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RESUMO

A esquistossomose é uma doenca parasitaria tropical que afeta, na grande maioria,
populacdes em condi¢des de pobreza. No Brasil, a esquistossomose € endémica em
estados da regidao Nordeste, incluindo Pernambuco. Os caramujos do género
Biomphalaria sdo fundamentais para o ciclo biolégico do Schistosoma mansoni,
portanto, uma das principais formas de controle da doenca se d& pelo controle dos
hospedeiros intermediérios, destacando B. glabrata. A niclosamida é o Uunico
molusicida autorizado pela OMS, contudo, esta substancia apresenta custo elevado
de aplicacdo 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 antiparasitaria do extrato etéreo do liquen Cladonia
substellata contra embrides e adultos Biomphalaria glabrata e cercérias de
Schistosoma mansoni. Parametros de toxicidade foram avaliados em doses
subletais do extrato etéreo de C. substellata sobre a fertilidade/fecundidade de
caramujos adultos, bem como os danos genotoxicos e alteracbes morfolégicas nos
hemacitos. Para o ensaio de toxicidade ambiental foi utilizado o bioindicador Artemia
salina. As analises cromatograficas do extrato etéreo de Cladonia substellata
revelaram a presenca dos acidos estitico (4,12%), nortistico (2,14%) e Usnico
(92,58%). Extrato etéreo de C. substellata apresentou toxicidade contra todos os
estadios embrionarios com CLso de 1,59, 2,47, 3,39, 2,36 e 0,92 ug/mL para blastula,
gastrula, trocofora, véliger e hippo stage, respectivamente. A CLso para adultos B.
glabrata foi de 2,11 pg/mL e o extrato alterou o padréo de fecundidade, reduzindo o
namero de embrides/caramujo. O extrato aumentou 0 numero de células com
morfologia indicativa de apoptose e a frequéncia e indice de danos ao DNA de
hemdcitos. Reducdo na motilidade de cercéarias expostas ao extrato etéreo de C.
substellata foi observada a partir de 2,5 pg/mL apds 15 min e mortalidade de 100% é
alcancada em 5,0 yg/mL apés 120 min. Sobre A. salina o extrato etéreo de C.
substellata foi atéxico nas concentracdes avaliadas (1.0 - 5.0 ug/mL). O extrato
etéreo de C. substellata € um promissor moluscicida no controle populacional de
embrides e adultos B. glabrata, hospedeiro intermediario do S. mansoni. O extrato
causou danos hemocitarios e genotdxicos em caramujos adultos, apresentou acéo
contra cercérias, fase infectante para o hospedeiro definitivo, o homem, e foi atéxica
contra A. salina.

Palavras-chave: Cladonia substellata; Biomphalaria glabrata; Moluscicida;
Embriotoxicidade; Fecundidade e Fertilidade; Hemacitos.



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 LCso of
1.59, 2.47, 3.39, 2.36 and 0.92 ug/mL for blastula, gastrula, trocophore, veliger and
hippo stage, respectively. The LCso for B. glabrata adults was 2.11 yg/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
pug/mL after 15 min and 100% mortality is reached at 5.0 uyg/mL after 120 min. On A.
salina, the ethereal extract of C. substellata was non-toxic at the concentrations
evaluated (1.0 - 5.0 pg/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 INTRODUCAO

A esquistossomose € uma doenca parasitaria causada por vermes
trematdédeos do género Schistosoma spp. que prevalece em condi¢des de pobreza,
afetando em maior dimensédo populagdes de baixa renda em regides tropicais e
subtropicais. Presente em 78 paises na Africa, Asia e Américas do sul e central, é a
segunda parasitose mais prevalente no mundo, colocando em risco de infec¢cdo mais
de 700 milhdes de pessoas e acometendo outras 240 milhdes; destas,
aproximadamente 200.000 evoluem para o 6bito todos os anos (WHO, 2017;
MORAES et al., 2019; WHO, 2020). O Brasil € um dos paises com as maiores taxas
de morbimortalidade da doenca, tendo sido registrado entre os anos de 2000 a 2017
mais de 9 mil Obitos por esquistossomose. A espécie encontrada no pais é o S.
mansoni, que tem como principal vetor caramujos Biomphalaria glabrata em funcao
da alta suscetibilidade e ampla distribuicdo (PARAENSE, 1986; BRASIL, 2018).

Muitos programas de controle da esquistossomose se concentram na
prevencao através do tratamento dos pacientes, embora importante, essa estratégia
€ insuficiente para controlar a transmissdo da doenca (KING; BERTSCH, 2015).
Sendo assim, para controle da esquistossomose 0 uso de agentes moluscicidas
para combater os hospedeiros intermediarios, administracdo em massa de
medicamentos, saneamento basico e educacdo em saude constituem alternativas
viaveis (KARIUKI et al., 2013; INOBAYA et al., 2014).

Atualmente, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda a utilizacao
do moluscicida sintético Niclosamida (NCL), composto sintético eficaz contra
caramujos adultos e embrides de diversas espécies de hospedeiros intermediarios e
cercarias de Schistosoma spp (WHO, 2017). Apesar da sua eficacia, esta droga
possui alto custo associado a aplicacdo, sensibilidade a luz solar, alta toxicidade
para animais e plantas aquaticas, além de muitas populacbes de caramujos
desenvolverem resisténcia (OLIVEIRA-FILHO; PAUMGARTTEN, 2000; CHEN et al.,
2012). Portanto, a busca por substancias de origem natural, atdxicas, com atividade
moluscicida e cercaricida se torna urgente para impedir a transmissao da
esquistossomose (LUNA et al., 2005; MIYASATO et al., 2012).

Neste sentido, os liquens, uma associagcdo simbidtica entre um micobionte

(fungo) e um fotobionte (alga /cianobactéria), sdo candidatos a potenciais produtos
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moluscicidas por produzirem uma série de metabdlitos secundarios com
propriedades bioldgicas, incluindo acdo antimicrobiana (KARABACAK, TAY,
KIVANC, 2014), anti-tumoral (RUSSO et al., 2012), antinociceptivo (ARAUJO et al.,
2019), antioxidante (FERNANDEZ-MORIANO et al., 2016), anti-inflamatério (BUGNI
et al., 2009), anti-parasitéria (LUZ et al., 2015) e moluscicida (MARTINS et al., 2014;
ARAUJO 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 embrifes (estagio de blastula, gastrula, trocéfora, véliger e hippo
stage) e adultos B. glabrata, seu efeito citotdéxico e genotoxico sobre hemdcitos,
atividade sobre cercarias de S. mansoni e avaliagdo ecotoxicolégica sobre o
bioindicador Artemia salina. Este estudo ampliard o escopo de aplicacdo do extrato
etéreo de C. substellata e fornecera uma nova alternativa no controle populacional

de caramujos vetores da esquistossomose mansoni.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos epidemiologicos da esquistossomose

A esquistossomose € uma doencga parasitaria causada por vermes digenéicos
do género Schistosoma spp. A doenca atinge principalmente populacdes de baixa
renda em situacdes de pobreza que ndo tem acesso a agua potavel e saneamento
basico adequado, sendo estes fatores determinantes para a manutencao do ciclo de
vida do parasito (FACCHINI et al., 2018; ATALABI; ADUBI, 2019; BRASIL, 2020).
Atras apenas da maléaria, a esquistossomose é considerada a parasitose mais
importante em termos socioecondémicos e de saude publica no mundo, afetando
cerca de 240 milhdes de pessoas e colocando em risco de infecgcdo outras 779
milhdes. Devido a sua ampla distribuicdo geografica, a esquistossomose é relatada
em 78 paises e territorios de clima tropical e subtropical, destes, 52 paises séo
endémicos para a doenca (Figura 1) (SILVA-MORAES et al., 2019; WHO, 2020;).

Figura 1. Distribuicdo mundial da esquistossomose. Os paises marcados em tom de cor mais escuro
apresentam os maiores indices de morbimortalidade da doenca.

orm ,

DEE 5
“-"l “ Ny

v

Fonte: WHO (2018).

As espécies mais importantes causadoras da esquistossomose humana no
contexto epidemiol6gico mundial sdo S. haematobium, S. mansoni e S. japonicum,
estas, sdo responsaveis pelas maiores taxas de morbimortalidade da doenca. Ja as
espécies S. intercalatum, S. mekongi e S. guineenses apesar de terem certa
importancia epidemioldgica apresentam uma baixa prevaléncia global (Figura 2).

Com excecéo do S. haematobium, causador da forma urogenital da doenca, 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. Distribuicéo das principais espécies de Schistosoma spp no mundo.}
~

] L J
ﬁ.~ :

Fonte: JUNG et al. (2019).

