado de MCMANUS et al. (2018). 

 

2.3 Hospedeiros Intermediários do Schistosoma mansoni no Brasil 

 

 Os hospedeiros intermediários transmissores do S. mansoni no Brasil são 

caramujos gastrópodes aquáticos, pulmonados e hermafroditas. De acordo com 

estas e outras características, estes caramujos tem a seguinte classificação 

taxonômica: Filo Mollusca, Classe Gastropoda, Subclasse Pulmonata, Ordem 

Basommomatophora, Família Planorbidae e Gênero Biomphalaria (NEVES, 2016; 

BRASIL, 2017). No país são encontradas 11 espécies e uma subespécie do gênero 

Biomphalaria que são: B. glabrata (SAY, 1818), B. tenagophila (D’ORBIGNY, 1835), 

B. straminea (DUNKER, 1848), B. amazônica (PARAENSE, 1966), B. peregrina 

(D’ORBIGNY, 1835), B. cousini (PARAENSE, 1966); B. intermedia (PARAENSE & 
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DESLANDES, 1962), B. kuhniana (CLESSIN, 1883), B. schrammi (CROSSE, 1864), 

B. oligoza (PARAENSE, 1975), B. occidentalis (PARAENSE, 1981) e B. tenagophila 

guaibensis (PARAENSE, 1984). Dentre estas, apenas as espécies B. glabrata, B. 

tenagophila e B. straminea estão envolvidas na transmissão da esquistossomose 

mansônica, uma vez que são naturalmente infectadas pelo S. mansoni. Já as 

espécies B. amazônica e B. peregrina, são hospedeiras em potencial e todas as 

outras não são hospedeiras do S. mansoni (NEVES, 2016).  

 Os caramujos do gênero Biomphalaria apresentam características em comum 

que permitem uma fácil identificação como, uma concha bicôncava planispiral com 

diâmetro variando entre 7 mm e 40 mm dependendo da espécie; a cor natural da 

concha é castanha, mas pode variar devido as condições ambientais, passando por   

vários tons de marrom até o negro (Figura 6). Apresentam também tentáculos 

longos e filiformes, com os olhos localizados na base dos tentáculos, pé oblongo, 

boca contornada pela mandíbula em forma de T, hemolinfa vermelha pela presença 

de hemoglobina, abertura genital masculina localizada atrás da base do tentáculo 

esquerdo e a abertura genital feminina mais atrás, sob a pseudobrânquia 

(PARAENSE, 2008; BRASIL, 2008; NEVES, 2016). 

 

Figura 6. Caramujo Biomphalaria glabrata 

 
Fonte: O autor. 

 
 A capacidade de colonização de caramujos Biomphalaria spp é dependente 

de condições que envolvam ambientes hídricos naturais ou artificias de águas doces 

paradas e/ou pouco movimentadas, somando-se a estes fatores, uma boa 

luminosidade e temperatura, presença de matéria orgânica, pH neutro, baixa 

salinidade e microflora rica favorecem a reprodução dos caramujos nestes locais. E 
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uma de suas características importantes é a capacidade de se reproduzir de duas 

formas, a primeira é devido ao hermafroditismo, no qual através da autofecundação 

um único espécime de B. glabrata pode gerar em 90 dias até 10 milhões de 

embriões, e a outra através da fecundação cruzada, sendo a preferencial por 

resultar em variabilidade genética (PARAENSE, 2008; PIERI et al., 2012; NEVES, 

2016). 

 Quanto à distribuição geográfica dos caramujos vetores do S. mansoni, a 

espécie B. glabrata pode ser encontrada no Brasil nos estados de Alagoas, Bahia, 

Distrito Federal, Espírito Santo, Goiás, Maranhão, Minas Gerais, Pará, Paraíba, 

Paraná, Pernambuco, Piauí, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Rio Grande do 

Sul, São Paulo e Sergipe (Figura 7A). É considerada a espécie mais importante 

devido a sua alta suscetibilidade frente a diversas cepas do S. mansoni, sendo 

assim o mais eficiente transmissor da esquistossomose (PARAENSE,1986; BRASIL, 

2016). 

 O B. tenagophila pode ser encontrado na Bahia, Espírito Santo, Goiás, Mato 

Grosso do Sul, Minas Gerais, Paraná, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Santa 

Catarina e São Paulo, além do Distrito Federal. Esta espécie distribui-se através de 

uma faixa litorânea do Sul da Bahia até o Rio Grande do Sul abrangendo também 

uma área mais densa de distribuição nos estados do Espírito Santo, Rio de Janeiro 

e de Santa Catarina, além de avançar pelo oeste em Minas Gerais, São Paulo e 

Paraná (Figura 7B) (BRASIL, 2008; CARVALHO et al., 2018). 

 O B. straminea é a espécie com maior distribuição geográfica no Brasil, 

estando presente em 24 estados e no Distrito Federal, apenas Roraima e Amapá 

não têm registros da presença do caramujo (Figura 7C). Os moluscos B. straminea 

são encontrados em quase todas as bacias hidrográficas brasileiras se adaptando 

as diversas variações climáticas e ecológicas do país. Na Região Nordeste, 

apresenta amplo domínio por estar mais bem adaptado ao clima seco, 

desempenhando papel importante na epidemiologia da esquistossomose. Apesar 

disso, esta espécie exibe os mais baixos níveis de infecção dentre as espécies 

vetoras da esquistossomose no Brasil (BRASIL, 2008; CARVALHO et al., 2018). 
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Figura 7. Distribuição geográfica das Espécies de Biomphalaria spp no Brasil. A – B. glabrata; B – B. 
tenagophila; C – B. straminea 

 
Fonte: BRASIL (2014). 

 

2.3.1 Estágios e características dos embriões do gênero Biomphalaria spp 

 

 O conhecimento a respeito da embriologia dos caramujos do gênero 

Biomphalaria sp é de grande importância, visto que a análise de compostos 

moluscicidas quando aplicadas nas fases inicias de desenvolvimento do vetor 

podem diminuir a transmissão da esquistossomose (KAWANO et al., 2008). 

 Estudos realizados por Camey &  Verdonk (1969) permitiram compreender a 

linhagem celular do B. glabrata desde as primeiras clivagens até a eclosão dos 

caramujos jovens. E a partir dos estudos complementares de Kawano et al., 1992 e 
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Kawano et al., 2004 foi possível descrever e identificar os estádios embrionários de 

desenvolvimento dos caramujos Biomphalaria sp. 

 As desovas de Biomphalaria sp são formadas por ovos que medem cerca de 

100µm de diâmetro. Inicialmente cada embrião passa por diversas clivagens até 

alcançar o estádio de blástula e isto ocorre de 0 a 15 horas após a primeira clivagem 

(Figura 8A). Neste estádio ocorrem apenas divisões mitóticas sem o aumento de 

volume celular (CAMEY; VERDONK, 1969; KAWANO; OKAZAKI; RÉ 1992). Após 24 

horas da primeira clivagem, se inicia a gastrulação caracterizada pelo final da 

clivagem, início do crescimento, diferenciação e movimentação celular. A 

gastrulação nesses caramujos ocorre por invaginação ou endobolia. O embrião 

modifica sua forma de arredondada para achatada pela transformação dos pólos 

animal e vegetativo (Figura 8B). No final desta fase tem-se o aparecimento da boca 

(CAMEY; VERDONK, 1969; KAWANO; OKAZAKI; RÉ 1992). 

 O estádio de trocófora (Figura 8C) ocorre entre 48 e 87 horas após a primeira 

clivagem, constituindo-se como a primeira fase larval de B. glabrata. Esta fase é 

caracterizada pela formação do prototroco, que separa o corpo larval em duas 

partes, as regiões pré-trocal e pós-trocal. Na região pré-trocal é encontrada a futura 

região cefálica, com a presença de uma placa apical, duas placas cefálicas que 

darão origem a região dos olhos e tentáculos, e a vesícula cerebral. Na região pós-

trocal encontra-se a boca, localizada abaixo da placa apical e na região oposta 

encontra-se a glândula da concha (CAMEY; VERDONK, 1969; KAWANO; OKAZAKI; 

RÉ 1992; KAWANO; NAKANO; WATANABE 2008). 

 O estádio de véliger que ocorre entre 96 e 120 horas após a primeira 

clivagem é caracterizado pela formação da concha, que começa a cobrir uma parte 

do corpo (Figura 8D). O prototroco evolui para um órgão que recebe nome de velum, 

que é responsável pela movimentação intensa da larva dentro do ovo e as placas 

cefálicas apresentam a futura região do olho e do tentáculo. Nesse estádio o pé já 

está bem desenvolvido (CAMEY; VERDONK, 1969; KAWANO; OKAZAKI; RÉ 1992; 

KAWANO; NAKANO; WATANABE 2008).  

 Em hippo stage (Figura 8E), estádio entre 120 e 144 horas da primeira 

clivagem, os olhos e os tentáculos já estão bem desenvolvidos e são evidenciados 

como um halo pigmentado na região das placas cefálicas. A concha cobre quase 

toda a totalidade do corpo e do pé da larva formando quase um caramujo jovem. 

Após 144 horas, a uma temperatura de 25°C ocorre a eclosão dos caramujos jovens 
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(Figura 8F) (CAMEY; VERDONK, 1969; KAWANO; OKAZAKI; RÉ 1992; KAWANO; 

NAKANO; WATANABE 2008). 

 

Figura 8. Estádios de desenvolvimento embrionário de B. glabrata. A – Blástula; B – Gástrula; C – 

Trocófora; D – Véliger; E – Hippo stage; F – Caramujo jovem.  

  
Fonte: O autor.  

 

2.4 Líquens: características gerais e propriedades biológicas 

 

 Os líquens, também chamados de fungos liquenizados, são organismos 

resultantes de uma associação simbiótica entre um fungo (micobionte, heterotrófico) 

e um ou mais participantes fotossintéticos (fotobionte, autotrófico), podendo ser 

algas verdes e/ou cianobactérias. Essa interação permanente leva a formação de 

um corpo vegetativo denominado talo no qual o fungo é um exohabitante 

(COCHIETTO et al., 2002; NASH III, 2008; KIRK et al., 2008).  

 Na associação entre esses organismos, o fungo obtém nutrientes produzidos 

pelas algas/cianobactérias que são compostos orgânicos (carboidratos) e oxigênio 

produzido através da fotossíntese, fundamentais para respiração e crescimento. Já 
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as algas/cianobactérias se beneficiam da presença do fungo por lhes conferir abrigo 

à luz excessiva e hidratação para se estabelecer em ambientes secos (NASH III, 

1996; PURVIS, 2000; MOEL, 2008). 

 Quanto à morfologia dos líquens, baseia-se na organização do talo liquênico 

que tem suas características estruturais produzidas pelo micobionte. Esta estrutura é 

de suma importância para identificação dos líquens, pois a morfologia e a química 

do talo é um componente variante de cada espécie. Dentro do talo liquênico o 

fotobionte e o micobionte se posicionam em sucessivas camadas, onde o cortéx 

superior é constituído de hifas entrelaçadas do fungo dando proteção à camada de 

algas posicionada mais abaixo, protegida por outro feixe de hifas frouxas, a medula, 

que é seguida de outro feixe de hifas, o córtex inferior (KAFFER, 2005; MOEL, 2008) 

(Figura 9).  

 

Figura 9. Morfologia dos líquens. A – Alga; B – Hifas medulares; C – Hifas corticais. 

 
Fonte: Pereira (1998). 

 

 O talo liquênico pode ser classificado em foliáceo ou folhoso, crostoso, 

arbustivo ou fruticoso e ainda, o talo esquamuloso, um tipo intermediário mais 

complexo entre o talo crostoso e o folhoso (NASH III, 1996; GOWARD et al., 1994; 

NASH III, 2008). Todos esses tipos apresentam cores características e formas 

variadas, que, como dito anteriormente dependem da espécie e das substâncias que 

eles contêm (PEREIRA, 2002).   
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 .O talo foliáceo ou folhoso é semelhante a uma folha sobre um substrato e 

dele se destaca com facilidade. Além disso, esse tipo de talo apresenta-se dividido 

lobos e sua fixação ao substrato ocorre através das rizinas (HALE JÚNIOR, 1983; 

NASH III, 2008) (Figura 10A). 

 O talo crostoso apresenta-se intimamente aderido ao substrato pela medula, 

sendo difícil destaca-lo. Tem uma estrutura anatômica bem diferenciada e achatada 

formando uma espécie de crosta (NASH III, 1996; XAVIER FILHO et al., 2006) 

(Figura 10B). 

 O talo fruticoso ou arbustivo assemelha-se a pequenos arbustos podendo se 

apresentar nas formas cilíndrica e achatada, ereto ou decumbente com de simetria 

radial ou isolateral. A fixação ao substrato ocorre por um ou mais pontos do ramo 

(HALE JÚNIOR, 1983; NASH III, 2008) (Figura 10C).  

 Já o talo esquamuloso é formado a partir de pequenos lóbulos que se 

assemelham a escamas agregadas aos talos. A estrutura é a mesma do tipo folioso, 

com exceção da ausência de rizina, estando fixado ao substrato através de uma 

porção central do córtex inferior (NASH III, 2008) (Figura 10D).  

 

Figura 10. Tipos de Líquens. A – Leptogium sp (Talo folioso); B – Ochrolechia parella (Talo crostoso); 
C – Teloschistes (Talo fruticoso); D – Normandina (Talo esquamuloso).  

 
Fonte: A, B, C – Spielmann (2006); D – Lucking et al., (2004). 
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 Os líquens desempenham funções com grande importância ecológica 

atuando na formação, fertilização e prevenção da degradação do solo. Algumas 

dessas funções se dão pela capacidade de fixar o nitrogênio em ecossistemas 

áridos, constituindo grande parte da biomassa de organismos autotróficos em 

ambientes com pouca disponibilidade de nutrientes (WILL-WOLF et al., 2004; NASH 

III, 2008; OZVAN et al., 2015; VASCONCELOS et al., 2015.  

Economicamente, os líquens também possuem muitas utilidades como, sua 

utilização em indústrias de cosméticos, tingimento de tecidos, na alimentação e na 

medicina popular, sendo utilizado devido as suas propriedades anti-inflamatória, 

antifúngica e antibacteriana (HUNECK, 1999; BATTS; CALDER; BATTS, 2004; 

MARTINS, 2013).  Ademais os líquens são ótimos bioindicadores de poluição, com 

capacidade de armazenar contaminantes atmosféricos em suas células, 

configurando-se como excelentes modelos de monitoramento do ar (HONDA; 

VILEGAS, 1998; SOARES et al., 2014). 

 

2.4.1 Substâncias liquênicas 

 

Os líquens são fontes de compostos fenólicos que são produzidos por três 

vias biossintéticas, são elas: via acetato-polimalonato, via do ácido chiquímico e via 

do ácido mevalônico (NASH III, 2008). Através destas vias metabólicas, são 

formadas várias moléculas que quando isoladas possuem amplas atividades 

biológicas e farmacológicas (MULLER, 2001).  Dentre os compostos isolados estão 

os ácidos graxos, depsídeos, depsidonas, compostos aromáticos, éteres difenil e 

dibenzofuranos (CULBERSON, 1972, NUNES, 2011). 

 As substâncias químicas que são resultantes do metabolismo dos líquens são 

classificadas em produtos intra e extracelulares, e esta classificação é dada de 

acordo com a localização no talo onde a substância é biossintetizada. Os produtos 

intracelulares produzidos a partir do metabolismo primário são constituídos pelos 

carboidratos, carotenoides, aminoácidos, proteínas, vitaminas e glicolipídeos. Já os 

produtos extracelulares resultantes do metabolismo secundário, compõem as 

denominadas substâncias liquênicas que são representadas pelos ácidos 

picroliquênico, lecanórico, salazínico, fumarprotocetárico, protocetárico, úsnico, etc. 

(ELIX, 1996; NASH III, 1996; HONDA; VILEGAS, 1998; HUNECK, 1999). 
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Todas essas substâncias liquênicas cumprem um papel importante na 

adaptação dos líquens as mais diversas condições ambientais e, além disso, 

possuem diversas propriedades biológicas importantes como, ação antifúngica, 

antitumoral, antioxidante, antibacteriana, entre outras (EINARSDÓTTIR, et al., 2010; 

BACKOROVÁ et al., 2012; BYEON et al., 2012; SAHIN et al., 2015).  

  

2.4.2 Cladonia substellata Vainio 

 

 Os líquens da espécie Cladonia substellata (Figura 11) foram descritos pela 

primeira vez em 1887 por Vainio, sendo estudada posteriormente em 1973 por Ahti. 

Encontram-se na família Cladoniaceae, considerada a mais representativa dentre as 

incluídas nos líquens Cladoniformes. Esta família pertence à Ordem Lecanorales e 

está posicionada dentro da classe dos Ascomycetes. Ainda, tem como fotobionte 

algas verdes unicelulares e talos característicos de formas e cores variadas que 

evoluem para uma forma arbustiva (AHTI; XAVIER-FILHO, 1993; SILVA, 2006). 

 

Figura 11.  Talo de Cladonia Substellata Vainio. 

 
Fonte: Barbosa (2009). 

 
 A Cladonia substellata tem ocorrência em áreas mais expostas, sobre solos 

arenosos ou sobre rochas em decomposição (SEAWARD, 1977). No território 

brasileiro pode ser encontrada nos estados da Bahia, Paraíba, Pernambuco, 

Sergipe, Minas Gerais e Rio grande do Sul. Esta também é facilmente identificada 

devido a sua morfologia, com podécios (talos) delgados e dicotômicos e sua 

coloração verde-amarelada, igual a do ácido úsnico, sua principal substância 

liquênica (PEREIRA, 1989; AHTI, 2000).  
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 Além da sua composição morfológica, a composição química permite que a 

Cladonia substellata esteja inserida na seção Uniciales por possuir 98,1% de ácido 

úsnico, que tem propriedades biológicas bastante diversificadas (AHTI et al., 1993). 

Por esse motivo o ácido úsnico é o metabólito liquênico mais estudado, desde que 

foi isolado pela primeira vez em 1843 por Rochleder & Heldt de Ramalina calicaris, 

Usnea barbata e outras espécies de líquens (VICENTE, 1975).  

 De nome químico [2,6-diacetil-7,9-dihidroxi-8,9b-dimetil-1,3-(2H, 9α/βH)-

dibenzofurandiona; C18H16O7] o ácido úsnico pode ser isolado de líquens dos  

gêneros Usnea (Usneaceae), Cladonia (Cladoniaceae), Lecanora (Lecanoraceae), 

Ramalina (Ramalinaceae) e Parmelia (Parmeliaceae). Ademais este composto 

ocorre na natureza de duas formas enantioméricas (-) e (+), dependendo da 

projeção angular do grupo metila do carbono quiral na posição 9b (Figura 12). Esta 

característica confere ao ácido úsnico atividades biológicas e mecanismos de ação 

que vão depender da forma enantiomérica encontrada (INGÓLFSDÓTTIR, 2002; 

COCCHIETTO et al., 2002; LIRA, 2007).  

 

Figura 12. Estrutura química do ácido úsnico e seu enantiômero. a – (+)-(9b-R) e (-)-(9b-S); b – ácido 
isoúsnico (+)-(9b-R) e (-)-(9b-S). 

 
Fonte: Ingólfsdóttir (2002). 

 
 A molécula de ácido úsnico é caracterizada por apresentar baixa solubilidade 

em água e glicerol, apresentando solubilidade parcial em etanol e muito solúvel em 

dimetilsulfóxido, acetona, éter quente, benzeno, metanol e clorofórmio. O caráter 

hidrofóbico desta substância se dá pela presença de quatro grupos cetônicos e do 

anel furano que une os dois anéis aromáticos existente na estrutura molecular. Seus 

cristais de coloração amarela (Figura 13) podem variar de forma de acordo com o 

solvente utilizado na sua recristalização (ASAHINA & SHIBATA, 1954; 

INGÓLFSDÓTTIR, 2002).  
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Figura 13. Cristais de ácido úsnico. 

 
Fonte: Lima (2004). 

 
 Com relação às atividades biológicas do ácido úsnico pode-se destacar sua 

ação antibiótica, na qual através de estudos realizados por Shibata & Miura, 1948, 

foi observado que o ácido úsnico isolado de Ramalina reticulata conseguiu inibir o 

crescimento de Pneumococcus, Staphylococcus, Streptococcus e Mycobacterium. 

Colaborando com esses resultados, Lauterwein et al. (1995) mostrou que os ácidos 

úsnico e vulpínico são ativos não só contra algumas espécies de bactérias Gram-

positivas mas também contra fungos. Esse mesmo estudo demonstrou que estes 

metabólitos não possuem atividade contra bactérias gram-negativas como, 

Escherichia, Salmonella e Shigella.  

 Outra atividade importante do ácido úsnico foi investigada por Martins (2014), 

que a partir deste metabólito extraído de Cladonia substellata sintetizou o sal de 

usnato de potássio, usando-o contra embriões e caramujos de B. glabrata. O usnato 

de potássio em baixas concentrações mostrou ser um efetivo agente moluscicida.

 A OMS recomenda que drogas com atividade moluscicida apresentem uma 

letalidade de 50% (CL 50) e 90% (CL90) de uma população de moluscos com doses 

expressas em μg/mL, mas estabelecendo critérios de toxicidade ambiental. Então 

mesmo que determinado composto - incluindo os de origem natural - tenham ação 

moluscicida é necessário à realização de testes ecotoxicológicos utilizando animais 

não alvos presentes no ambiente aquático (WHO, 1983; WHO, 1993; OLIVEIRA-

FILHO; PAUMGARTTEN 2000).  

 

2.5 Testes ecotoxicológicos  

 

 A ecotoxicologia tem por princípio estudar os efeitos de substâncias químicas, 

naturais ou sintéticas, sobre organismos vivos ou ecossistemas, fornecendo 
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informações relevantes e confiáveis sobre a ação desses produtos. Através de 

testes ecotoxicológicos é possível avaliar potenciais danos aos seres vivos 

baseando-se na resposta de um organismo exposto a diferentes concentrações de 

uma substância por um período determinado. Analisar as alterações bioquímicas e 

fisiológicas causadas é fundamental neste processo, pois estes parâmetros 

influenciam nas taxas de nascimento, crescimento e mortalidade dos indivíduos 

(COSTA et al., 2008; HADER & RICHTER, 2009; WALKER, 2012).  

 Sendo assim, constituindo-se como uma alternativa viável de avaliação 

ecotoxicológica, os bioensaios se destacam pela capacidade simples de avaliação e 

pelo rápido monitoramento das respostas biológicas. Os organismos bioindicadores 

que podem ser usados nestes bioensaios são algas, microcrustáceos e peixes de 

águas continentais e marinhas (CAVALCANTE et al., 2000; ZAGATTO; 

BERTOLETTI, 2006).    

   

2.5.1 Bioensaio com Artemia salina 

O microcrustáceo marinho Artemia salina (Figura 14), também conhecido 

como camarão de água salgada, é um invertebrado que mede cerca de 8 a 10 mm 

de comprimento. São considerados consumidores primários ou secundários, sendo 

um importante elo entre os níveis inferiores e superiores na cadeia alimentar de um 

ecossistema (SIQUEIRA et al., 1998; ZAGATTO, 2000; DUMITRASCU, 2011).  

Figura 14. Artemia salina. 

 
Fonte: Zoonar (2014) 

 
Devido ao grande potencial reprodutivo dos organismos adultos podem ser 

obtidos facilmente no mercado e mantidos em laboratório. Além destas 

características, sua resistência à manipulação, ciclo de vida curto e adaptação às 
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fontes nutricionais, o tornam um dos organismos mais utilizados em testes 

ecotoxicológicos (WEIDEBORG, 1997; NUNES et al., 2006).   

O bioensaio com Artemia salina se estabelece como um método que garante 

boa reprodutibilidade, confiabilidade, ótimo custo-benefício e que não requer 

métodos assépticos (SIQUEIRA et al., 1998; NUNES et al., 2006). Assim, é possível 

usar esse microcrustáceo como um bioindicador conveniente para avaliar a 

ecotoxicidade de substâncias naturais e sintéticas com potencial biotecnológico, 

inclusive em testes para revelar a toxicidade de compostos bioativos com 

propriedades moluscicidas (MEYER et al., 1982; SILVA., 2005; ALBUQUERQUE et 

al., 2014; PROCÓPIO et al., 2015; ROCHA-FILHO et al., 2015).  
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar os efeitos tóxicos e morfofisiológicos de Cladonia substellata sobre 

Biomphalaria glabrata e agente etiológico da esquistossomose mansônica.  

3.2 Objetivos específicos   

 Coletar líquens de Cladonia substellata; 

 Obter o extrato etéreo de Cladonia substellata; 

 Realizar a análise química do extrato etéreo de Cladonia substellata 

 Avaliar a toxicidade do extrato etéreo de Cladonia substellata sobre embriões 

(blástula, gástrula, trocófora, véliger e hippo stage) de B. glabrata; 

 Avaliar a toxicidade do extrato etéreo de Cladonia substellata sobre adultos 

de B. glabrata; 

 Avaliar a citotoxicidade do extrato etéreo de Cladonia substellata sobre 

hemócitos de caramujos adultos de B. glabrata; 

 Avaliar a genotoxicidade do extrato etéreo através do ensaio cometa 

utilizando hemolinfa de adultos B. glabrata; 

 Avaliar a toxicidade do extrato etéreo sobre cercárias de S. mansoni; 

 Avaliar a ecotoxicidade ambiental da Cladonia substellata sobre o 

bioindicador Artemia salina; 
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4 METODOLOGIA  

 

4.1 Coleta de Cladonia substellata   

Amostras de Cladonia substellata (Vainio, 1887) foram coletadas em solos 

arenosos de Cerrado em fevereiro de 2019 na cidade de Mamanguape, Paraíba 

(Nordeste do Brasil), às margens da Rodovia Federal BR-101, nas coordenadas 

6º42'17.7''S 35º7'3.4 '' W . O espécime foi depositado no Herbário Geraldo Mariz do 

Departamento de Botânica da Universidade Federal de Pernambuco, Recife/PE, 

Brasil, exsicata nº 85.216. 

4.2 Preparação do extrato etéreo de Cladonia substellata  

O extrato orgânico foi obtido por sistema de exaustão à temperatura ambiente 

(28 ± 2 °C) a partir de talos de líquen seco (100 g) com éter etílico (PA 99,5% PA 

Isofar ®, Petrópolis, Brasil). O material foi moído em almofariz e extraído com 100 

mL de éter etílico (5x) sob agitação por 2 h, sendo então mantido a 4 °C por 24h. 