Dentre as espécies citadas, S. mansoni é a Unica presente nas Américas
Central e do Sul, onde, algumas ilhas do Caribe (Republica Dominicana, Guadalupe
e Santa Lucia), Suriname, Venezuela e Brasil sdo endémicos para esta parasitose
(NOYA et al., 2015; KATZ, 2018). Segundo a Organizacado Pan-Americana de Saude
(OPAS), aproximadamente 25 milhdes de pessoas correm risco de contrair a
infeccdo nesses locais, com Brasil e Venezuela sendo os paises mais atingidos pela
doenca.

No Brasil, a esquistossomose mansoénica também conhecida popularmente
como “xistose”, “barriga d’agua” ou “doenga dos caramujos”’ atinge
aproximadamente 1,5 milhdo de pessoas, sendo registrados pelo Ministério da
Saude entre os anos 2000 e 2017, mais de 9.000 Obitos. A transmissdo da
esquistossomose € relatada em 19 Estados, sendo endémica em Alagoas, Bahia,
Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraiba, Sergipe, Espirito Santo e Minas Gerais,
além de apresentar transmissdo focal no Para, Maranhdo, Piaui, Ceara, Rio de
Janeiro, S&o Paulo, Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Goias e Distrito
Federal (Figura 3) (KATZ, 2018; BRASIL, 2020).
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Figura 3. Areas endémicas para esquistossomose mansonica no Brasil.
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Fonte: SISPCE/SVS/MS (2018).

Na regido Nordeste, Pernambuco € um dos estados que se destaca pelos
altos indices de infeccdo pela esquistossomose, no qual dos 185 municipios que o
compdem, 101 (54,6%) sdo endémicos para a doenca (Figura 4). De 2013 a 2017, o
estado apresentou média anual de 150 6bitos, além disso, no mesmo periodo, foi
descrita uma média de internacfes hospitalares de 39 pacientes ao ano, decorrente
das formas mais graves da doenca (BARBOSA et al., 2018; PERNAMBUCO, 2018).

Figura 4. Municipios pernambucanos classificados como endémico, focal e vulneravel de acordo com
0 numero de casos de esquistossomose.

Endémico
Focal
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Fonte: PERNAMBUCO (2018).
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2.2 Ciclo biolégico do Schistosoma mansoni

O S. mansoni tem ciclo de vida do tipo heteroxénico, necessitando de um
hospedeiro intermediario durante a fase assexuada, os caramujos do género
Biomphalaria spp, e um hospedeiro definitivo durante a fase sexuada, que sdo 0s
humanos e outros mamiferos (LEWIS; TUCKER, 2014; BRASIL, 2018).

O ciclo inicia quando individuos infectados excretam suas fezes contendo
ovos maduros. Ao entrar em contato com aguas doces, 0s ovos por estimulos de luz
intensa e temperatura liberam uma larva ciliada, o miracidio. Este se movimenta
ativamente em busca do hospedeiro intermediério, o caramujo Biomphalaria spp.
(INOBAYA et al., 2014; BRASIL, 2018; MCMANUS et al., 2018). Ao encontra-lo, o
miracidio se fixa ao tegumento do caramujo realizando a penetracdo através de
movimentos contrateis e rotatérios. No processo de penetracdo, o miracidio perde
algumas estruturas dentro de um periodo de aproximadamente 48 horas, sofrendo
diversas modificacbes morfofisioldgicas para se diferenciar em um “saco” formado
por uma membrana contendo células germinativas, denominado esporocisto
primario. Apos esta fase, 0 esporocisto primario vai dar origem ao esporocisto
secundario e depois ao terciario para originar as cercarias, que sao as formas
infectantes para hospedeiro vertebrado. Neste processo um miracidio pode dar
origem até a 300.000 cercarias de um unico sexo (GRYSEELS, 2012; NEVES, 2016;
ALMEIDA, 2018; MCMANUS et al., 2018).

Apbés 40 a 45 dias de penetracdo do miracidio, as cercarias sao liberadas
pelos caramujos no ambiente aquatico. Essa liberacdo ocorre preferencialmente
entre as 10-16 horas, isto ocorre devido ao calor mais intenso e uma maior
incidéncia de luz. Apés a liberacéo, as cercarias nadam ativamente até encontrarem
um hospedeiro definitivo, quando isso acontece penetram na pele e/ou mucosas do
individuo por esforco mecanico e pela atuacdo de enzimas proteoliticas
(GRYSEELS, 2012; BRASIL, 2018). Ao realizarem a penetracdo, as cercarias
sofrem alteracBes metabdlicas e reorganizam seus tegumentos passando a ser
chamadas de esquistossémulos de pele. Estes migram até os vasos sanguineos e
chegam aos pulmdes, depois seguem para 0 coracao, e posteriormente para o
figado, nos ramos intra-hepaticos onde vao completar seu desenvolvimento em

vermes adultos até alcancarem a maturacao sexual. No sistema porta intra-hepatico
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os vermes adultos, macho e fémea acasalam e migram para as veias mesentéricas
inferiores iniciando a oviposicdo. A fémea de S. mansoni pode liberar cerca de
300/400 ovos por dia, sendo que parte desses ovos chega a luz intestinal onde
serao liberados juntos as fezes dando continuidade ao ciclo, outra parte fica retida
na mucosa intestinal ou embolizados para o figado e baco pela circulacdo portal
(Figura 5) (NEVES, 2016; BRASIL, 2018; LOYO, 2018).

Figura 5. Ciclo Biologico do Schistosoma mansoni.
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Fonte: Adaptado de MCMANUS et al. (2018).

2.3 Hospedeiros Intermediarios do Schistosoma mansoni no Brasil

Os hospedeiros intermediarios transmissores do S. mansoni no Brasil sdo
caramujos gastropodes aquaticos, pulmonados e hermafroditas. De acordo com
estas e outras caracteristicas, estes caramujos tem a seguinte classificacdo
taxondmica: Filo Mollusca, Classe Gastropoda, Subclasse Pulmonata, Ordem
Basommomatophora, Familia Planorbidae e Género Biomphalaria (NEVES, 2016;
BRASIL, 2017). No pais sdo encontradas 11 espécies e uma subespécie do género
Biomphalaria que sao: B. glabrata (SAY, 1818), B. tenagophila (D’ORBIGNY, 1835),
B. straminea (DUNKER, 1848), B. amazbnica (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 estdo envolvidas na transmissdo da esquistossomose
mansoOnica, uma vez que sdo naturalmente infectadas pelo S. mansoni. Ja as
espécies B. amazbnica e B. peregrina, sdo hospedeiras em potencial e todas as
outras nao sdo hospedeiras do S. mansoni (NEVES, 2016).

Os caramujos do género Biomphalaria apresentam caracteristicas em comum
gue permitem uma fécil identificacdo como, uma concha bicdncava planispiral com
didmetro variando entre 7 mm e 40 mm dependendo da espécie; a cor natural da
concha é castanha, mas pode variar devido as condi¢cdes ambientais, passando por
varios tons de marrom até o negro (Figura 6). Apresentam também tentaculos
longos e filiformes, com os olhos localizados na base dos tentaculos, pé oblongo,
boca contornada pela mandibula em forma de T, hemolinfa vermelha pela presenca
de hemoglobina, abertura genital masculina localizada atras da base do tentaculo
esquerdo e a abertura genital feminina mais atras, sob a pseudobranquia
(PARAENSE, 2008; BRASIL, 2008; NEVES, 2016).

Figura 6. Caramujo Biomphalaria glabrata

Fonte: O autor.

A capacidade de colonizacdo de caramujos Biomphalaria spp é dependente
de condi¢bes que envolvam ambientes hidricos naturais ou artificias de aguas doces
paradas e/ou pouco movimentadas, somando-se a estes fatores, uma boa
luminosidade e temperatura, presenca de matéria organica, pH neutro, baixa

salinidade e microflora rica favorecem a reproducdo dos caramujos nestes locais. E
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uma de suas caracteristicas importantes é a capacidade de se reproduzir de duas
formas, a primeira é devido ao hermafroditismo, no qual através da autofecundacéo
um unico espécime de B. glabrata pode gerar em 90 dias até 10 milhdes de
embrides, e a outra através da fecundacdo cruzada, sendo a preferencial por
resultar em variabilidade genética (PARAENSE, 2008; PIERI et al., 2012; NEVES,
2016).

Quanto a distribuicdo geografica dos caramujos vetores do S. mansoni, a
espécie B. glabrata pode ser encontrada no Brasil nos estados de Alagoas, Bahia,
Distrito Federal, Espirito Santo, Goias, Maranhdo, Minas Gerais, Para, Paraiba,
Parana, Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Rio Grande do
Sul, S&o Paulo e Sergipe (Figura 7A). E 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, Espirito Santo, Goias, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Santa
Catarina e Sao Paulo, além do Distrito Federal. Esta espécie distribui-se através de
uma faixa litoranea do Sul da Bahia até o Rio Grande do Sul abrangendo também
uma area mais densa de distribuicdo nos estados do Espirito Santo, Rio de Janeiro
e de Santa Catarina, além de avancar pelo oeste em Minas Gerais, Sdo Paulo e
Parana (Figura 7B) (BRASIL, 2008; CARVALHO et al., 2018).

O B. straminea € a espécie com maior distribuicdo geografica no Brasil,
estando presente em 24 estados e no Distrito Federal, apenas Roraima e Amapa
nao tém registros da presenca do caramujo (Figura 7C). Os moluscos B. straminea
sdo encontrados em quase todas as bacias hidrograficas brasileiras se adaptando
as diversas variacfes climaticas e ecologicas do pais. Na Regido Nordeste,
apresenta amplo dominio por estar mais bem adaptado ao clima seco,
desempenhando papel importante na epidemiologia da esquistossomose. Apesar
disso, esta espécie exibe 0s mais baixos niveis de infeccdo dentre as espécies
vetoras da esquistossomose no Brasil (BRASIL, 2008; CARVALHO et al., 2018).
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Figura 7. Distribuicio geografica das Espécies de Biomphalaria spp no Brasil. A — B. glabrata; B — B.
tenagophila; C — B. straminea
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Fonte: BRASIL (2014),

2.3.1 Estagios e caracteristicas dos embrides do género Biomphalaria spp

O conhecimento a respeito da embriologia dos caramujos do género
Biomphalaria sp € de grande importancia, visto que a analise de compostos
moluscicidas quando aplicadas nas fases inicias de desenvolvimento do vetor
podem diminuir a transmissao 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 eclosdo dos

caramujos jovens. E a partir dos estudos complementares de Kawano et al., 1992 e
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Kawano et al., 2004 foi possivel descrever e identificar os estadios embrionarios de
desenvolvimento dos caramujos Biomphalaria sp.

As desovas de Biomphalaria sp sao formadas por ovos que medem cerca de
100um de diametro. Inicialmente cada embrido passa por diversas clivagens até
alcancar o estadio de blastula e isto ocorre de 0 a 15 horas apdés a primeira clivagem
(Figura 8A). Neste estadio ocorrem apenas divisdes mitGticas sem o aumento de
volume celular (CAMEY; VERDONK, 1969; KAWANO; OKAZAKI; RE 1992). Apds 24
horas da primeira clivagem, se inicia a gastrulacdo caracterizada pelo final da
clivagem, inicio do crescimento, diferenciacdo e movimentacdo celular. A
gastrulagdo nesses caramujos ocorre por invaginacdo ou endobolia. O embrido
modifica sua forma de arredondada para achatada pela transformacdo dos polos
animal e vegetativo (Figura 8B). No final desta fase tem-se o aparecimento da boca
(CAMEY; VERDONK, 1969; KAWANO; OKAZAKI; RE 1992).

O estadio de trocofora (Figura 8C) ocorre entre 48 e 87 horas ap0s a primeira
clivagem, constituindo-se como a primeira fase larval de B. glabrata. Esta fase é
caracterizada pela formacdo do prototroco, que separa o corpo larval em duas
partes, as regides pre-trocal e pos-trocal. Na regido pré-trocal é encontrada a futura
regido cefalica, com a presenca de uma placa apical, duas placas cefalicas que
dardo origem a regido dos olhos e tentaculos, e a vesicula cerebral. Na regido pés-
trocal encontra-se a boca, localizada abaixo da placa apical e na regido oposta
encontra-se a glandula da concha (CAMEY; VERDONK, 1969; KAWANO; OKAZAKI,
RE 1992; KAWANO; NAKANO; WATANABE 2008).

O estadio de véliger que ocorre entre 96 e 120 horas apés a primeira
clivagem é caracterizado pela formacédo da concha, que comeca a cobrir uma parte
do corpo (Figura 8D). O prototroco evolui para um érgado que recebe nome de velum,
gue é responsavel pela movimentacdo intensa da larva dentro do ovo e as placas
cefélicas apresentam a futura regido do olho e do tentaculo. Nesse estadio o pé ja
esta bem desenvolvido (CAMEY; VERDONK, 1969; KAWANO; OKAZAKI; RE 1992;
KAWANO; NAKANO; WATANABE 2008).

Em hippo stage (Figura 8E), estadio entre 120 e 144 horas da primeira
clivagem, os olhos e os tentaculos ja estdo bem desenvolvidos e sdo evidenciados
como um halo pigmentado na regido das placas cefalicas. A concha cobre quase
toda a totalidade do corpo e do pé da larva formando quase um caramujo jovem.

Apoés 144 horas, a uma temperatura de 25°C ocorre a eclosdo dos caramujos jovens
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(Figura 8F) (CAMEY; VERDONK, 1969; KAWANO; OKAZAKI; RE 1992; KAWANO;
NAKANO; WATANABE 2008).

Figura 8. Estadios de desenvolvimento embrionério de B. glabrata. A — Blastula; B — Gastrula; C —
Trocdfora; D — Véliger; E — Hippo stage; F — Caramujo jovem.

Fonte: O autor.

2.4 Liquens: caracteristicas gerais e propriedades biologicas

Os liquens, também chamados de fungos liquenizados, sdo organismos
resultantes de uma associagao simbidtica entre um fungo (micobionte, heterotréfico)
€ um ou mais participantes fotossintéticos (fotobionte, autotrofico), podendo ser
algas verdes e/ou cianobactérias. Essa interacdo permanente leva a formagédo de
um corpo vegetativo denominado talo no qual o fungo é um exohabitante
(COCHIETTO et al., 2002; NASH IlI, 2008; KIRK et al., 2008).

Na associacdo entre esses organismos, o fungo obtém nutrientes produzidos
pelas algas/cianobactérias que sdo compostos organicos (carboidratos) e oxigénio
produzido através da fotossintese, fundamentais para respiracdo e crescimento. Ja
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as algas/cianobactérias se beneficiam da presenca do fungo por Ihes conferir abrigo
a luz excessiva e hidratacdo para se estabelecer em ambientes secos (NASH llI,
1996; PURVIS, 2000; MOEL, 2008).

Quanto a morfologia dos liquens, baseia-se na organizacao do talo liquénico
gue tem suas caracteristicas estruturais produzidas pelo micobionte. Esta estrutura
de suma importancia para identificacdo dos liquens, pois a morfologia e a quimica
do talo é um componente variante de cada espécie. Dentro do talo liquénico o
fotobionte e 0 micobionte se posicionam em sucessivas camadas, onde 0 cortéx
superior é constituido de hifas entrelacadas do fungo dando protecdo a camada de
algas posicionada mais abaixo, protegida por outro feixe de hifas frouxas, a medula,
gue é seguida de outro feixe de hifas, o cortex inferior (KAFFER, 2005; MOEL, 2008)
(Figura 9).

Figura 9. Morfologia dos liquens. A — Alga; B — Hifas medulares; C — Hifas corticais.

Fonte: Pereira (1998).

O talo liquénico pode ser classificado em foliaceo ou folhoso, crostoso,
arbustivo ou fruticoso e ainda, o talo esquamuloso, um tipo intermediario mais
complexo entre o talo crostoso e o folhoso (NASH I, 1996; GOWARD et al., 1994;
NASH 1ll, 2008). Todos esses tipos apresentam cores caracteristicas e formas
variadas, que, como dito anteriormente dependem da espécie e das substancias que
eles contém (PEREIRA, 2002).
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.O talo folidceo ou folhoso € 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 fixagdo ao substrato ocorre através das rizinas (HALE JUNIOR, 1983;
NASH lIl, 2008) (Figura 10A).

O talo crostoso apresenta-se intimamente aderido ao substrato pela medula,
sendo dificil destaca-lo. Tem uma estrutura anatdbmica bem diferenciada e achatada
formando uma espécie de crosta (NASH Ill, 1996; XAVIER FILHO et al., 2006)
(Figura 10B).

O talo fruticoso ou arbustivo assemelha-se a pequenos arbustos podendo se
apresentar nas formas cilindrica e achatada, ereto ou decumbente com de simetria
radial ou isolateral. A fixacdo ao substrato ocorre por um ou mais pontos do ramo
(HALE JUNIOR, 1983; NASH Ill, 2008) (Figura 10C).