Após esse período, o material foi filtrado em papel filtro (Whatman nº 9) e 

concentrado à secura em rota-evaporador (Flash Evaporator-115V. 

BuchlerInstrumentos. Fort Lee. NJ, EUA) acoplado a banho-maria (CT 246 

CIENTEC) à temperatura de ebulição do solvente (40 °C) (Araújo et al., 2021b). 

4.3 Cromatografia em camada delgada e cromatografia líquida de alta eficiência 

 Para análise por cromatografia em camada delgada (CCD), 0,1 mg do extrato 

etéreo foi dissolvido em éter dietílico (0,5 mL), em seguida, 1 μL da solução foi 

submetido à cromatografia ascendente em placas de sílica Gel 60 F254+366 (Merck®, 

Darmstadt, Alemanha) com 10 x 10 cm, sendo desenvolvidas nos sistemas de 

solventes A (tolueno/dioxano/ácido acético, 180:45:5 v/v), segundo Culberson 

(1972). As bandas obtidas foram visualizadas sob luz ultravioleta (UV) a 254 nm e 

366 nm e visualizadas em placa (Fisatom modelo 509, São Paulo, Brasil), após 

pulverização de H2SO4 a 10%, e aquecida a 50 °C por 30 min. As bandas 

destacadas foram analisadas por reação de coloração e obtenção de valores de 

fator de retenção (Rf), sendo posteriormente comparadas com as características dos 

padrões. Para a determinação dos metabólitos de líquen presentes no extrato etéreo 

de C. substellata, foi realizada cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), 

seguindo a metodologia descrita por Legaz e Vicente (1983), utilizando um 

35



 
 
 

cromatógrafo Hitachi (655 A-11, Tóquio, Japão) acoplado a um detector de UV a 254 

nm. Para a separação dos metabólitos, foi utilizada uma coluna C-18 de fase reversa 

MicroPack MCH-18, 300 x 4 mm, Berlim, Alemanha (Merk® KGaA, Darmstadt, 

Alemanha). A fase móvel foi composta por metanol/água deionizada/ácido acético 

(80: 19.5: 0.5 v/v/v) em sistema isocrático. Outros parâmetros analíticos foram os 

seguintes: volume de injeção de 20 mL, atenuação de 0,16, pressão de 87 atm, 

vazão de 1,0 mL min−1 em temperatura ambiente (28 ± 3 °C). As amostras foram 

injetadas na concentração de 1,0 mg mL−1 diluída em éter dietílico Merk® (Araújo et 

al., 2019b). 

4.4 Bioensaio 

4.4.1 Obtenção do Biomphalaria glabrata 

Caramujos adultos B. glabrata foram coletados no Município de São Lourenço 

da Mata, Pernambuco-Brasil, e mantidos por gerações sucessivas no moluscário da 

Área Acadêmica de Medicina Tropical do Centro de Ciências Médicas da 

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife/PE, Brasil. Os caramujos são 

mantidos em tanques plásticos de 20 litros de água filtrada e declorada, pH 7,0 e 

temperatura de 25 ± 3° C e alimentados diariamente com Lactuca sativa orgânica.  

4.4.2 Ensaio de embriotoxicidade de B. glabrata 

O ensaio de embriotoxicidade foi realizado de acordo com estudos de Araújo 

et al. (2018). Tiras de polietileno incolores (10x10cm) foram colocadas na superfície 

da água do aquário para coleta das desovas dos caramujos adultos. As desovas 

depositadas foram separadas com auxílio de microscópio estereoscópico (Wild M3B, 

Heerbrugg, Suíça) e analisadas de acordo com Kawano et al. (1992) sobre sua 

viabilidade e estádio embrionário, identificados em blástula, gástrula, trocófora, 

véliger e hippo stage. 

O extrato etéreo de C. substellata foi solubilizado em 0,5% de DMSO para 

obtenção da solução mãe e posteriormente diluída em concentrações finais variando 

de 1,0 - 5,0 µg/ml para os grupos teste. Para cada concentração foram selecionados 

100 embriões de cada estádio evolutivo. Foram utilizados dois grupos controles 

negativos: C1 (embriões expostos apenas à água filtrada declorada) e C2 (embriões 
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expostos a 0,5% de DMSO em água filtrada declorada); além de um grupo controle 

positivo formado por embriões expostos a 1,0 µg/mL de NCL. 

Todos os grupos foram expostos durante 24 h. Passado esse tempo os 

embriões foram lavados com água filtrada declorada, transferidos para placas limpas 

contendo apenas água filtrada declorada e avaliados com auxílio de um microscópio 

(Wild M3B, Heerbrugg, Switzerland.) após 7 dias do início do desenvolvimento 

embrionário (blástula), momento que ocorre a eclosão dos caramujos jovens dos 

grupos controles negativos. Posteriormente, a viabilidade dos embriões foi 

classificada em positiva (eclosão) ou negativa (morte ou malformação). Dois 

experimentos independentes e em triplicata foram realizados para cada estádio 

embrionário. 

4.4.3 Ensaio de toxicidade em B. glabrata adultos 

O ensaio de toxicidade de B. glabrata foi realizado de acordo com o método 

recomendado pela Organização Mundial da Saúde (1965). Adultos jovens de B. 

glabrata (pigmentados com diâmetro da concha 13 ± 1 mm) foram colocados em 

recipientes individuais (180 mL de água filtrada declorada) e observados por 7 dias 

consecutivos para verificação da maturidade sexual. Após esse período, grupos de 

caramujos com maturidade sexual comprovada (n = 10) foram formados e expostos 

ao extrato etéreo de C. substellata, solubilizado em 0,5% de DMSO, nas seguintes 

concentrações: 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0 μg/mL. O experimento foi acompanhado de 

dois grupos controles negativo, a saber: C1 (caramujos adultos expostos apenas à 

água filtrada declorada) e C2 (caramujos adultos expostos a 0,5% de DMSO em 

água filtrada declorada); além do grupo controle positivo de caramujos adultos 

expostos a 1,0 µg/mL de NCL. Após 24 h de ensaio todos os grupos foram lavados 

em água filtrada e declorada.  

Posteriormente, os moluscos vivos foram transferidos individualmente para 

recipientes com água filtrada e declorada (180 mL), alimentados com Lactuca sativa 

orgânica e monitorados diariamente por 7 dias. Os critérios de mortalidade foram: 

retração da massa cefalopodal na concha, perda da hemolinfa, descoloração da cor 

da concha e/ou ausência de batimentos na cavidade pericárdica. Dois experimentos 

independentes foram realizados em triplicata.  
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 Para avaliar os efeitos do extrato etéreo de C. substellata na fertilidade e 

fecundidade de B. glabrata, foram coletadas desovas dos caramujos que 

sobreviveram após exposição às concentrações de 1,0 - 3,0 μg/mL do extrato. Após 

24 h os embriões foram registrados por 7 dias consecutivos e analisados até eclosão 

completa controles negativo (C1 - água filtrada declorada; C2 - 0,5% de DMSO em 

água filtrada). Os embriões foram quantificados e classificados em viáveis (normais) 

e inviáveis (mortos e malformados).  

4.4.4 Avaliação citotóxica sobre hemócitos de B. glabrata 

 Caramujos (n = 20) foram expostos a concentrações subletais do extrato 

etéreo de C. substellata (1,0 - 2,5 μg/mL) por 24 h. Após o tempo de exposição ao 

extrato, os caramujos foram transferidos para recipientes com água filtrada 

declorada (pH 7,0) por mais 24 h. O experimento foi acompanhado de dois controles 

negativos (C1 - água filtrada e declorada; C2 - 0,5% de DMSO em água filtrada e 

declorada). Dos caramujos que sobreviveram, foram selecionados aleatoriamente 5 

indivíduos para coleta de hemolinfa e posterior análise morfológica e quantitativa dos 

hemócitos.  

 A análise morfológica foi realizada de acordo com a metodologia descrita por 

Pavlica et al. (2000) e Siqueira et al. (2020). Amostras de 100 μl de hemolinfa foram 

coletadas e depositadas em lâminas de microscopia onde foram adicionados 100  μl 

de EDTA (ácido etilenodiaminotetracético) diluído em solução de Ringer a 10 mM. 

As lâminas foram acondicionadas em câmara úmida por 30/40 min e após esse 

tempo as células foram fixadas com 200 μl de glutaraldeído em solução de Ringer a 

1% (v/v) por 5 min. As lâminas foram lavadas com solução de Ringer e coradas com 

Giemsa a 5% por 7 min. Hemócitos (n = 1000) foram analisados em quintuplicata 

com a utilização de microscópio óptico (Leica DM1000), com objetiva de 100x.  

4.4.5 Ensaio cometa 

 O ensaio cometa foi realizado de acordo com o método descrito por Singh et 

al. (1988), com modificações. Caramujos expostos ao extrato etéreo de C. 

substellata nas concentrações de 1,0 - 2,5 μL/mL e dos grupos controles negativos 

(C1 - água filtrada e declorada; C2 - 0,5% de DMSO em água filtrada e declorada) 

tiveram cada um, 100 μL de hemolinfa coletada e homogeneizada em agarose de 

baixo ponto de fusão (1:1). Imediatamente, o homogenato foi colocado em lâminas 
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de microscopia previamente cobertas com uma camada de agarose de ponto de 

fusão normal (1,5%) dissolvida em PBS (pH 7,4), cobertas com lamínulas e mantidas 

a 4°C por 10 min. Após a solidificação as lamínulas foram removidas e as lâminas 

incubadas em solução de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton-X 

100 e 10% DMSO, pH 10,0) por 12 h a 4°C. Com a lise realizada as lâminas foram 

colocadas em uma cuba de eletroforese horizontal contendo uma solução tampão 

alcalina, pH 13,0 (1 mM EDTA e 300 mM NaOH), por 20 min. Subsequentemente, a 

eletroforese foi iniciada por 20 min a 4°C em 0,74 V/cm e 300 mA. Ao final, as 

lâminas foram neutralizadas com tampão Tris-HCl 0,4 M (pH 7,5) por 15 min, fixadas 

com álcool absoluto por 10 min, secas em temperatura ambiente e armazenadas a 

4°C para posterior análise. 

4.4.5.1 Análise de microscopia de fluorescência 

 As lâminas foram analisadas em microscópio de fluorescência (Nikon H550L) 

com os seguintes parâmetros: ampliação de 400x, filtro de excitação: 450-490 nm, 

filtro de emissão: 500-550 nm e filtro barreira: 495 nm. Para coloração das lâminas 

foi utilizada uma solução segura SYBR (Invitrogen) (50μL; 1:500) e o dano ao DNA 

dos hemócitos foi avaliado visualmente de acordo com os parâmetros estabelecidos 

por Collins et al. (2008). Cem nucleoides foram contados para cada réplica, 

totalizando 400 nucleoides, que foram classificados em 5 categorias de dano ao 

DNA (0, 1, 2, 3 e 4), dependendo da extensão do dano. A categoria 0 indica que não 

ocorreu nenhum dano, enquanto as categorias 1 a 4 indicam níveis crescentes de 

dano ao material genético. Para avaliar o grau de dano ao DNA, o Índice de Danos 

(ID) e a Frequência de Danos (FD%) foram utilizados como parâmetros. O ID foi 

calculado de acordo com a fórmula: ID = 0 (número de cometas categoria 0) + 1 

(número de cometas categoria 1) + 2 (número de cometas categoria 2) + 3 (número 

de cometas categoria 3) + 4 (número de cometas categoria 4) de cometas categoria 

4). O FD% foi calculado como o valor percentual de todos os cometas com danos no 

DNA (categoria 1 - 4) em relação ao número total de cometas (categorias 0 - 4), de 

acordo com a fórmula: 

𝐹𝐷% =  
[(𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑛𝑢𝑚𝑏𝑒𝑟 𝑜𝑓 𝑐𝑜𝑚𝑒𝑡𝑠 − 𝑁° 𝑜𝑓 𝑐𝑎𝑡𝑒𝑔𝑜𝑟𝑦 0 𝑐𝑜𝑚𝑒𝑡𝑠)100] 

𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑛𝑢𝑚𝑏𝑒𝑟 𝑜𝑓 𝑐𝑜𝑚𝑒𝑡𝑠
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4.4.6 Ensaio de toxicidade com cercárias de S.mansoni  

Cercárias de S. mansoni (Cepa-BH) foram obtidas de adultos de B. glabrata 

(n = 30) previamente infectados em laboratório com miracídios (n = 6). Após 35 dias 

de infecção dos caramujos, a liberação das cercárias foi realizada através da 

exposição destes caramujos, submersos em 100 mL de água filtrada e declorada, à 

luz artificial (60W) por 2h, como descrito em trabalho anterior de Silva et al. (2018). A 

estimativa de cercárias foi calculada com auxilio de estereomicroscópio (Wild M3B, 

Heerbrugg, Switzerland) e uma alíquota de 100 cercárias/mL foi transferida para um 

recipiente de vidro côncavo (vidro relógio) e exposta ao extrato etéreo de Cladonia 

substellata, solubilizado em 0,5% de DMSO, para concentrações finais de 10, 7,5, 

5,0, 2,5 e 1,0 μg/mL. O experimento foi acompanhado de dois grupos controles 

negativo, a saber: C1 (cercárias expostas apenas a água filtrada declorada) e C2 

(cercárias expostas a 0,5% de DMSO em água filtrada declorada); além do grupo 

controle positivo de cercárias expostas a 1,0 µg/mL de NCL. 

As cercárias foram avaliadas imediatamente após contato com o extrato 

etéreo de C. substellata (tempo 0h) e após 15, 30, 60, 90 e 120 min de exposição. 

Os seguintes parâmetros foram usados para a avaliação cercaricida: letalidade de 

100% das cercárias (+++); letalidade de mais de 50% das cercárias (++); letalidade 

de menos de 50% das cercárias (+) e ausência de letalidade (-). O bioensaio foi 

realizado em triplicata. 

4.4.7 Ecotoxicidade ambiental em Artemia salina 

O ensaio de ecotoxicidade foi empregado de acordo com Meyer et al. (1982). 

Ovos encistados de A. salina foram colocados em béquer (1L) contendo 500 mL de 

água do mar (pH 8,0) em aeração constante a 25°C ± 2 por 48 h. Após a eclosão, as 

larvas foram separadas com o auxílio de um estereomicroscópio (Wild M3B, 

Heerbrugg, Switzerland) para formar grupos experimentais com 10 larvas cada. A. 

salina foi exposta ao extrato étereo de C. substellata, solubilizado em 0,5% de 

DMSO, em diferentes concentrações (1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5 e 5,0 

µg/mL) durante 24 h a 25°C ± 2. Os grupos controles negativos (C1 - água do mar e 

C2 - 0,5% de DMSO em água do mar) e controle positivo (1,0 μg/mL de NCL) foram 

submetidos às mesmas condições experimentais. Dois experimentos independentes 
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foram realizados em duplicata e a mortalidade e sobrevivência das larvas avaliadas 

com auxílio de estereomicroscópio.  

4.5 Análises estatísticas 

As análises estatísticas foram realizadas com o software GraphPad Prism 5.0 

(San Diego, EUA). As diferenças entre os grupos foram avaliadas por análise de 

variância unilateral (ANOVA) seguida pelo pós teste de Newman - Keuls. Valores de 

p < 0,05 foram considerados significativos. As concentrações letais necessárias para 

matar 10% (CL10), 50% (CL50) e 90% (CL90) de B. glabrata (embriões e adultos) e 

Artemia salina foram calculadas pelo método probit por meio do programa StatPlus® 

2009 (AnalystSoft, Canadá). 
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substellata  revealed the presence of stictic (4.12%), norstictic (2.14%) and usnic
(92.58%) acids. Ethereal extract of  C. substellata  showed toxicity against all
embryonic stages with LC  50  of 1.59, 2.47, 3.39, 2.36 and 0.92 μg/mL for blastula,
gastrula, trocophore, veliger and hippo stage, respectively. The LC  50  for  B. glabrata
adults was 2.11 μg/mL and the extract altered the fecundity pattern, reducing the
number of embryos/snail. The extract increased the number of cells with morphology
indicative of apoptosis and the frequency and rate of DNA damage in hemocytes.
Reduction in motility of cercariae exposed to the ethereal extract of  C. substellata  was
observed from 2.5 μg/mL after 15 min and 100% mortality is reached at 5.0 μg/mL after
120 min. On  A. salina  , the ethereal extract of  C. substellata  was non-toxic at the
concentrations evaluated (1.0 - 5.0 μg/mL). The ethereal extract of  C. substellata  is a
promising molluscicide for population control of embryos and adults of  B. glabrata  ,
the intermediate host of  S. mansoni  . The extract caused hemocytic and genotoxic
damage in adult snails, showed action against cercariae, an infective phase for the
definitive host, man, and was not toxic to the environmental bioindicator.
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Resumo:  24 

Objetivamos avaliar as atividades moluscicida e antiparasitária do extrato etéreo do 25 

líquen Cladonia substellata contra embriões e adultos Biomphalaria glabrata e 26 

cercárias de Schistosoma mansoni. Parâmetros de toxicidade foram avaliados em 27 

doses subletais do extrato etéreo de C. substellata sobre a fertilidade/fecundidade 28 

de caramujos adultos, bem como os danos genotóxicos e alterações morfológicas 29 

nos hemócitos. Para o ensaio de toxicidade ambiental foi utilizado o bioindicador 30 

Artemia salina. As análises cromatográficas do extrato etéreo de Cladonia 31 

substellata revelaram a presença dos ácidos estítico (4,12%), nortístico (2,14%) e 32 

úsnico (92,58%). Extrato etéreo de C. substellata apresentou toxicidade contra todos 33 

os estádios embrionários com LC50 de 1,59, 2,47, 3,39, 2,36 e 0,92 μg/mL para 34 

blástula, gástrula, trocófora, véliger e hippo stage, respectivamente. A LC50 para 35 

adultos B. glabrata foi de 2,11 μg/mL e o extrato alterou o padrão de fecundidade, 36 

reduzindo o número de embriões/caramujo. O extrato aumentou o número de células 37 

com morfologia indicativa de apoptose e a frequência e índice de danos ao DNA de 38 

hemócitos. Redução na motilidade de cercárias expostas ao extrato etéreo de C. 39 

substellata foi observada a partir de 2,5 μg/mL após 15 min e mortalidade de 100% é 40 

alcançada em 5,0 μg/mL após 120 min. Sobre A. salina o extrato etéreo de C. 41 

substellata foi atóxico nas concentrações avaliadas (1,0 - 5,0 μg/mL). O extrato 42 

etéreo de C. substellata é um promissor moluscicida no controle populacional de 43 

embriões e adultos B. glabrata, hospedeiro intermediário do S. mansoni. O extrato 44 

causou danos hemocitários e genotóxicos em caramujos adultos, apresentou ação 45 

contra cercárias, fase infectante para o hospedeiro definitivo, o homem, e foi atóxica 46 

contra A. salina.  47 

 48 
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Palavras-chave: Cladonia substellata, Biomphalaria glabrata, Moluscicida, 49 

Embriotoxicidade, Fecundidade e Fertilidade, Hemócitos.  50 

 51 

1 Introdução 52 

Os líquens são organismos simbióticos resultantes da associação entre um ou 53 

mais fotobiontes (microalga verde ou cianobactéria para captação de CO2 e, no caso 54 

dos cianolíquens, fixação de N2) e um micobionte (parceiro fúngico, componente 55 

formador da estrutura do líquen) (Garty, 2001; Zhao et al., 2020). Esta simbiose é 56 

responsável pela produção de diversos metabólitos secundários naturais, sendo 57 

identificados até o momento, mais de 1000 compostos produzidos por líquens, dos 58 

quais, em média 80% das moléculas são exclusivas desta associação (Olivier-59 

Jimenez et al., 2019; Goodenough e Roth, 2021). Pesquisas recentes destacam o 60 

interesse da comunidade científica e da indústria farmacêutica sobre a diversidade 61 

estrutural e funcional dessas moléculas bioativas como promissores agentes 62 

terapêuticos. Este cenário pode ser comprovado através de estudos que reportam 63 

as atividades anti-inflamatória (Hong et al., 2021), antimicrobiana (Karabacak et al., 64 

2014), anticarcinogênica (Russo et al., 2012), antinociceptiva (Araújo et al., 2019), 65 

antioxidante (Fernández-Moriano et al., 2016), antiparasitária (Luz et al., 2015) e 66 

moluscicida (Martins et al., 2014; Araújo et al., 2018a,b; Silva et al., 2019). Além 67 

destas atividades, líquens e seus metabólitos têm sido explorados no controle de 68 

pragas e de vetores biológicos de agentes etiológicos com importância na medicina 69 

humana e veterinária (Bomfim et al., 2009; Yildirim et al., 2012a; Emsen et al., 2015; 70 

Moura et al., 2017; Martins et al., 2017; Silva et al., 2018; 2019; 2021a; 2021b; 71 

Araújo et al., 2021a,b; Muhoro; Farkas, 2021). 72 
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Dentre as diversas espécies de líquens, Cladonia substellata (Vainio, 1887) 73 

tem se destacado devido aos compostos fenólicos que podem ser isolados, como os 74 

ácidos úsnico, estítico, constítico, hipostítico, criptostítico, nortistíco e connostítico 75 

(Ahti, 2000; Santiago et al., 2018). Estudos que reportam atividade fungicida e 76 

bactericida do extrato etéreo de C. substellata concluem que essas atividades 77 

devem-se ao efeito sinérgico entre seus metabólitos (Ribeiro et al., 2006; Santiago et 78 

al., 2018). O ácido úsnico, um dos principais compostos fenólicos e metabólito 79 

comum no gênero de líquens Cladonia, apresentou ação larvicida contra Culex 80 

pipiens L. (Cetin et al., 2008), efeito embriotóxico, retardando o crescimento e 81 

desenvolvimento em coleóptero Xyleborus fornicates (Sahib et al., 2008) e efeito 82 

teratogênico ao reduzir o ganho de peso durante a gestação e redução do número 83 

de fetos viáveis em ratas (Silva et al., 2017).  84 

Com relação ao controle populacional de caramujos vetores (hospedeiro 85 

intermediário) e do agente infeccioso do parasita Schistosoma mansoni (cercárias), 86 

extratos e compostos liquênicos têm apresentado resultados promissores. Em 87 

concentrações que apresentaram atividade moluscicida mostraram toxicidade 88 

ambiental tolerável ou foram atóxicos. Ausência de citotoxicidade em células 89 

mononucleares de sangue periférico de humanos também pôde ser vista em alguns 90 

trabalhos (Martins et al., 2017; Silva et al., 2019; 2020; 2021a; Araújo et al., 2019a; 91 

2021a,b). A Organização Mundial da Saúde (OMS) recomenda três medidas 92 

principais para interromper a transmissão do Schistosoma spp: (1) tratamento 93 

periódico e em larga escala com praziquantel (PZQ), único medicamento disponível; 94 

(2) garantia do acesso à água potável e ao saneamento básico; e o (3) controle 95 

populacional dos caramujos vetores (WHO, 2022). No entanto, com o aumento do 96 

número de casos de esquistossomose em áreas endêmicas ao longo dos anos, é 97 
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possível alertar que o tratamento periódico e em larga escala com PZQ e a ausência 98 

ou escassez de investimentos em saneamento básico torna o controle populacional 99 

de caramujos vetores um estratégia prioritária para reduzir a infecção por 100 

Schistosoma spp (Moloo, 2020).  101 

A Niclosamida (NCL) (Bayluscide®) é o único moluscicida, sintético 102 

recomendado pela OMS como uma das estratégias de combate à esquistossomose 103 

(WHO, 2017). Apesar da sua eficácia, NCL possui alto custo de aplicação, 104 

instabilidade sob luz solar, bioacumulação, alta toxicidade para organismos não 105 

alvos (flora e fauna), causa irritabilidade na pele e mucosa de humanos, além de 106 

existirem relatos de resistência e/ou tolerância em cepas de caramujos (Oliveira-107 

Filho; Paumgartten, 2000; Chen et al., 2012, Coelho; Caldeira, 2016). 108 

Recentemente, o programa Global Vector Control Response 2017–2030 (GVCR) da 109 

OMS reforçou sua mensagem para moluscicidas mais seguros como parte das 110 

estratégias necessárias para fortalecer o controle de vetores em todo mundo (WHO, 111 

2017). 112 

Aqui, exploramos pela primeira vez a toxicidade do extrato etéreo de C. 113 

substellata sobre embriões (estágio de blástula, gástrula, trocófora, véliger e hippo 114 

stage) e adultos B. glabrata, seu efeito citotóxico e genotóxico sobre hemócitos, 115 

atividade sobre cercárias de S. mansoni e avaliação ecotoxicológica sobre o 116 

bioindicador Artemia salina. Este estudo ampliará o escopo de aplicação do extrato 117 

etéreo de C. substellata e fornecerá uma nova alternativa no controle populacional 118 

de caramujos vetores da esquistossomose mansônica.  119 

 120 

2 Metodologia 121 
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2.1 Coleta de Cladonia substellata   122 

Amostras de C. substellata (Vainio, 1887) foram coletadas em solos arenosos 123 

de Cerrado em fevereiro de 2019 na cidade de Mamanguape, Paraíba (Nordeste do 124 

Brasil), às margens da Rodovia Federal BR-101, nas coordenadas 6º42'17.7''S 125 

35º7'3.4 '' W. O espécime foi depositado no Herbário Geraldo Mariz do 126 

Departamento de Botânica da Universidade Federal de Pernambuco, Recife/PE, 127 

Brasil, exsicata nº 85.216. 128 

2.2 Preparação do extrato etéreo de Cladonia substellata  129 

O extrato orgânico foi obtido por sistema de exaustão à temperatura ambiente 130 

(28 ± 2 °C) a partir de talos de líquen seco (100 g) com éter etílico (PA 99,5% PA 131 

Isofar ®, Petrópolis, Brasil). O material foi moído em almofariz e extraído com 100 132 

mL de éter etílico (5x) sob agitação por 2 h, sendo então mantido a 4 °C por 24h. 133 

Após esse período, o material foi filtrado em papel filtro (Whatman nº 9) e 134 

concentrado à secura em rota-evaporador (Flash Evaporator-115V. 135 

BuchlerInstrumentos. Fort Lee. NJ, EUA) acoplado a banho-maria (CT 246 136 

CIENTEC) à temperatura de ebulição do solvente (40 °C) (Araújo et al., 2021b). 137 

2.3 Cromatografia em camada delgada e cromatografia líquida de alta eficiência  138 

Para análise por cromatografia em camada delgada (CCD), 0,1 mg do extrato 139 

etéreo foi dissolvido em éter dietílico (0,5 mL), em seguida, 1 μL da solução foi 140 

submetido à cromatografia ascendente em placas de sílica Gel 60 F254+366 (Merck®, 141 