Ja o talo esquamuloso é formado a partir de pequenos l6bulos que se
assemelham a escamas agregadas aos talos. A estrutura € a mesma do tipo folioso,
com excecao da auséncia de rizina, estando fixado ao substrato através de uma
porcao central do cortex inferior (NASH 11, 2008) (Figura 10D).

Figura 10. Tipos de Liquens. A — Leptogium sp (Talo folioso); B — Ochrolechia parella (Talo crostoso);
C — Teloschistes (Talo fruticoso); D — Normandina (Talo esquamuloso).
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Os liqguens desempenham fungbes com grande importancia ecologica
atuando na formacao, fertilizacdo e prevencdo da degradacdo do solo. Algumas
dessas funcbes se déo pela capacidade de fixar o nitrogénio em ecossistemas
aridos, constituindo grande parte da biomassa de organismos autotroficos em
ambientes com pouca disponibilidade de nutrientes (WILL-WOLF et al., 2004; NASH
[ll, 2008; OZVAN et al., 2015; VASCONCELOS et al., 2015.

Economicamente, os liguens também possuem muitas utilidades como, sua
utilizacdo em industrias de cosméticos, tingimento de tecidos, na alimentacdo e na
medicina popular, sendo utilizado devido as suas propriedades anti-inflamatoria,
antifingica e antibacteriana (HUNECK, 1999; BATTS; CALDER; BATTS, 2004
MARTINS, 2013). Ademais os liguens sdo 6timos bioindicadores de poluicdo, 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 Substancias liquénicas

Os liguens sao fontes de compostos fenolicos que sdo produzidos por trés
vias biossintéticas, sdo elas: via acetato-polimalonato, via do acido chiquimico e via
do &cido mevalbénico (NASH I, 2008). Através destas vias metabdlicas, séo
formadas varias moléculas que quando isoladas possuem amplas atividades
biologicas e farmacologicas (MULLER, 2001). Dentre os compostos isolados estédo
0s acidos graxos, depsideos, depsidonas, compostos aromaticos, éteres difenil e
dibenzofuranos (CULBERSON, 1972, NUNES, 2011).

As substancias quimicas que sao resultantes do metabolismo dos liquens séo
classificadas em produtos intra e extracelulares, e esta classificacdo € dada de
acordo com a localizacdo no talo onde a substancia é biossintetizada. Os produtos
intracelulares produzidos a partir do metabolismo primario sdo constituidos pelos
carboidratos, carotenoides, aminoacidos, proteinas, vitaminas e glicolipideos. Ja os
produtos extracelulares resultantes do metabolismo secundéario, compdem as
denominadas substancias liquénicas que sao representadas pelos acidos
picroliquénico, lecandrico, salazinico, fumarprotocetarico, protocetarico, Usnico, etc.
(ELIX, 1996; NASH Ill, 1996; HONDA; VILEGAS, 1998; HUNECK, 1999).
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Todas essas substancias liquénicas cumprem um papel importante na
adaptacdo dos liquens as mais diversas condi¢cdes ambientais e, além disso,
possuem diversas propriedades bioldgicas importantes como, acao antifungica,
antitumoral, antioxidante, antibacteriana, entre outras (EINARSDOTTIR, et al., 2010;
BACKOROVA et al., 2012; BYEON et al., 2012; SAHIN et al., 2015).

2.4.2 Cladonia substellata Vainio

Os liquens 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 familia Cladoniaceae, considerada a mais representativa dentre as
incluidas nos liqguens Cladoniformes. Esta familia pertence a Ordem Lecanorales e
esta posicionada dentro da classe dos Ascomycetes. Ainda, tem como fotobionte
algas verdes unicelulares e talos caracteristicos de formas e cores variadas que
evoluem para uma forma arbustiva (AHTI; XAVIER-FILHO, 1993; SILVA, 2006).

Figura 11. Talo de Cladonia Substellata Vainio.
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A Cladonia substellata tem ocorréncia em areas mais expostas, sobre solos
arenosos ou sobre rochas em decomposicdo (SEAWARD, 1977). No territorio
brasileiro pode ser encontrada nos estados da Bahia, Paraiba, Pernambuco,
Sergipe, Minas Gerais e Rio grande do Sul. Esta também é facilmente identificada
devido a sua morfologia, com podécios (talos) delgados e dicotbmicos e sua
coloracdo verde-amarelada, igual a do &cido Usnico, sua principal substancia
liquénica (PEREIRA, 1989; AHTI, 2000).
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Além da sua composicdo morfolégica, a composi¢cdo quimica permite que a
Cladonia substellata esteja inserida na sec¢do Uniciales por possuir 98,1% de acido
asnico, que tem propriedades bioldgicas bastante diversificadas (AHTI et al., 1993).
Por esse motivo o acido Usnico é o metabdlito liquénico mais estudado, desde que
foi isolado pela primeira vez em 1843 por Rochleder & Heldt de Ramalina calicaris,
Usnea barbata e outras espécies de liquens (VICENTE, 1975).

De nome quimico [2,6-diacetil-7,9-dihidroxi-8,9b-dimetil-1,3-(2H, 9a/BH)-
dibenzofurandiona; C18H1607] o acido usnico pode ser isolado de liquens dos
géneros Usnea (Usneaceae), Cladonia (Cladoniaceae), Lecanora (Lecanoraceae),
Ramalina (Ramalinaceae) e Parmelia (Parmeliaceae). Ademais este composto
ocorre na natureza de duas formas enantioméricas (-) e (+), dependendo da
projecdo angular do grupo metila do carbono quiral na posicdo 9b (Figura 12). Esta
caracteristica confere ao acido usnico atividades biolégicas e mecanismos de acao
que vao depender da forma enantiomérica encontrada (INGOLFSDOTTIR, 2002;
COCCHIETTO et al., 2002; LIRA, 2007).

Figura 12. Estrutura quimica do acido Usnico e seu enantibmero. a — (+)-(9b-R) e (-)-(9b-S); b — acido
isousnico (+)-(9b-R) e (-)-(9b-S).
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Fonte: Ingolfsdéttir (2002).

A molécula de acido Usnico é caracterizada por apresentar baixa solubilidade
em agua e glicerol, apresentando solubilidade parcial em etanol e muito soltvel em
dimetilsulféxido, acetona, éter quente, benzeno, metanol e cloroférmio. O carater
hidrofébico desta substancia se da pela presenca de quatro grupos cetdnicos e do
anel furano que une os dois anéis aromaticos existente na estrutura molecular. Seus
cristais de coloracdo amarela (Figura 13) podem variar de forma de acordo com o
solvente utilizado na sua recristalizacdo (ASAHINA & SHIBATA, 1954;
INGOLFSDOTTIR, 2002).
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Figura 13. Cristais de acido Usni
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Fonte: Lima (2004).

Com relacdo as atividades biologicas do acido Usnico pode-se destacar sua
acdo antibidtica, na qual através de estudos realizados por Shibata & Miura, 1948,
foi observado que o &cido usnico 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 acidos
usnico e vulpinico séo ativos ndo s6 contra algumas espécies de bactérias Gram-
positivas mas também contra fungos. Esse mesmo estudo demonstrou que estes
metabolitos ndo possuem atividade contra bactérias gram-negativas como,
Escherichia, Salmonella e Shigella.

Outra atividade importante do acido usnico foi investigada por Martins (2014),
gue a partir deste metabdlito extraido de Cladonia substellata sintetizou o sal de
usnato de potéassio, usando-o contra embrifes e caramujos de B. glabrata. O usnato
de potassio em baixas concentracfes 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 populacdo de moluscos com doses
expressas em pg/mL, mas estabelecendo critérios de toxicidade ambiental. Entéo
mesmo que determinado composto - incluindo os de origem natural - tenham acgéo
moluscicida é necessario a realizacdo de testes ecotoxicologicos utilizando animais
nao alvos presentes no ambiente aquatico (WHO, 1983; WHO, 1993; OLIVEIRA-
FILHO; PAUMGARTTEN 2000).

2.5 Testes ecotoxicologicos

A ecotoxicologia tem por principio estudar os efeitos de substancias quimicas,

naturais ou sintéticas, sobre organismos vivos ou ecossistemas, fornecendo
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informacdes relevantes e confiaveis sobre a acdo desses produtos. Através de
testes ecotoxicolégicos € possivel avaliar potenciais danos aos seres Vivos
baseando-se na resposta de um organismo exposto a diferentes concentracdes de
uma substancia por um periodo determinado. Analisar as altera¢des bioquimicas e
fisiologicas causadas € fundamental neste processo, pois estes parametros
influenciam nas taxas de nascimento, crescimento e mortalidade dos individuos
(COSTA et al., 2008; HADER & RICHTER, 2009; WALKER, 2012).

Sendo assim, constituindo-se como uma alternativa viavel de avaliacdo
ecotoxicoldgica, os bioensaios se destacam pela capacidade simples de avaliagédo e
pelo rdpido monitoramento das respostas bioldgicas. Os organismos bioindicadores
gue podem ser usados nestes bioensaios sdo algas, microcrustaceos e peixes de
aguas continentais e marinhas (CAVALCANTE et al., 2000; ZAGATTO;
BERTOLETTI, 2006).

2.5.1 Bioensaio com Artemia salina

O microcrustaceo marinho Artemia salina (Figura 14), também conhecido
como camarao de agua salgada, € um invertebrado que mede cerca de 8 a 10 mm
de comprimento. S&o considerados consumidores primarios ou secundarios, sendo
um importante elo entre os niveis 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 laboratério. Além destas

caracteristicas, sua resisténcia a manipulacéo, ciclo de vida curto e adaptacdo as
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fontes nutricionais, o tornam um dos organismos mais utilizados em testes
ecotoxicologicos (WEIDEBORG, 1997; NUNES et al., 2006).

O bioensaio com Artemia salina se estabelece como um método que garante
boa reprodutibilidade, confiabilidade, 6timo custo-beneficio e que n&o requer
metodos assépticos (SIQUEIRA et al., 1998; NUNES et al., 2006). Assim, & possivel
usar esse microcrustaceo como um bioindicador conveniente para avaliar a
ecotoxicidade de substancias naturais e sintéticas com potencial biotecnolégico,
inclusive em testes para revelar a toxicidade de compostos bioativos com
propriedades moluscicidas (MEYER et al., 1982; SILVA., 2005; ALBUQUERQUE et
al., 2014; PROCOPIO et al., 2015; ROCHA-FILHO et al., 2015).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos toxicos e morfofisiolégicos de Cladonia substellata sobre

Biomphalaria glabrata e agente etiol6gico da esquistossomose mansénica.
3.2 Objetivos especificos

e Coletar liquens de Cladonia substellata;

e Obter o extrato etéreo de Cladonia substellata;

e Realizar a andlise quimica do extrato etéreo de Cladonia substellata

e Avaliar a toxicidade do extrato etéreo de Cladonia substellata sobre embrides
(blastula, gastrula, trocofora, véliger e hippo stage) de B. glabrata;

e Avaliar a toxicidade do extrato etéreo de Cladonia substellata sobre adultos
de B. glabrata;

e Avaliar a citotoxicidade do extrato etéreo de Cladonia substellata sobre
hemdcitos de caramujos adultos de B. glabrata;

e Avaliar a genotoxicidade do extrato etéreo através do ensaio cometa
utilizando hemolinfa de adultos B. glabrata;

e Avaliar a toxicidade do extrato etéreo sobre cercarias de S. mansoni;

e Avaliar a ecotoxicidade ambiental da Cladonia substellata sobre o

bioindicador Artemia salina;

34



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, Paraiba
(Nordeste do Brasil), as margens da Rodovia Federal BR-101, nas coordenadas
6°42'17.7"S 35°7'3.4 " W . O espécime foi depositado no Herbéario Geraldo Mariz do
Departamento de Botanica da Universidade Federal de Pernambuco, Recife/PE,

Brasil, exsicata n® 85.216.
4.2 Preparacgdo do extrato etéreo de Cladonia substellata

O extrato organico foi obtido por sistema de exaustdo a temperatura ambiente
(28 £ 2 °C) a partir de talos de liquen seco (100 g) com éter etilico (PA 99,5% PA
Isofar ®, Petropolis, Brasil). O material foi moido em almofariz e extraido com 100
mL de éter etilico (5x) sob agitacdo por 2 h, sendo entdo mantido a 4 °C por 24h.
Apés esse periodo, o material foi filtrado em papel filtro (Whatman n° 9) e
concentrado a secura em rota-evaporador (Flash  Evaporator-115V.
Buchlerinstrumentos. Fort Lee. NJ, EUA) acoplado a banho-maria (CT 246
CIENTEC) a temperatura de ebulicdo do solvente (40 °C) (Araujo et al., 2021b).

4.3 Cromatografia em camada delgada e cromatografia liquida de alta eficiéncia

Para analise por cromatografia em camada delgada (CCD), 0,1 mg do extrato
etéreo foi dissolvido em éter dietilico (0,5 mL), em seguida, 1 pyL da solucéo foi
submetido a cromatografia ascendente em placas de silica Gel 60 Fasa+366 (Merck®,
Darmstadt, Alemanha) com 10 x 10 cm, sendo desenvolvidas nos sistemas de
solventes A (tolueno/dioxano/acido 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, S&do Paulo, Brasil), apés
pulverizacdo de H>SOs a 10%, e aquecida a 50 °C por 30 min. As bandas
destacadas foram analisadas por reacdo de coloracdo e obtencdo de valores de
fator de retencao (Rf), sendo posteriormente comparadas com as caracteristicas dos
padrbes. Para a determinagdo dos metabdlitos de liqguen presentes no extrato etéreo
de C. substellata, foi realizada cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),

seguindo a metodologia descrita por Legaz e Vicente (1983), utilizando um
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cromatégrafo Hitachi (655 A-11, Toquio, Japdo) acoplado a um detector de UV a 254
nm. Para a separacdo dos metabdlitos, foi utilizada uma coluna C-18 de fase reversa
MicroPack MCH-18, 300 x 4 mm, Berlim, Alemanha (Merk® KGaA, Darmstadt,
Alemanha). A fase movel foi composta por metanol/agua deionizada/acido acético
(80: 19.5: 0.5 v/viv) em sistema isocratico. Outros parametros analiticos foram os
seguintes: volume de injecao de 20 mL, atenuacao de 0,16, pressao de 87 atm,
vazédo de 1,0 mL min~* em temperatura ambiente (28 + 3 °C). As amostras foram
injetadas na concentracdo de 1,0 mg mL™ diluida em éter dietilico Merk® (Araujo et
al., 2019b).

4.4 Bioensaio
4.4.1 Obtencao do Biomphalaria glabrata

Caramujos adultos B. glabrata foram coletados no Municipio de S&o Lourengo
da Mata, Pernambuco-Brasil, e mantidos por geracdes sucessivas no moluscario da
Area Académica de Medicina Tropical do Centro de Ciéncias Médicas da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife/PE, Brasil. Os caramujos sao
mantidos em tanques plasticos de 20 litros de agua filtrada e declorada, pH 7,0 e

temperatura de 25 + 3° C e alimentados diariamente com Lactuca sativa organica.
4.4.2 Ensaio de embriotoxicidade de B. glabrata

O ensaio de embriotoxicidade foi realizado de acordo com estudos de Araujo
et al. (2018). Tiras de polietileno incolores (10x10cm) foram colocadas na superficie
da agua do aquario para coleta das desovas dos caramujos adultos. As desovas
depositadas foram separadas com auxilio de microscépio estereoscopico (Wild M3B,
Heerbrugg, Suica) e analisadas de acordo com Kawano et al. (1992) sobre sua
viabilidade e estadio embrionario, identificados em blastula, géastrula, trocéfora,

véliger e hippo stage.

O extrato etéreo de C. substellata foi solubilizado em 0,5% de DMSO para
obtencao da solucdo mée e posteriormente diluida em concentracdes finais variando
de 1,0 - 5,0 ug/ml para os grupos teste. Para cada concentracéo foram selecionados
100 embrides de cada estadio evolutivo. Foram utilizados dois grupos controles

negativos: C1 (embriGes expostos apenas a agua filtrada declorada) e C2 (embrides
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expostos a 0,5% de DMSO em &gua filtrada declorada); além de um grupo controle

positivo formado por embrides expostos a 1,0 ug/mL de NCL.

Todos os grupos foram expostos durante 24 h. Passado esse tempo 0s
embrides foram lavados com &gua filtrada declorada, transferidos para placas limpas
contendo apenas agua filtrada declorada e avaliados com auxilio de um microscopio
(Wild M3B, Heerbrugg, Switzerland.) ap6s 7 dias do inicio do desenvolvimento
embrionéario (blastula), momento que ocorre a eclosdo dos caramujos jovens dos
grupos controles negativos. Posteriormente, a viabilidade dos embribes foi
classificada em positiva (eclosdo) ou negativa (morte ou malformacdo). Dois
experimentos independentes e em triplicata foram realizados para cada estadio

embrionario.
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 Organizacdo Mundial da Saude (1965). Adultos jovens de B.
glabrata (pigmentados com diametro da concha 13 £ 1 mm) foram colocados em
recipientes individuais (180 mL de agua filtrada declorada) e observados por 7 dias
consecutivos para verificacdo da maturidade sexual. ApGs esse periodo, 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
concentragbes: 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0 pg/mL. O experimento foi acompanhado de
dois grupos controles negativo, a saber: C1 (caramujos adultos expostos apenas a
agua filtrada declorada) e C2 (caramujos adultos expostos a 0,5% de DMSO em
agua filtrada declorada); além do grupo controle positivo de caramujos adultos
expostos a 1,0 pug/mL de NCL. Apos 24 h de ensaio todos os grupos foram lavados

em agua filtrada e declorada.