Darmstadt, Alemanha) com 10 x 10 cm, sendo desenvolvidas nos sistemas de 142 

solventes A (tolueno/dioxano/ácido acético, 180:45:5 v/v), segundo Culberson 143 

(1972). As bandas obtidas foram visualizadas sob luz ultravioleta (UV) a 254 nm e 144 

366 nm e visualizadas em placa (Fisatom modelo 509, São Paulo, Brasil), após 145 
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pulverização de H2S04 a 10%, e aquecida a 50 °C por 30 min. As bandas 146 

destacadas foram analisadas por reação de coloração e obtenção de valores de 147 

fator de retenção (Rf), sendo posteriormente comparadas com as características dos 148 

padrões. Para a determinação dos metabólitos de líquen presentes no extrato etéreo 149 

de C. substellata, foi realizada cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), 150 

seguindo a metodologia descrita por Legaz e Vicente (1983), utilizando um 151 

cromatógrafo Hitachi (655 A-11, Tóquio, Japão) acoplado a um detector de UV a 254 152 

nm. Para a separação dos metabólitos, foi utilizada uma coluna C-18 de fase reversa 153 

MicroPack MCH-18, 300 x 4 mm, Berlim, Alemanha (Merk® KGaA, Darmstadt, 154 

Alemanha). A fase móvel foi composta por metanol/água deionizada/ácido acético 155 

(80: 19.5: 0.5 v/v/v) em sistema isocrático. Outros parâmetros analíticos foram os 156 

seguintes: volume de injeção de 20 mL, atenuação de 0,16, pressão de 87 atm, 157 

vazão de 1,0 mL min−1 em temperatura ambiente (28 ± 3 °C). As amostras foram 158 

injetadas na concentração de 1,0 mg mL−1 diluída em éter dietílico (Merk® KGaA, 159 

Darmstadt, Germany) (Araújo et al., 2019b). 160 

2.4 Bioensaios 161 

2.4.1 Obtenção do B. glabrata 162 

Caramujos adultos B. glabrata foram coletados no Município de São Lourenço 163 

da Mata, Pernambuco-Brasil, e mantidos por gerações sucessivas no moluscário da 164 

Área Acadêmica de Medicina Tropical do Centro de Ciências Médicas da 165 

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife/PE, Brasil. Os caramujos são 166 

mantidos em tanques plásticos de 20 litros de água filtrada e declorada, pH 7,0 e 167 

temperatura de 25 ± 3° C e alimentados diariamente com Lactuca sativa orgânica.  168 

2.4.2 Ensaio de embriotoxicidade de B. glabrata 169 

52



 
 

O ensaio de embriotoxicidade foi realizado de acordo com estudos de Araújo 170 

et al. (2018). Tiras de polietileno incolores (10x10cm) foram colocadas na superfície 171 

da água do aquário para coleta das desovas dos caramujos adultos. As desovas 172 

depositadas foram separadas com auxílio de microscópio estereoscópico (Wild M3B, 173 

Heerbrugg, Suíça) e analisadas de acordo com Kawano et al. (1992) sobre sua 174 

viabilidade e estádio embrionário, identificados em blástula, gástrula, trocófora, 175 

véliger e hippo stage. 176 

O extrato etéreo de C. substellata foi solubilizado em 0,5% de DMSO para 177 

obtenção da solução mãe e posteriormente diluída em concentrações finais variando 178 

de 1,0 - 5,0 µg/ml. Para cada concentração foram selecionados 100 embriões de 179 

cada estádio evolutivo. Foram utilizados dois grupos controles negativos: C1 180 

(embriões expostos apenas à água filtrada declorada) e C2 (embriões expostos a 181 

0,5% de DMSO em água filtrada declorada); além de um grupo controle positivo 182 

formado por embriões expostos a 1,0 µg/mL de NCL.  183 

Todos os grupos foram expostos durante 24 h. Passado esse tempo os 184 

embriões foram lavados com água filtrada declorada, transferidos para placas limpas 185 

contendo apenas água filtrada declorada e avaliados com auxílio de um microscópio 186 

(Wild M3B, Heerbrugg, Switzerland.) após 7 dias do início do desenvolvimento 187 

embrionário (blástula), momento que ocorre a eclosão dos caramujos jovens dos 188 

grupos controles negativos. Posteriormente, a viabilidade dos embriões foi 189 

classificada em positiva (eclosão) ou negativa (morte ou malformação). Dois 190 

experimentos independentes e em triplicata foram realizados para cada estádio 191 

embrionário.   192 

2.4.3 Ensaio de toxicidade em B. glabrata adultos 193 
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O ensaio de toxicidade de B. glabrata foi realizado de acordo com o método 194 

recomendado pela Organização Mundial da Saúde (1965). Adultos jovens de B. 195 

glabrata (pigmentados com diâmetro da concha 13 ± 1 mm) foram colocados em 196 

recipientes individuais (180 mL de água filtrada declorada) e observados por 7 dias 197 

consecutivos para verificação da maturidade sexual. Após esse período, grupos de 198 

caramujos com maturidade sexual comprovada (n = 10) foram formados e expostos 199 

ao extrato etéreo de C. substellata, solubilizado em 0.5% de DMSO, nas seguintes 200 

concentrações: 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0 μg/mL. O experimento foi acompanhado de 201 

dois grupos controles negativo, a saber: C1 (caramujos adultos expostos apenas à 202 

água filtrada declorada) e C2 (caramujos adultos expostos a 0,5% de DMSO em 203 

água filtrada declorada); além do grupo controle positivo de caramujos adultos 204 

expostos a 1,0 µg/mL de NCL. Após 24 h de ensaio todos os grupos foram lavados 205 

em água filtrada e declorada.  206 

Posteriormente, os moluscos vivos foram transferidos individualmente para 207 

recipientes com água filtrada e declorada (180 mL), alimentados com Lactuca sativa 208 

orgânica e monitorados diariamente por 7 dias. Os critérios de mortalidade foram: 209 

retração da massa cefalopodal na concha, perda da hemolinfa, descoloração da cor 210 

da concha e/ou ausência de batimentos na cavidade pericárdica. Dois experimentos 211 

independentes foram realizados em triplicata.  212 

 Para avaliar os efeitos do extrato etéreo de C. substellata na fertilidade e 213 

fecundidade de B. glabrata, foram coletadas desovas dos caramujos que 214 

sobreviveram após exposição às concentrações de 1,0 - 3,0 μg/mL do extrato. Após 215 

24 h os embriões foram registrados por 7 dias consecutivos e analisados até eclosão 216 

completa controles negativo (C1 - água filtrada declorada; C2 - 0,5% de DMSO em 217 

54



 
 

água filtrada). Os embriões foram quantificados e classificados em viáveis (normais) 218 

e inviáveis (mortos e malformados).  219 

2.4.4 Avaliação citotóxica sobre hemócitos de B. glabrata 220 

Caramujos (n = 20) foram expostos a concentrações subletais do extrato 221 

etéreo de C. substellata (1,0 - 2,5 μg/mL) por 24 h. Após o tempo de exposição ao 222 

extrato, os caramujos foram transferidos para recipientes com água filtrada 223 

declorada (pH 7.0) por mais 24 h. O experimento foi acompanhado de dois controles 224 

negativos (C1 - água filtrada e declorada; C2 - 0,5% de DMSO em água filtrada e 225 

declorada). Dos caramujos que sobreviveram, foram selecionados aleatoriamente 5 226 

indivíduos para coleta de hemolinfa e posterior análise morfológica e quantitativa dos 227 

hemócitos.  228 

 A análise morfológica foi realizada de acordo com a metodologia descrita por 229 

Pavlica et al. (2000) e Siqueira et al. (2020). Amostras de 100 μl de hemolinfa foram 230 

coletadas e depositadas em lâminas de microscopia onde foram adicionados 100  μl 231 

de EDTA (ácido etilenodiaminotetracético) diluído em solução de Ringer a 10 mM. 232 

As lâminas foram acondicionadas em câmara úmida por 30/40 min e após esse 233 

tempo as células foram fixadas com 200 μl de glutaraldeído em solução de Ringer a 234 

1% (v/v) por 5 min. As lâminas foram lavadas com solução de Ringer e coradas com 235 

Giemsa a 5% por 7 min. Hemócitos (n = 1000) foram analisados em quintuplicata 236 

com a utilização de microscópio óptico (Leica DM1000), com objetiva de 100x.  237 

2.4.5 Ensaio cometa 238 

O ensaio cometa foi realizado de acordo com o método descrito por Singh et 239 

al. (1988), com modificações. Caramujos expostos ao extrato etéreo de C. 240 

substellata nas concentrações de 1,0 - 2,5 μL/mL e dos grupos controles negativos 241 
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(C1 - água filtrada e declorada; C2 - 0,5% de DMSO em água filtrada e declorada) 242 

tiveram cada um, 100 μL de hemolinfa coletada e homogeneizada em agarose de 243 

baixo ponto de fusão (1:1). Imediatamente, o homogenato foi colocado em lâminas 244 

de microscopia previamente cobertas com uma camada de agarose de ponto de 245 

fusão normal (1,5%) dissolvida em PBS (pH 7,4), cobertas com lamínulas e mantidas 246 

a 4°C por 10 min. Após a solidificação as lamínulas foram removidas e as lâminas 247 

incubadas em solução de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton-X 248 

100 e 10% DMSO, pH 10,0) por 12 h a 4°C. Com a lise realizada as lâminas foram 249 

colocadas em uma cuba de eletroforese horizontal contendo uma solução tampão 250 

alcalina, pH 13,0 (1 mM EDTA e 300 mM NaOH), por 20 min. Subsequentemente, a 251 

eletroforese foi iniciada por 20 min a 4°C em 0,74 V/cm e 300 mA. Ao final, as 252 

lâminas foram neutralizadas com tampão Tris-HCl 0,4 M (pH 7,5) por 15 min, fixadas 253 

com álcool absoluto por 10 min, secas em temperatura ambiente e armazenadas a 254 

4°C para posterior análise.   255 

2.4.5.1 Análise de microscopia de fluorescência 256 

As lâminas foram analisadas em microscópio de fluorescência (Nikon H550L) 257 

com os seguintes parâmetros: ampliação de 400x, filtro de excitação: 450-490 nm, 258 

filtro de emissão: 500-550 nm e filtro barreira: 495 nm. Para coloração das lâminas 259 

foi utilizada uma solução segura SYBR (Invitrogen) (50μL; 1:500) e o dano ao DNA 260 

dos hemócitos foi avaliado visualmente de acordo com os parâmetros estabelecidos 261 

por Collins et al. (2008). Cem nucleoides foram contados para cada réplica, 262 

totalizando 400 nucleoides, que foram classificados em 5 categorias de dano ao 263 

DNA (0, 1, 2, 3 e 4), dependendo da extensão do dano. A categoria 0 indica que não 264 

ocorreu nenhum dano, enquanto as categorias 1 a 4 indicam níveis crescentes de 265 

dano ao material genético. Para avaliar o grau de dano ao DNA, o Índice de Danos 266 
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(ID) e a Frequência de Danos (FD%) foram utilizados como parâmetros. O ID foi 267 

calculado de acordo com a fórmula: ID = 0 (número de cometas categoria 0) + 1 268 

(número de cometas categoria 1) + 2 (número de cometas categoria 2) + 3 (número 269 

de cometas categoria 3) + 4 (número de cometas categoria 4) de cometas categoria 270 

4). O FD% foi calculado como o valor percentual de todos os cometas com danos no 271 

DNA (categoria 1 - 4) em relação ao número total de cometas (categorias 0 - 4), de 272 

acordo com a fórmula: 273 

𝐹𝐷% =  
[(𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑛𝑢𝑚𝑏𝑒𝑟 𝑜𝑓 𝑐𝑜𝑚𝑒𝑡𝑠 − 𝑁° 𝑜𝑓 𝑐𝑎𝑡𝑒𝑔𝑜𝑟𝑦 0 𝑐𝑜𝑚𝑒𝑡𝑠)100] 

𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑛𝑢𝑚𝑏𝑒𝑟 𝑜𝑓 𝑐𝑜𝑚𝑒𝑡𝑠
 274 

2.4.6 Ensaio de toxicidade com cercárias de S.mansoni  275 

Cercárias de S. mansoni (Cepa-BH) foram obtidas de adultos de B. glabrata 276 

(n = 30) previamente infectados em laboratório com miracídios (n = 6). Após 35 dias 277 

de infecção dos caramujos, a liberação das cercárias foi realizada através da 278 

exposição destes caramujos, submersos em 100 mL de água filtrada e declorada, à 279 

luz artificial (60W) por 2h, como descrito em trabalho anterior de Silva et al. (2018). A 280 

estimativa de cercárias foi calculada com auxilio de estereomicroscópio (Wild M3B, 281 

Heerbrugg, Switzerland) e uma alíquota de 100 cercárias/mL foi transferida para um 282 

recipiente de vidro côncavo (vidro relógio) e exposta ao extrato etéreo de C. 283 

substellata, solubilizado em 0,5% de DMSO, para concentrações finais de 10, 7,5, 284 

5,0, 2,5 e 1,0 μg/mL. O experimento foi acompanhado de dois grupos controles 285 

negativo, a saber: C1 (cercárias expostas apenas a água filtrada declorada) e C2 286 