Posteriormente, os moluscos vivos foram transferidos individualmente para
recipientes com agua filtrada e declorada (180 mL), alimentados com Lactuca sativa
organica e monitorados diariamente por 7 dias. Os critérios de mortalidade foram:
retracdo da massa cefalopodal na concha, perda da hemolinfa, descoloracdo da cor
da concha e/ou auséncia de batimentos na cavidade pericardica. 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 apds exposicao as concentracdes de 1,0 - 3,0 ug/mL do extrato. Apos
24 h os embriBes foram registrados por 7 dias consecutivos e analisados até ecloséo
completa controles negativo (C1 - 4gua filtrada declorada; C2 - 0,5% de DMSO em
agua filtrada). Os embrides foram quantificados e classificados em viaveis (normais)

e inviaveis (mortos e malformados).
4.4.4 Avaliagdo citotoxica sobre hemdacitos de B. glabrata

Caramujos (n = 20) foram expostos a concentracdes subletais do extrato
etéreo de C. substellata (1,0 - 2,5 pg/mL) por 24 h. Apés o tempo de exposi¢cado ao
extrato, os caramujos foram transferidos para recipientes com agua filtrada
declorada (pH 7,0) por mais 24 h. O experimento foi acompanhado de dois controles
negativos (C1 - agua filtrada e declorada; C2 - 0,5% de DMSO em agua filtrada e
declorada). Dos caramujos que sobreviveram, foram selecionados aleatoriamente 5
individuos para coleta de hemolinfa e posterior analise morfoldgica e quantitativa dos

hemocitos.

A analise morfologica foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
Pavlica et al. (2000) e Siqueira et al. (2020). Amostras de 100 pl de hemolinfa foram
coletadas e depositadas em laminas de microscopia onde foram adicionados 100 pl
de EDTA (&cido etilenodiaminotetracético) diluido em solucéo de Ringer a 10 mM.
As laminas foram acondicionadas em camara umida por 30/40 min e ap0s esse
tempo as células foram fixadas com 200 pl de glutaraldeido em solucdo de Ringer a
1% (v/v) por 5 min. As laminas foram lavadas com solucéo de Ringer e coradas com
Giemsa a 5% por 7 min. Hemdcitos (n = 1000) foram analisados em quintuplicata

com a utilizacdo de microscopio 6ptico (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 modificagcbes. Caramujos expostos ao extrato etéreo de C.
substellata nas concentracdes de 1,0 - 2,5 yL/mL e dos grupos controles negativos
(C1 - agua filtrada e declorada; C2 - 0,5% de DMSO em agua filtrada e declorada)
tiveram cada um, 100 pL de hemolinfa coletada e homogeneizada em agarose de

baixo ponto de fusdo (1:1). Imediatamente, o homogenato foi colocado em Ilaminas
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de microscopia previamente cobertas com uma camada de agarose de ponto de
fusdo normal (1,5%) dissolvida em PBS (pH 7,4), cobertas com laminulas e mantidas
a 4°C por 10 min. Apos a solidificagdo as laminulas foram removidas e as laminas
incubadas em solucéo 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 laminas foram
colocadas em uma cuba de eletroforese horizontal contendo uma solugdo tampéo
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
laminas foram neutralizadas com tampéo Tris-HCI 0,4 M (pH 7,5) por 15 min, fixadas
com alcool absoluto por 10 min, secas em temperatura ambiente e armazenadas a

4°C para posterior analise.
4.4.5.1 Analise de microscopia de fluorescéncia

As laminas foram analisadas em microscopio de fluorescéncia (Nikon H550L)
com 0s seguintes parametros: ampliacdo de 400x, filtro de excitacdo: 450-490 nm,
filtro de emisséo: 500-550 nm e filtro barreira: 495 nm. Para coloracdo das laminas
foi utilizada uma solugao segura SYBR (Invitrogen) (50uL; 1:500) e o dano ao DNA
dos hemacitos foi avaliado visualmente de acordo com os parametros 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 extensédo do dano. A categoria 0 indica que néo
ocorreu nenhum dano, enquanto as categorias 1 a 4 indicam niveis crescentes de
dano ao material genético. Para avaliar o grau de dano ao DNA, o indice de Danos
(ID) e a Frequéncia de Danos (FD%) foram utilizados como parametros. O ID foi
calculado de acordo com a férmula: ID = 0 (nmero de cometas categoria 0) + 1
(nimero de cometas categoria 1) + 2 (nUmero de cometas categoria 2) + 3 (nUmero
de cometas categoria 3) + 4 (nUmero 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 relagdo ao numero total de cometas (categorias O - 4), de

acordo com a férmula:

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

Total number of comets
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4.4 .6 Ensaio de toxicidade com cercérias de S.mansoni

Cercérias de S. mansoni (Cepa-BH) foram obtidas de adultos de B. glabrata
(n = 30) previamente infectados em laborat6rio com miracidios (n = 6). Apés 35 dias
de infeccdo dos caramujos, a liberacdo das cercérias foi realizada através da
exposicao destes caramujos, submersos em 100 mL de &gua filtrada e declorada, a
luz artificial (60W) por 2h, como descrito em trabalho anterior de Silva et al. (2018). A
estimativa de cercérias foi calculada com auxilio de estereomicroscéopio (Wild M3B,
Heerbrugg, Switzerland) e uma aliquota de 100 cercarias/mL foi transferida para um
recipiente de vidro cdncavo (vidro relogio) e exposta ao extrato etéreo de Cladonia
substellata, solubilizado em 0,5% de DMSO, para concentracdes finais de 10, 7,5,
5,0, 2,5 e 1,0 pyg/mL. O experimento foi acompanhado de dois grupos controles
negativo, a saber: C1 (cercéarias expostas apenas a agua filtrada declorada) e C2
(cercarias expostas a 0,5% de DMSO em agua filtrada declorada); além do grupo

controle positivo de cercérias expostas a 1,0 pg/mL de NCL.

As cercarias foram avaliadas imediatamente apds contato com o extrato
etéreo de C. substellata (tempo Oh) e apds 15, 30, 60, 90 e 120 min de exposicao.
Os seguintes parametros foram usados para a avaliacdo cercaricida: letalidade de
100% das cercérias (+++); letalidade de mais de 50% das cercérias (++); letalidade
de menos de 50% das cercérias (+) e auséncia 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
agua do mar (pH 8,0) em aeracao constante a 25°C + 2 por 48 h. Apés a ecloséo, as
larvas foram separadas com o auxilio de um estereomicroscépio (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 concentracées (1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 45 e 5,0
pg/mL) durante 24 h a 25°C + 2. Os grupos controles negativos (C1 - agua do mar e
C2 - 0,5% de DMSO em agua do mar) e controle positivo (1,0 yg/mL de NCL) foram

submetidos as mesmas condi¢cdes experimentais. Dois experimentos independentes
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foram realizados em duplicata e a mortalidade e sobrevivéncia das larvas avaliadas

com auxilio de estereomicroscopio.
4.5 Andlises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad Prism 5.0
(San Diego, EUA). As diferencas entre os grupos foram avaliadas por andlise de
variancia unilateral (ANOVA) seguida pelo pos teste de Newman - Keuls. Valores de
p < 0,05 foram considerados significativos. As concentracfes letais necessarias para
matar 10% (CL1o), 50% (CLso) € 90% (CLgo) de B. glabrata (embrides e adultos) e
Artemia salina foram calculadas pelo método probit por meio do programa StatPlus®
2009 (AnalystSoft, Canada).
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Separation of the body and tail.