(cercárias expostas a 0,5% de DMSO em água filtrada declorada); além do grupo 287 

controle positivo de cercárias expostas a 1,0 µg/mL de NCL. 288 
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As cercárias foram avaliadas imediatamente após contato com o extrato 289 

etéreo de C. substellata (tempo 0h) e após 15, 30, 60, 90 e 120 min de exposição. 290 

Os seguintes parâmetros foram usados para a avaliação cercaricida: letalidade de 291 

100% das cercárias (+++); letalidade de mais de 50% das cercárias (++); letalidade 292 

de menos de 50% das cercárias (+) e ausência de letalidade (-). O bioensaio foi 293 

realizado em triplicata. 294 

2.4.7 Ecotoxicidade em Artemia salina 295 

O ensaio de ecotoxicidade foi empregado de acordo com Meyer et al. (1982). 296 

Ovos encistados de A. salina foram colocados em béquer (1L) contendo 500 mL de 297 

água do mar (pH 8,0) em aeração constante a 25°C ± 2 por 48 h. Após a eclosão, as 298 

larvas foram separadas com o auxílio de um estereomicroscópio (Wild M3B, 299 

Heerbrugg, Switzerland) para formar grupos experimentais com 10 larvas cada. A. 300 

salina foi exposta ao extrato étereo de C. substellata, solubilizado em 0,5% de 301 

DMSO, em diferentes concentrações (1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5 e 5,0 302 

µg/mL) durante 24 h a 25°C ± 2. Os grupos controles negativos (C1 - água do mar e 303 

C2 - 0,5% de DMSO em água do mar) e controle positivo (1,0 μg/mL de NCL) foram 304 

submetidos às mesmas condições experimentais. Dois experimentos independentes 305 

foram realizados em duplicata e a mortalidade e sobrevivência das larvas avaliadas 306 

com auxílio de estereomicroscópio.  307 

2.5 Análises estatísticas 308 

As análises estatísticas foram realizadas com o software GraphPad Prism 5.0 (San 309 

Diego, EUA). As diferenças entre os grupos foram avaliadas por análise de variância 310 

unilateral (ANOVA) seguida pelo pós teste de Newman - Keuls. Valores de p < 0,05 311 

foram considerados significativos. As concentrações letais necessárias para matar 312 
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10% (CL10), 50% (CL50) e 90% (CL90) de B. glabrata (embriões e adultos) e Artemia 313 

salina foram calculadas pelo método probit por meio do programa StatPlus® 2009 314 

(AnalystSoft, Canadá). 315 

3 Resultados  316 

3.1 Análise química do extrato etéreo de C. substellata 317 

A análise por cromatografia em camada delgada (CCD) revelou a presença 318 

dos ácidos estítico, nortístico e úsnico no extrato etéreo de C. substellata com fator 319 

de retenção (Rf) de 0,51, 0,61 e 0,84 respectivamente, semelhantes aos padrões 320 

destes ácidos. Os dados da CCD foram confirmados nas análises por cromatografia 321 

líquida de alta eficiência (CLAE). A presença do ácido úsnico como o principal 322 

composto fenólico neste extrato com tempo de retenção (RT) de 17,69 min chegou a 323 

92,58%. Enquanto os demais ácidos, o estítico e norstictic apresentaram RT de 3,19 324 

e 4,60 com percentuais de 4,12% e 2,14% respectivamente. Ademais, 0,34% 325 

corresponderam ao solvente e um pico não identificado com percentual irrisório. 326 

3.2 O extrato etéreo de C. substellata tem efeito embriotóxico e teratogênico sobre 327 

B. glabrata 328 

A tabela 1 e a figura 1 (A - E) e exibem as concentrações letais (LC), LC10, 329 

LC50 e LC90) e o efeito embriotóxico, respectivamente, contra estádios evolutivos de 330 

B. glabrata expostos ao extrato etéreo de C. substellata.  331 

As CL50 para os estádios de blástula, gástrula, trocófora, véliger e hippo stage 332 

foi de 1,59, 2,47, 3,39, 2,36 e 0,92 μg/mL (tabela 1). No estádio de blástula (Figura 1 333 

A) mortalidade significativa (p < 0,05) é registrada na concentração de 1,25 μg/mL e 334 

quando expostos às concentrações de 2,0, 2,5, e 3,0 g/mL a mortalidade foi de 75%, 335 

96% e 100%, respectivamente. Em gástrula (Figura 1 B), mortalidade significativa foi 336 
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registrada a partir 2,0 μg/mL (p < 0,05), e para as concentrações de 2,5 e 2,75 337 

μg/mL (p<0,01) a mortalidade foi de 48%; enquanto 3,0 e 3,5 μg/mL (p<0,001) 338 

causaram 86% e 100% de mortalidade, respectivamente. Contra trocófora, (Figura 1 339 

C) mortalidade superior a 50% é alcançada nas concentrações de 3,0 3,5 e 4,0 340 

μg/mL; mortalidade superior a 99% é alcançada para 4,5 e 5,0 μg/mL (p < 0,001). 341 

Concentrações inferiores a 2,5 μg/mL não apresentaram efeito embriotóxico 342 

significativo contra véliger (Figura 1 D). No entanto, 2,5 μg/mL do extrato etéreo de 343 

C. substellata foi capaz de causar 54,67% de mortalidade; enquanto 3,0, 3,5, 4,0 344 

μg/mL resultaram em 70,33%, 86,67% e 100% de mortalidade, respectivamente. 345 

Com relação à hippo stage (Figura 1 E), as concentrações de 0,75 – 3,0 μg/mL 346 

causaram mortalidade variando de 39,0% até 100% (p < 0,001).  347 

Durante todo o período de experimento, embriões do grupo controle negativo 348 

(C2) expostos à solução com 0,5% de DMSO demonstraram desenvolvimento 349 

semelhante aos embriões expostos apenas a água declorada filtrada (C1) (Figura 2 350 

A – E). A exposição à niclosamida (1,0 μg/mL) causou 100% mortalidade para todos 351 

os estádios embrionários (figure 2 F – J).  352 

As alterações morfológicas da atividade embriotóxica do extrato etéreo de C. 353 

substellata sobre B. glabrata são mostradas na Figura 2 (K – O). Entre os efeitos 354 

tóxicos e teratogênicos, observamos embriões mortos (2), malformados (3) e com 355 

atraso no desenvolvimento (4). 356 

3.3 Extrato etéreo de C. substellata tem toxicidade contra adultos B. glabrata, 357 

causando mortalidade e reduzindo a fecundidade 358 

 A figura 3 A e a tabela 1 mostram o efeito moluscicida e a concentração letal 359 

(CL) sobre adultos B. glabrata expostos durante 24h (dia 1) ao extrato etéreo de C. 360 

substellata. Neste intervalo de exposição, a concentração de 3,0 μg/mL causou 361 
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mortalidade de 100%, seguida das concentrações de 2,5, 2,0, 1,5 e 1,0 que resultam 362 

em 80%, 40%, 10% e 0.0% de mortalidade, respectivamente. A CL10, CL50 e CL90 363 

são alcançadas em concentrações de 1,59 μg/mL (1,51 - 1,66), 2,11 μg/mL (2,04 - 364 

2,19) e 2,64 μg/mL (2,57 - 2,72), respectivamente. Os caramujos mortos após a 365 

exposição apresentaram estiramento e edema da massa cefalópode, aumento da 366 

secreção de muco e liberação de hemolinfa. Os sobreviventes foram observados 367 

quanto a sua mortalidade (figura 3 A, dia 2 - 8) e fecundidade (figura 3 B) durante 368 

sete dias consecutivos após exposição ao extrato etéreo de C. substellata. Após as 369 

24h de exposição não houve mortalidade em nenhuma concentração (figura 3 A). No 370 

entanto, a exposição ao extrato etéreo de C. substellata causou mudança no padrão 371 

de fecundidade dos caramujos sobreviventes, com redução no número de 372 

embriões/caramujo. Essa redução foi de 27,18, 41,98, 71,21 e 72,77% para as 373 

concentrações de 1,0, 1,5, 2,0 e 2,5 μg/mL, respectivamente. Por outro lado, 374 

nenhuma concentração alterou a fertilidade dos embriões, uma vez que o número de 375 

embriões mortos/malformados por caramujo foi semelhante ao grupo controle 376 

negativo (C1 e C2), com variação média de 16,65 ± 4,12 embriões/caramujo. 377 

3.4 Extrato etéreo de C. substellata causa alterações morfológicas em hemócitos 378 

Na avaliação morfológica de hemócitos de B. glabrata, dois tipos celulares 379 

são encontrados, o primeiro são células com uma elevada relação 380 

núcleo/citoplasma, citoplasma homogêneo e sem grânulos (hialinócitos – figura 4 A). 381 

O segundo são células de maior tamanho com grânulos citoplasmáticos, em formato 382 

estrelado, expressando aderências e emissão de pseudópodes (granulócitos – figura 383 

4 F). As frequências de hialinócitos foram de 962,3 ± 21,31, 952,5 ± 23,44, 923 ± 384 

55,92 e 898 ± 8,83 para as concentrações de 1,0, 1,5, 2,0 e 2,5 μg/mL, 385 

respectivamente (figura 5 A). Com relação aos granulócitos as médias foram de 52,5 386 
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± 22,55, 71,25 ± 50,21, 77,0 ± 55,92, 102,0 ± 8,832, nas concentrações de 1,0, 1,5, 387 

2,0 e 2,5 μg/mL, respectivamente (figura 5 A). No que se refere aos tipos celulares, 388 

não houve diferença estatística entre as concentrações avaliadas, nem quando 389 

comparadas aos grupos controles negativo (C1 e C2). No entanto, em todas as 390 

concentrações o extrato etéreo de C. substellata causou alterações morfológicas em 391 

hemócitos. A maior frequência de alterações foi para células com morfologia 392 

indicativa de apoptose (Figura 4 G and H, figura 5 B), apresentando múltiplos 393 

vacúolos, citoplasma reduzido com contorno irregular, intensa condensação da 394 

cromatina e fragmentação nuclear, com médias de 237,8 ± 45,8, 278,2 ± 45,7, 294,0 395 

± 70,2, 511,8 ± 26,6/1000 hemócitos para as concentrações de 1,0, 1,5, 2,0 e 2,5 396 

μg/mL, respectivamente. Todos os grupos expostos a C. substellata foram 397 

estatisticamente significativos (p<0,001) quando comparados aos controles negativo 398 

(C1 e C2) para células com morfologia indicativa de apoptose. Em menor frequência, 399 

visualizamos células vacuolizadas (figura 4 C), com binucleação (figura 4 B, D and I), 400 

com micronúcleo (figura 4 E), e núcleos em formato de rim (figura J). 401 

3.5 Extrato etéreo de C. substellata causa danos ao DNA de hemócitos de B. 402 

glabrata 403 

 As alterações no DNA foram classificadas visualmente em cinco categorias 404 

com base no comprimento da cauda do cometa, onde 0 indica ausência, enquanto 405 

as categorias 1, 2, 3 e 4 indicam dano baixo, médio, alto e completo, 406 

respectivamente (Fig 6 A). Todas as concentrações de C. substellata causaram 407 

danos ao DNA em hemócitos de B. glabrata de forma dose-dependente com 408 

variação de 94,66 até 99,66% (Figura 6 B). Esses danos variaram de 1 - 3 nas 409 

concentrações de 1,0, 1,5 e 2,0 μg/mL. Adicionalmente, 2,5 μg/mL de C. substellata 410 

causou danos níveis 3 e 4 em 33,33% e 16,0% do DNA dos hemócitos, 411 
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respectivamente (figura 6C). Aumento significativo (p<0,001) no índice de dano ao 412 

DNA foi observado em todas as concentrações do extrato de C. substellata quando 413 

comparado ao controle negativo (C1 e C2) (figura 5 D), com aumentos de 107,57%, 414 

110,09%, 164,63% e 207,06% para as concentrações de 1,0, 1,5, 2,0 e 2,5 μg/mL, 415 

respectivamente. 416 

3.6 Extrato etéreo de C. substellata apresenta toxicidade contra cercarias de S. 417 

mansoni 418 

 De acordo com a tabela 2, o extrato etéreo de C. substellata apresenta efeito 419 

sobre cercárias de S. mansoni de forma tempo e dose dependente. Após 15 min de 420 

exposição, alterações na motilidade foram observadas nas concentrações a partir de 421 

2,5 μg/mL. Neste intervalo de tempo, as cercárias expostas às concentrações de 2,5 422 

e 5,0 μg/mL apresentaram movimentos reduzidos; adicionalmente, nas 423 

concentrações de 7,5 e 10 μg/mL as cercárias exibiam rotação intensa sobre o 424 

mesmo eixo. Mortalidade maior que 50% foi registrada 30 min após exposição na 425 

concentração de 10 μg/mL e esse mesmo percentual de mortalidade é causado pela 426 

concentração de 2,5 μg/mL após 120 min. No último intervalo de observação, 427 

letalidade total foi causada nas concentrações de 5,0, 7,5 e 10 μg/mL; essas 428 

cercárias apresentavam corpo cercariano com vacúolos e separado da cauda 429 

(Figura 7 C). Nos grupos controles negativos (C1 e C2) as cercárias apresentaram 430 

movimentos típicos, corpo cercariano e cauda preservados e ausência de 431 

mortalidade durante todo experimento (Figura 7 A). Controle positivo (NCL) causou 432 

100% mortalidade após 15 min de exposição, as cercárias apresentavam retração, 433 

edema e grânulos no corpo cercariano e cauda (Figura 7 B). 434 

 435 

3.7 O extrato etéreo de C. substellata não exibiu toxicidade sobre Artemia salina 436 
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 De acordo com a figura 8, o extrato etéreo de C. substellata mostrou-se 437 

atóxico sobre A. salina em todas as concentrações aqui testadas, resultado 438 

semelhante aos grupos controles negativo (C1 e C2). 439 

 440 

4 Discussão  441 

 Este estudo reporta pela primeira vez a toxicidade do extrato etéreo do líquen 442 

C. substellata sobre diferentes estádios embrionários e adultos B. glabrata, seu 443 

efeito citotóxico e genotóxico sobre células hemocitárias, além da atividade sobre 444 

cercárias de S. mansoni e avaliação ecotoxicológica sobre o bioindicador Artemia 445 

salina. Sabe-se que atividades biológicas atribuídas a extratos liquênicos são 446 

resultados de efeitos aditivos, sinérgicos ou antagônicos de seus constituintes. É 447 

importante entender que os metabólitos presentes no extrato, bem como suas 448 

proporções, se relacionam não só com resposta biológica exercida, mas também 449 

com a descoberta de novos alvos biológicos.  Além disto, compostos de extratos 450 

podem resultar em melhor resposta biológica quando comparados aos seus 451 

constituintes isolados em doses proporcionais (Williamson, 2001; Ma et al., 2009; 452 

Carmona e Pereira, 2013; Niemeyer et al., 2013). O efeito sinérgico resultado da 453 

interação de metabólitos liquênicos aumenta a biodisponibilidade de substâncias 454 

bioativas com possível redução nas doses/concentrações empregadas, e assim uma 455 

possível redução da toxicidade e efeitos adversos (van Vuuren e Viljoen, 2011; 456 

Santiago et al., 2018; ; Araújo et al., 2019b; Araújo et al., 2020a).  457 

Em nosso estudo, as análises cromatográficas (CCD e CLAE) revelaram que 458 

a composição química do extrato etéreo C. substellata apresenta os ácidos estitíco 459 

(4,12%) nortístico (2,14%) e úsnico (92,58%), resultados que corroboram com os 460 

estudos de Huovinen e Ahti (1986), Ribeiro et al. (2006) e Santiago et al. (2018). O 461 
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ácido úsnico destaca-se como metabólito majoritário nos gêneros Cladonia, Usnea, 462 

Lecanora, Ramalina, Parmelia e Evernia (Ingólfsdóttir, 2002). Particularmente, em C. 463 

substellata o ácido úsnico representa 90% a 96,01% da sua composição química, 464 

enquanto os demais ácidos são encontrados em menores percentuais (Huovinen e 465 

Ahti, 1986; Pereira 1991; Ahti et al., 1993). 466 

No presente estudo as concentrações do extrato etéreo de C. substellata para 467 

alcançar letalidade em metade da população de caramujos (CL50) nos estádios de 468 

blástula, gástrula, trocófora, véliger, hippo stage e adultos B. glabrata foram de 1,59, 469 

2,47, 3,39, 2,36, 0,92 e 2,11 μg/mL (tabela 1), respectivamente. Com relação ao 470 

potencial moluscicida de C. substellata, Araújo et al. (2018a) reportam efeitos tóxicos 471 

do ácido úsnico isolado desta mesma espécie sobre blástula, gástrula, trocófora, 472 

véliger e adultos B. glabrata com CL50 de 1,38, 3,47, 5,11, 2,93, e 2,12 μg/mL, 473 

respectivamente. Em outro estudo, Martins et al., (2014) avaliaram a toxicidade do 474 

usnato de potássio sintetizado a partir do ácido úsnico extraído de C. substellata 475 

sobre blástula e adultos B. glabrata no qual as CL50 para este estádio e indivíduos 476 

adultos foram de 5,77 e 0,92μg/mL, respectivamente. Aqui, o extrato de C. 477 

substellata mostrou atividade semelhante ao ácido úsnico e usnato de potássio 478 

sobre a fase de blástula. Por outro lado, o extrato de C. substellata alcançou LC50 479 

em concentrações inferiores para os demais estádios embrionários. Frente a 480 

caramujos adultos, o extrato de C. substellata alcançou LC50 semelhante ao ácido 481 

úsnico, mas foi inferior (2,11 μg/mL) quando comparado ao usnato de potássio (5,77 482 

μg/mL).  483 

A atividade moluscicida, contra embriões e adultos de B. glabrata, e sobre 484 

cercárias de S. mansoni do extrato etéreo do líquen Ramalina aspera e do ácido 485 

divaricático, molécula isolada deste líquen, foi demostrada por Silva et al. (2018; 486 
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2019). Após 24 h de exposição, o extrato etéreo de R. aspera apresenta LC90 contra 487 

blástula, gástrula, trocófora, veliger e adultos nas concentrações de 22,78, 24,23, 488 

16,63 e 16,03 e 8,66 μg/mL, respectivamente. Enquanto, a CL90 do ácido divaricático 489 

para os estádios embrionários foi de 20 μg/mL e para adultos foi de 5,49 μg/mL.   490 

Martins et al. (2017) demonstraram que o extrato etéreo de Cladia aggregata 491 

exerceu efeito embriotóxico em 50 e 100 µg/mL e moluscicida em 20-25 µg/mL, 492 

enquanto o ácido barbático, molécula isolada líquen, não exibe efeitos embriotóxicos 493 

e a letalidade para adultos foi em concentrações iguais às do extrato etéreo. Em 494 

nosso estudo, a CL90 para os estádios embrionários variou de 1,71 – 5,65 μg/mL e 495 

caramujos adultos foi de 2,64 μg/mL (tabela 1), concentrações dentro das 496 

recomendas para novos candidatos moluscicidas, uma vez que, segundo a 497 

Organização Mundial da Saúde (OMS, 1983), extratos brutos são potenciais 498 

moluscicidas quando apresentam 90% de mortalidade (CL90) sobre caramujos em 499 

concentrações iguais ou inferiores a 100 μg mL (WHO, 1983).  500 

Estudos relatam a eficácia de vários compostos ricos em fenóis para o 501 

controle de moluscos (Upadhyay and Singh, 2011; Araújo et al., 2018a; Faria et al. 502 

2018; Silva et al., 2018). Ainda não se conhece o mecanismo de ação do extrato 503 

etéreo de C. substellata sobre embriões B. glabrata, mas seus constituintes fenólicos 504 

poderiam ser responsáveis por causar toxicidade e efeito teratogênico através da 505 

permeabilidade nas membranas e na massa gelatinosa que protege os embriões, 506 

como sugerido por Araújo et al. (2018b). Embriões com atraso no desenvolvimento e 507 

malformados foram alterações encontradas também em estudos que exploraram o 508 

potencial moluscicida de extratos e moléculas isoladas de liquens (Araújo et al., 509 

2018a,b; Silva et al., 2019). Em ratas gestantes, o efeito teratogênico do ácido 510 

úsnico de C. substellata durante o período de organogênese revela redução no 511 
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número de fetos viáveis e do seu peso corporal, além de alterações morfológicas 512 

como exposição do globo ocular, atrofia dos membros e redução no número de 513 

megacariócitos hepático (Silva et al., 2017). Neste sentido, acreditamos que o 514 

extrato etéreo de C. substellata possa alterar o processo de gastrulação, que 515 

resultou em atraso no desenvolvimento e malformação em embriões B. glabrata. 516 

Este é um mecanismo importante para o controle populacional de caramujos com 517 

importância em saúde pública, uma vez que segundo Oliveira-Filho et al. (2010), 518 

Araújo et al. (2021b), Batista et al. (2022) embriões com atraso no desenvolvimento 519 

e malformação raramente eclodem e/ou na maioria das vezes, morrem após a 520 

eclosão. 521 

A toxicidade do extrato etéreo de C. substellata sobre adultos B. glabrata 522 

causou estiramento e edema da massa cefalópode, aumento da secreção de muco 523 

e liberação de hemolinfa. Esses achados podem ser causados pela interrupção do 524 

equilíbrio osmótico, resultando em danos tissulares e alterações fisiológicas, como 525 

reportado por Batista et al. (2022). Moluscicidas capazes de causar mudanças 526 

morfológicas são importantes, pois podem reduzir a capacidade reprodutiva de B. 527 

glabrata, consequentemente reduzindo a população de caramujos, os riscos de 528 

transmissão do S. mansoni e a prevalência da esquistossomose (Araújo et al., 2020; 529 

Santos et al., 2020). Ademais, além de possuir ciclo embrionário curto, devido às 530 

suas características fisiológicas (monóicas), B. glabrata durante a fase adulta 531 

repovoa rapidamente os habitats aquáticos. Em apenas três meses, um caramujo é 532 

capaz de produzir cerca de 10 milhões de descendentes (Coelho e Caldeira, 2016). 533 

Em nosso estudo, após 24h de exposição ao extrato etéreo de C. substellata os 534 

caramujos sobreviventes foram avaliados durante 7 dias consecutivos e 535 
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permaneceram vivos (figura 3 A), no entanto tiveram sua capacidade reprodutiva 536 

afetada, uma vez que houve redução de ~70% de embriões/caramujo (figura 3 B).  537 

 O sistema imunológico dos moluscos consiste em elementos celulares e 538 

humorais. Os hemócitos são componentes do sistema imunológico de moluscos, 539 

como B. glabrata, e constituem a principal e imediata defesa celular contra agentes 540 

químicos, físicos e/ou biológicos, desempenhando diferentes papéis nas reações de 541 

defesa do hospedeiro, incluindo fagocitose, encapsulamento e produção de espécies 542 

reativas oxigênio, espécies reativas de nitrogênio e peptídeo antimicrobiano (Wang 543 

et al., 2017; Ibrahim et al., 2018; Melo et al., 2020). Assim, a avaliação quantitativa e 544 

qualitativa de hemócitos é objeto de estudo para a busca de novos candidatos 545 

moluscicidas, bem como para a elucidação de seus mecanismos de ação (Galloway 546 

and Depledge, 2001; Ibrahim et al., 2018; Silva et al., 2019; Araújo et al., 2021b). No 547 

presente estudo, B. glabrata expostos ao extrato etéreo de C. substellata 548 

apresentaram semelhança com o grupo controle (C1 e C2) na proporção de 549 

hemócitos hialinócitos e granulócitos (figura 5 A). Por outro lado, o número de 550 

hemócitos com morfologia indicativa de apoptose foi significativamente maior 551 

quando comparado aos grupos controle (C1 e C2), e o aumento ocorreu de forma 552 

dose dependente (figura 5 B). Ersoz et al., (2017) ao explorar o extrato do lichen 553 

Cladonia pocillumon reportaram aumento de apoptose em células MCF-7. Nossos 554 

resultados corroboram com os estudos de Siqueira et al. (2020), ao estudar a 555 

exposição de adultos B. glabrata ao lodo de esgoto doméstico e de Araújo et al. 556 

(2021b) ao explorar a toxicidade do usnato de potássio sobre hemócitos de B. 557 

glabrata. Em contra partida, Silva et al. (2019), ao avaliar o extrato etéreo do líquen 558 

Ramalina aspera, observaram uma maior diversidade de alterações morfológicas em 559 

hemócitos de B. glabrata como, hemócitos com micronúcleo, binucleados e 560 
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trinucleados, além de hemócitos com apoptose celular em maior frequência. Ainda 561 

com relação ao usnato de potássio obtido do extrato etéreo de C. substellata, 562 

estudos reportam uma possível rota de ação a partir dos elementos químicos de sua 563 

estrutura molecular (Ranke et al., 2004; Li et al., 2014). O usnato de potássio de C. 564 

substellata possui dienos conjugados (heterocíclicos), elemento catiônico e grupos 565 

OH e metil, que em contato com a superfície celular se difundem através da 566 

membrana, causando alterações em sua permeabilidade e metabolismo energético 567 

por meio de distúrbios na cadeia de transporte de elétrons, alterando assim a 568 

bioquímica e a fisiologia da célula, responsável pela apoptose celular e danos ao 569 

DNA (Ingólfsdóttir, 2002; Roberts e Costelo, 2003; Joseph et al., 2009; Araújo et al., 570 

2021).  571 

Através do ensaio cometa, método sensível que avalia danos ao DNA, foi 572 

possível concluir que o extrato etéreo de C. substellata apresenta atividade 573 

genotóxica sobre o DNA de hemócitos de B. glabrata (figura 6). Assim como 574 

sugerido por Araújo et al. (2021b), acreditamos que os efeitos deletérios sobre os 575 

hemócitos e os danos ao DNA possam estar correlacionados com a presença 576 

desses elementos químicos, que, mesmo em baixas concentrações, tornam-se 577 

tóxicos para B. glabrata, modificando a funcionalidade de organelas celulares e 578 

componentes de grande importância, como DNA nuclear e mitocondrial, além de 579 

inibir certas enzimas envolvidas no processo de reparo do material genético, 580 

causando danos irreversíveis e alterações conformacionais no DNA, ciclo celular e, 581 

consequentemente apoptose celular. Danos ao DNA, via produção de espécies 582 

reativas de oxigênio (ROS), como os radicais superóxido (O2
-), peróxido de 583 

hidrogênio (H2O2) e radical hidroxila (-OH), são reportados como mecanismo de ação 584 
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da atividade anticancerígena de extratos de líquens (Zambare e Christopher, 2012; 585 