Non-toxic
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Resumo:

Objetivamos avaliar as atividades moluscicida e antiparasitaria do extrato etéreo do
liguen Cladonia substellata contra embrides e adultos Biomphalaria glabrata e
cercarias de Schistosoma mansoni. ParAmetros de toxicidade foram avaliados em
doses subletais do extrato etéreo de C. substellata sobre a fertilidade/fecundidade
de caramujos adultos, bem como os danos genotdxicos e alteracdes morfolégicas
nos hemacitos. Para o ensaio de toxicidade ambiental foi utilizado o bioindicador
Artemia salina. As analises cromatograficas do extrato etéreo de Cladonia
substellata revelaram a presenca dos acidos estitico (4,12%), nortistico (2,14%) e
usnico (92,58%). Extrato etéreo de C. substellata apresentou toxicidade contra todos
os estadios embrionarios com LCso de 1,59, 2,47, 3,39, 2,36 e 0,92 ug/mL para
blastula, gastrula, trocofora, véliger e hippo stage, respectivamente. A LCso para
adultos B. glabrata foi de 2,11 ug/mL e o extrato alterou o padréo de fecundidade,
reduzindo o nimero de embrifes/caramujo. O extrato aumentou o nimero de células
com morfologia indicativa de apoptose e a frequéncia e indice de danos ao DNA de
hemdcitos. Reducdo na motilidade de cercéarias expostas ao extrato etéreo de C.
substellata foi observada a partir de 2,5 pg/mL apds 15 min e mortalidade de 100% é
alcancada em 5,0 yg/mL apds 120 min. Sobre A. salina o extrato etéreo de C.
substellata foi atéxico nas concentracdes avaliadas (1,0 - 5,0 ug/mL). O extrato
etéreo de C. substellata € um promissor moluscicida no controle populacional de
embrides e adultos B. glabrata, hospedeiro intermediario do S. mansoni. O extrato
causou danos hemocitarios e genotdéxicos em caramujos adultos, apresentou acéo
contra cercérias, fase infectante para o hospedeiro definitivo, o homem, e foi atéxica

contra A. salina.
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Palavras-chave: Cladonia substellata, Biomphalaria glabrata, Moluscicida,

Embriotoxicidade, Fecundidade e Fertilidade, Hemocitos.

1 Introducéo

Os liguens s&o organismos simbiéticos resultantes da associa¢do entre um ou
mais fotobiontes (microalga verde ou cianobactéria para captacdo de CO: e, no caso
dos cianoliquens, fixacdo de N2) e um micobionte (parceiro fangico, componente
formador da estrutura do liquen) (Garty, 2001; Zhao et al., 2020). Esta simbiose é
responsavel pela producdo de diversos metabdlitos secundarios naturais, sendo
identificados até o momento, mais de 1000 compostos produzidos por liquens, dos
guais, em média 80% das moléculas sé@o exclusivas desta associacao (Olivier-
Jimenez et al., 2019; Goodenough e Roth, 2021). Pesquisas recentes destacam o
interesse da comunidade cientifica e da industria farmacéutica sobre a diversidade
estrutural e funcional dessas moléculas bioativas como promissores agentes
terapéuticos. Este cenario pode ser comprovado através de estudos que reportam
as atividades anti-inflamatoria (Hong et al., 2021), antimicrobiana (Karabacak et al.,
2014), anticarcinogénica (Russo et al., 2012), antinociceptiva (Araudjo et al., 2019),
antioxidante (Fernandez-Moriano et al., 2016), antiparasitaria (Luz et al., 2015) e
moluscicida (Martins et al., 2014; Aragjo et al., 2018a,b; Silva et al., 2019). Além
destas atividades, liquens e seus metabdlitos tém sido explorados no controle de
pragas e de vetores biol6gicos de agentes etioldgicos com importancia na medicina
humana e veterinaria (Bomfim et al., 2009; Yildirim et al., 2012a; Emsen et al., 2015;
Moura et al.,, 2017; Martins et al., 2017; Silva et al., 2018; 2019; 2021a; 2021b;

Araujo et al., 2021a,b; Muhoro; Farkas, 2021).
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Dentre as diversas espécies de liquens, Cladonia substellata (Vainio, 1887)
tem se destacado devido aos compostos fendlicos que podem ser isolados, como os
acidos usnico, estitico, constitico, hipostitico, criptostitico, nortistico e connostitico
(Ahti, 2000; Santiago et al., 2018). Estudos que reportam atividade fungicida e
bactericida do extrato etéreo de C. substellata concluem que essas atividades
devem-se ao efeito sinérgico entre seus metabdlitos (Ribeiro et al., 2006; Santiago et
al., 2018). O acido usnico, um dos principais compostos fendlicos e metabdlito
comum no género de liquens Cladonia, apresentou acdo larvicida contra Culex
pipiens L. (Cetin et al., 2008), efeito embriotoxico, retardando o crescimento e
desenvolvimento em coledptero Xyleborus fornicates (Sahib et al., 2008) e efeito
teratogénico ao reduzir o ganho de peso durante a gestacéo e reducdo do numero

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

Com relacdo ao controle populacional de caramujos vetores (hospedeiro
intermediario) e do agente infeccioso do parasita Schistosoma mansoni (cercarias),
extratos e compostos liquénicos tém apresentado resultados promissores. Em
concentracbes que apresentaram atividade moluscicida mostraram toxicidade
ambiental toleravel ou foram atoxicos. Auséncia de citotoxicidade em células
mononucleares de sangue periférico de humanos também pdde ser vista em alguns
trabalhos (Martins et al., 2017; Silva et al., 2019; 2020; 2021a; Araujo et al., 2019a,;
2021a,b). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda trés medidas
principais para interromper a transmissdao do Schistosoma spp: (1) tratamento
periddico e em larga escala com praziquantel (PZQ), unico medicamento disponivel;
(2) garantia do acesso a agua potavel e ao saneamento basico; e o (3) controle
populacional dos caramujos vetores (WHO, 2022). No entanto, com o aumento do

namero de casos de esquistossomose em areas endémicas ao longo dos anos, é
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possivel alertar que o tratamento periddico e em larga escala com PZQ e a auséncia
ou escassez de investimentos em saneamento basico torna o controle populacional
de caramujos vetores um estratégia prioritaria para reduzir a infeccdo por

Schistosoma spp (Moloo, 2020).

A Niclosamida (NCL) (Bayluscide®) é o Unico moluscicida, sintético
recomendado pela OMS como uma das estratégias de combate a esquistossomose
(WHO, 2017). Apesar da sua eficdcia, NCL possui alto custo de aplicacao,
instabilidade sob luz solar, bioacumulacdo, alta toxicidade para organismos nao
alvos (flora e fauna), causa irritabilidade na pele e mucosa de humanos, além de
existirem relatos de resisténcia e/ou tolerancia em cepas de caramujos (Oliveira-
Filho; Paumgartten, 2000; Chen et al, 2012, Coelho; Caldeira, 2016).
Recentemente, o programa Global Vector Control Response 2017-2030 (GVCR) da
OMS reforcou sua mensagem para moluscicidas mais seguros como parte das
estratégias necessarias para fortalecer o controle de vetores em todo mundo (WHO,

2017).

Aqui, exploramos pela primeira vez a toxicidade do extrato etéreo de C.
substellata sobre embrides (estagio de blastula, gastrula, trocéfora, véliger e hippo
stage) e adultos B. glabrata, seu efeito citotéxico e genotoxico sobre hemdcitos,
atividade sobre cercarias de S. mansoni e avaliacdo ecotoxicoldgica sobre o
bioindicador Artemia salina. Este estudo ampliard o escopo de aplicacdo do extrato
etéreo de C. substellata e fornecera uma nova alternativa no controle populacional

de caramujos vetores da esquistossomose mansonica.