Studzińska-Sroka et al., 2021;Tripathi et al., 2022).  586 

Estudos realizados com compostos e extratos naturais visam obter atividades 587 

farmacológicas altamente seletivas sem efeitos tóxicos indesejados.. Neste sentido, 588 

Emsen and Kolukisa (2020) investigaram os efeitos citogenéticos e oxidativos de 589 

extratos metanólicos e aquosos de Cladonia chlorophaea (Flörke ex Sommerf.) 590 

Sprengel, Dermatocarpon miniatum (L.) W. Mann and Parmelia saxatilis (L.) e 591 

revelaram que os extratos de líquen não aumentaram o nível de genotoxicidade na 592 

cultura de linfócitos periféricos humanos. Resultados que corroboram com Silva et 593 

al. (2021) que não evidenciaram citotoxicidade em células mononucleares do 594 

sangue periférico humano do ácido divaricático de Canoparmelia texana (Líquen). 595 

 Um moluscicida desejado além de apresentar ação contra estádios 596 

embrionários e caramujos adultos deve apresentar ação contra cercária de 597 

Schistosoma spp., fase evolutiva infecciosa, reduzindo assim o risco de infecção. O 598 

extrato etéreo do líquen Ramalina aspera apresentou ação contra cercárias de S. 599 

mansoni, no qual após 60 min de exposição a 20 μg/mL ocorreu 100% de 600 

mortalidade, com ruptura do corpo cercariano da cauda (Silva et al., 2019). Este 601 

último evento também foi observado por Martins et al.  (2017), que, além de alcançar 602 

100% de mortalidade das cercárias a 100 μg/mL do ácido barbático do liquen Cladia 603 

aggregata após 15 min de exposição, as concentrações subletais (0,25 - 10 μg/mL 604 

resultaram em motilidade reduzida. A redução da motilidade e alterações 605 

morfológicas de cercárias reduz seu potencial infeccioso, como reportado por Kiros 606 

et al. (2014). Neste estudo, cercárias expostas a 18,7 μg/mL do extrato aquoso de 607 

Glinus lotoides (Molluginaceae) causou alterações na motilidade e na morfologia das 608 

cercárias, resultando na diminuição do potencial de penetração em camundongos, 609 
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os quais tiveram carga parasitária reduzida em 91,2%. Esses achados corroboram 610 

com nossos resultados, uma vez que, além da mortalidade, cercárias de S. mansoni 611 

expostas ao extrato etéreo de C. substellata apresentaram redução na motilidade, 612 

alterações morfológicas e ruptura do corpo cercariano da cauda de forma tempo e 613 

dose-dependente (tabela 2 e figura 7C).  614 

 Através do ensaio de toxicidade ambiental utilizando A. salina é possível 615 

avaliar risco ambiental do etéreo de C. substellata. A. salina apresenta sensibilidade 616 

a diversas substâncias, o que o torna um ótimo bioindicador de toxicidade ambiental 617 

(Cantanhede et al., 2010; Costa et al., 2015). O usnato de potássio e o ácido úsnico 618 

de C. substellata apresentaram toxicidade frente a A. salina com CL50 de 2,6 μg/mL 619 

e 2,46 μg/mL, respectivamente (Martins et al., 2014; Araújo et al., 2018a). Em 620 

contrapartida, em nosso estudo, nenhuma concentração (1 - 5 μg/mL) do etéreo de 621 

C. substellata apresentou toxicidade frente a A. salina (Figura 8). Bomfim et ai. 622 

(2009) relataram LC50 para o extrato de clorofórmio de C. substellata a 8,6 µg/mL em 623 

A. salina. Semelhante ao nosso resultado, os extratos etéreos dos líquens C. 624 

aggregata e R. aspera e suas moléculas isoladas, BAR e ácido divaricático, 625 

respectivamente, apresentaram concentrações ambientalmente seguras (Martins et 626 

al., 2017a; Silva et al., 2018; 2019 ). A fitotoxicidade dos extratos (entre eles o 627 

etéreo) e do ácido úsnico de C. substellata foi avaliada em Allium cepa L e não foi 628 

encontrado efeito inibitório significativo dos extratos sobre a germinação, enquanto 629 

que para o ácido úsnico a inibição foi observada a partir da concentração de 290,6 630 

mM (Yano-Melo et al., 1999). 631 

5. Conclusão 632 

 Os resultados do presente estudo demonstram que o extrato etéreo de C. 633 

substellata é um candidato a agente moluscicida, uma vez que mostrou ser efetivo 634 
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no controle populacional de embriões e adultos de B. glabrata, hospedeiro 635 

intermediário do S. mansoni. O extrato causou danos hemocitários e genotóxicos em 636 

caramujos adultos, apresentou ação contra cercárias, fase infectante para o 637 

hospedeiro definitivo, o homem, e foi atóxica contra bioindicador ambiental, fatores 638 

imprescindíveis para interrupção do ciclo biológico do S. mansoni e controle da 639 

esquistossomose.  640 
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 991 

Legendas das Figuras 992 

Fig. 1. Toxicidade do extrato etéreo de C. substellata sobre estádios embrionários de 993 

B. glabrata. (A) blástula, (B) gástrula, (C) trocófora, (D) véliger e (E) hippo stage. C1 994 

- Água filtrada e declorada; C2 - DMSO 0,5% em água filtrada e declorada; NCL 995 

(Niclosamida) - 1,0 μg/mL. Nível de significância *p < 0,05, **p < 0,01 ***p<0,001 996 

quando comparado a C2.  997 

Fig. 2. Estágios embrionários de B. glabrata expostos a 0,5% de Dimetilsulfóxido 998 

(DMSO) em água filtrada e declorada (A-E, 40x), Niclosamida a 1µg/mL de (F-J, 999 

40x) e extrato etéreo de C. Substellata em diferentes concentrações (K - O, 40x). 1000 

Estádio de blástula em A, F e K; gástrula em B, G e L; trocófora em C, H e M; véliger 1001 

em D, I e N; hippo stage E, J e O. 1 - embriões normais; 2 - mortos; 3 - malformado; 1002 

4 - atraso de desenvolvimento. 1003 

Fig. 3. Mortalidade e fecundidade de adultos B. glabrata. (A) Caramujos expostos ao 1004 

extrato etéreo de C. substellata durante 24 h e observados por 7 dias após 1005 

exposição; (B) média de fecundidade dos caramujos durante 7 dias após exposição 1006 

ao extrato etéreo de C. substellata. C1 - Água filtrada e declorada; C2 - DMSO 0,5% 1007 

em água filtrada e declorada; NCL - Niclosamida 1 μg/mL. Concentrações do extrato 1008 

em μg/mL.  1009 
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Fig. 4. Hemócitos de B. glabrata expostos ao extrato etéreo de C. substellata. (A) 1010 

Hemócito hialinócito normal; (B) hemócito hialinócito binucleado; (C) hemócito 1011 

hialinócito com vacúolo; (D) hemócito hialinócito binucleado; (E) hemócito hialinócito 1012 

com micronúcleo; (F) hemócito granulócito normal; (G) hemócito granulócito com 1013 

morfologia indicativa de apoptose; (H) hemócito granulócito com morfologia 1014 

indicativa de apoptose e vacúolos; (I) hemócito granulócito com binucleação; (J) 1015 

hemócito hialinócito com núcleo em forma de rim. 1016 

Fig. 5. Alterações morfológicas e quantitativas de hemócitos de B. glabrata expostos 1017 

ao extrato etéreo de C. substellata. (A) Média de hemócitos granulócitos e 1018 

hialinócitos. (B) Frequência hemócitos com morfologia indicativa de apoptose. C1 - 1019 

Água filtrada e declorada. C2 - DMSO 0,5% em água filtrada e declorada. 1020 

Resultados expressos em média e desvio padrão (DP). Nível de significância ***p < 1021 

0,001 comparado ao controle negativo C2. 1022 

Fig. 6. Imagens do ensaio cometa obtidas de hemócitos de B. glabrata, coradas com 1023 

Sybrsafe™ e danos no DNA após exposição a diferentes concentrações de extrato 1024 

etéreo de C. substellata. (A) Diferentes graus de dano, onde 0 indica ausência e 1 a 1025 

4 indica dano crescente ao DNA; (B) frequência de dano (DF); (C) distribuição 1026 

percentual para cada nível de dano por concentração em μg/mL; (D) índice de danos 1027 

(DI). 1028 

C1: água filtrada e declorada; C2: DMSO 0,5% em água filtrada e declorada. NCL: 1029 

Niclosamida; Letalidade de 100% das cercárias (+++); letalidade superior a 50% das 1030 

cercárias (++); letalidade inferior a 50% das cercárias (+) e nenhuma letalidade (-). 1031 

Fig. 7. Cercárias de Schistosoma mansoni. (A) Cercárias expostas a DMSO a 0,5% 1032 

em água filtrada declorada (C2); (B) cercárias expostas a Niclosamida (NCL) a 1.0 1033 

μg/mL destacando retração, edema e grânulos no corpo cercariano e cauda; (C) 1034 

cercárias expostas ao extrato etéreo de C. substellata a 5 μg/mL após 120 min, 1035 

destacando corpo cercariano com vacúolos e cauda separados. 1036 

Fig. 8. Toxicidade do extrato etéreo de C. substellata sobre o bioindicador A. salina 1037 

após 24 h de exposição. C1 - Água filtrada e declorada; C2 - DMSO 0,5% em água 1038 

filtrada e declorada.  1039 
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Table 1. Lethal concentrations (LC) of ethereal extract of C. substellata (μg/mL) 

after 24 h of exposure on embryos and adults of B. glabrata.  

(  ) 95% confidence interval.    

Experimental 
groups 

Lethal concentration (µg/mL) 

LC10  LC50  LC90  

Blastula 0.93 (0.91 - 0.95) 1.59 (1.57 - 1.61) 2.25 (2.24 - 2.27) 

Gastrula 1.23 (1.20 - 1.26) 2.47 (2.45 - 2.50) 3.72 (3.69 - 3.74) 

Trocophore 1.12 (1.06 - 1.18) 3.39 (3.33 - 3.45) 5.65 (5.59 - 5.71) 

Veliger 1.22 (1.19 - 1.25) 2.36 (2.33 - 2.39) 3.49 (3.46 - 3.52) 

Hippo Stage 0.12 (0.15 - 0.15) 0.92 (0.89 - 0.94) 1.71 (1.69 - 1.74) 

Adult snails  1.59 (1.51 - 1.66) 2.11 (2.04 - 2.19) 2.64 (2.57 - 2.72) 

Table 1 Click here to
access/download;Table;Table_1_Rocha_et_al_2022.docx
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Table 2. Mortality of cercariae of S. mansoni exposed to ether 

extract of Cladonia substellata 

C1: dechlorinated filtered water; C2: 0.5% DMSO + dechlorinated 

filtered water. NCL: Niclosamide; Lethality of 100% of cercariae 

(+++); lethality of more than 50% of cercariae (++); lethality of less 

than 50% of cercariae (+) and no lethality (-).  

Experimental groups 

(µg/mL) 

Exposure time 

15 min 30 min 60 min 120 min 

C1  - - - - 

C2 - - - - 

NCL +++ +++ +++ +++ 

1.0 - - - - 

2.5 - - - ++ 

5.0 - - ++ +++ 

7.5 - - ++ +++ 

10 - ++ ++ +++ 

Table 2 Click here to
access/download;Table;Table_2_Rocha_et_al_2022.docx
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Figure 1 Click here to
access/download;Figure;Fig_1_Rocha_et_al_2022.tif
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Figure 2 Click here to access/download;Figure;Fig_2_Rocha_et_al_2022.tif
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Figure 3 Click here to access/download;Figure;Fig_3_Rocha_et_al_2022.tif
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Figure 4 Click here to access/download;Figure;Fig_4_Rocha_et_al_2022.tif
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Figure 5 Click here to access/download;Figure;Fig_5_Rocha_et_al_2022.tif
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Figure 6 Click here to access/download;Figure;Fig_6_Rocha_et_al_2022.tif
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Figure 7 Click here to access/download;Figure;Fig_7_Rocha_et_al_2022.tif
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Figure 8 Click here to access/download;Figure;Fig_8_Rocha_et_al_2022.tif
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6. CONCLUSÃO 

 

 A composição química do extrato etéreo de C. substellata revelou a presença 

dos ácidos estítico (4,12%), nortístico (2,14%) e úsnico (92,5%); 

 

 O extrato etéreo de C. substellata mostrou atividade embriotóxica contra 

todos os estádios embrionários de B. glabrata (blástula, gástrula, trocófora, 

véliger e hippo stage) após 24 horas de exposição; 

 

 Caramujos adultos B. glabrata se mostraram suscetíveis ao extrato etéreo de 

C. substellata após 24 horas de exposição. Além disso, os caramujos 

sobreviventes tiveram a capacidade reprodutiva afetada; 

 

 O extrato etéreo de C. substellata causa alterações morfológicas em 

hemócitos de B. glabrata, sobretudo com maior frequência de células com 

morfologia indicativa de apoptose; 

 

 O extrato etéreo de C. substellata causou danos ao DNA dos hemócitos de B. 

glabrata. Os danos encontrados variavam de 0-4; 

 

 O extrato etéreo de C. substellata apresenta toxicidade contra cercarias de S. 

mansoni; 

 

 Nenhuma concentração avaliada do extrato etéreo de C. substellata exibiu 

toxicidade sobre A. salina. 
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