2 Metodologia
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2.1 Coleta de Cladonia substellata

Amostras de C. substellata (Vainio, 1887) foram coletadas em solos arenosos
de Cerrado em fevereiro de 2019 na cidade de Mamanguape, Paraiba (Nordeste do
Brasil), as margens da Rodovia Federal BR-101, nas coordenadas 6°42'17.7"S
35°7'3.4 " W. O espécime foi depositado no Herbario Geraldo Mariz do
Departamento de Botanica da Universidade Federal de Pernambuco, Recife/PE,

Brasil, exsicata n° 85.216.
2.2 Preparacéo do extrato etéreo de Cladonia substellata

O extrato organico foi obtido por sistema de exaustdo a temperatura ambiente
(28 £ 2 °C) a partir de talos de liquen seco (100 g) com éter etilico (PA 99,5% PA
Isofar ®, Petropolis, Brasil). O material foi moido em almofariz e extraido com 100
mL de éter etilico (5x) sob agitacdo por 2 h, sendo entdo mantido a 4 °C por 24h.
Apés esse periodo, o material foi filtrado em papel filtro (Whatman n® 9) e
concentrado a secura em rota-evaporador (Flash  Evaporator-115V.
Buchlerinstrumentos. Fort Lee. NJ, EUA) acoplado a banho-maria (CT 246

CIENTEC) a temperatura de ebulicdo do solvente (40 °C) (Araujo et al., 2021b).
2.3 Cromatografia em camada delgada e cromatografia liquida de alta eficiéncia

Para analise por cromatografia em camada delgada (CCD), 0,1 mg do extrato
etéreo foi dissolvido em éter dietilico (0,5 mL), em seguida, 1 yL da solucéo foi
submetido a cromatografia ascendente em placas de silica Gel 60 Fasa+366 (Merck®,
Darmstadt, Alemanha) com 10 x 10 cm, sendo desenvolvidas nos sistemas de
solventes A (tolueno/dioxano/acido 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, S&do Paulo, Brasil), apés

51



146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

pulverizacdo de H>S0s a 10%, e aquecida a 50 °C por 30 min. As bandas
destacadas foram analisadas por reacdo de coloracdo e obtencdo de valores de
fator de retencéo (Rf), sendo posteriormente comparadas com as caracteristicas dos
padrbes. Para a determinacdo dos metabdlitos de liqguen presentes no extrato etéreo
de C. substellata, foi realizada cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
seguindo a metodologia descrita por Legaz e Vicente (1983), utilizando um
cromatégrafo Hitachi (655 A-11, Toquio, Japdo) acoplado a um detector de UV a 254
nm. Para a separacdo dos metabdlitos, foi utilizada uma coluna C-18 de fase reversa
MicroPack MCH-18, 300 x 4 mm, Berlim, Alemanha (Merk® KGaA, Darmstadt,
Alemanha). A fase movel foi composta por metanol/agua deionizada/acido acético
(80: 19.5: 0.5 viv/v) em sistema isocratico. Outros parametros analiticos foram os
seguintes: volume de injecdo de 20 mL, atenuacdo de 0,16, pressdo de 87 atm,
vazédo de 1,0 mL min~! em temperatura ambiente (28 + 3 °C). As amostras foram
injetadas na concentracdo de 1,0 mg mL™! diluida em éter dietilico (Merk® KGaA,

Darmstadt, Germany) (Araujo et al., 2019b).
2.4 Bioensaios
2.4.1 Obtencéo do B. glabrata

Caramujos adultos B. glabrata foram coletados no Municipio de Sdo Lourenco
da Mata, Pernambuco-Brasil, e mantidos por geracdes sucessivas no moluscario da
Area Académica de Medicina Tropical do Centro de Ciéncias Médicas da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife/PE, Brasil. Os caramujos séo
mantidos em tanques plasticos de 20 litros de agua filtrada e declorada, pH 7,0 e

temperatura de 25 + 3° C e alimentados diariamente com Lactuca sativa organica.

2.4.2 Ensaio de embriotoxicidade de B. glabrata
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O ensaio de embriotoxicidade foi realizado de acordo com estudos de Araujo
et al. (2018). Tiras de polietileno incolores (10x10cm) foram colocadas na superficie
da &gua do aquario para coleta das desovas dos caramujos adultos. As desovas
depositadas foram separadas com auxilio de microscopio estereoscépico (Wild M3B,
Heerbrugg, Suica) e analisadas de acordo com Kawano et al. (1992) sobre sua
viabilidade e estadio embrionario, identificados em blastula, gastrula, trocéfora,

véliger e hippo stage.

O extrato etéreo de C. substellata foi solubilizado em 0,5% de DMSO para
obtencao da solucdo mée e posteriormente diluida em concentracdes finais variando
de 1,0 - 5,0 pg/ml. Para cada concentracdo foram selecionados 100 embrides de
cada estadio evolutivo. Foram utilizados dois grupos controles negativos: C1
(embrides expostos apenas a agua filtrada declorada) e C2 (embriGes expostos a
0,5% de DMSO em agua filtrada declorada); além de um grupo controle positivo

formado por embrifes expostos a 1,0 pg/mL de NCL.

Todos os grupos foram expostos durante 24 h. Passado esse tempo 0s
embrides foram lavados com agua filtrada declorada, transferidos para placas limpas
contendo apenas agua filtrada declorada e avaliados com auxilio de um microscopio
(wWild M3B, Heerbrugg, Switzerland.) apdés 7 dias do inicio do desenvolvimento
embrionario (blastula), momento que ocorre a eclosdo dos caramujos jovens dos
grupos controles negativos. Posteriormente, a viabilidade dos embribes foi
classificada em positiva (eclosdo) ou negativa (morte ou malformacado). Dois
experimentos independentes e em triplicata foram realizados para cada estadio

embrionario.

2.4.3 Ensaio de toxicidade em B. glabrata adultos
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O ensaio de toxicidade de B. glabrata foi realizado de acordo com o método
recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude (1965). Adultos jovens de B.
glabrata (pigmentados com diametro da concha 13 + 1 mm) foram colocados em
recipientes individuais (180 mL de &gua filtrada declorada) e observados por 7 dias
consecutivos para verificacdo da maturidade sexual. Apds esse periodo, 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
concentragbes: 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0 pyg/mL. O experimento foi acompanhado de
dois grupos controles negativo, a saber: C1 (caramujos adultos expostos apenas a
agua filtrada declorada) e C2 (caramujos adultos expostos a 0,5% de DMSO em
agua filtrada declorada); além do grupo controle positivo de caramujos adultos
expostos a 1,0 pug/mL de NCL. Apos 24 h de ensaio todos os grupos foram lavados

em agua filtrada e declorada.

Posteriormente, os moluscos vivos foram transferidos individualmente para
recipientes com agua filtrada e declorada (180 mL), alimentados com Lactuca sativa
organica e monitorados diariamente por 7 dias. Os critérios de mortalidade foram:
retracdo da massa cefalopodal na concha, perda da hemolinfa, descoloracdo da cor
da concha e/ou auséncia de batimentos na cavidade pericardica. Dois experimentos

independentes foram realizados em triplicata.

Para avaliar os efeitos do extrato etéreo de C. substellata na fertilidade e
fecundidade de B. glabrata, foram coletadas desovas dos caramujos que
sobreviveram apos exposicdo as concentracdes de 1,0 - 3,0 ug/mL do extrato. Apos
24 h os embrides foram registrados por 7 dias consecutivos e analisados até eclosao

completa controles negativo (C1 - agua filtrada declorada; C2 - 0,5% de DMSO em
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agua filtrada). Os embrides foram quantificados e classificados em viaveis (normais)

e inviadveis (mortos e malformados).

2.4.4 Avaliacao citotoxica sobre hemacitos de B. glabrata

Caramujos (n = 20) foram expostos a concentragfes subletais do extrato
etéreo de C. substellata (1,0 - 2,5 ug/mL) por 24 h. Apés o tempo de exposicao ao
extrato, os caramujos foram transferidos para recipientes com agua filtrada
declorada (pH 7.0) por mais 24 h. O experimento foi acompanhado de dois controles
negativos (C1 - agua filtrada e declorada; C2 - 0,5% de DMSO em agua filtrada e
declorada). Dos caramujos que sobreviveram, foram selecionados aleatoriamente 5
individuos para coleta de hemolinfa e posterior analise morfoldgica e quantitativa dos

hemocitos.

A analise morfologica foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
Pavlica et al. (2000) e Siqueira et al. (2020). Amostras de 100 pl de hemolinfa foram
coletadas e depositadas em laminas de microscopia onde foram adicionados 100 pl
de EDTA (&cido etilenodiaminotetracético) diluido em solucéo de Ringer a 10 mM.
As laminas foram acondicionadas em camara umida por 30/40 min e ap0s esse
tempo as células foram fixadas com 200 pl de glutaraldeido em solucdo de Ringer a
1% (v/v) por 5 min. As laminas foram lavadas com solucdo de Ringer e coradas com
Giemsa a 5% por 7 min. Hemdcitos (n = 1000) foram analisados em quintuplicata

com a utilizacdo de microscopio 6ptico (Leica DM1000), com objetiva de 100x.

2.4.5 Ensaio cometa

O ensaio cometa foi realizado de acordo com o método descrito por Singh et
al. (1988), com modificacbes. Caramujos expostos ao extrato etéreo de C.

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

55



242

243

244

245

246

247

248

249

250

251

252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

262

263

264

265

266

(C1 - 4gua filtrada e declorada; C2 - 0,5% de DMSO em agua filtrada e declorada)
tiveram cada um, 100 pL de hemolinfa coletada e homogeneizada em agarose de
baixo ponto de fusdo (1:1). Imediatamente, o homogenato foi colocado em laminas
de microscopia previamente cobertas com uma camada de agarose de ponto de
fusdo normal (1,5%) dissolvida em PBS (pH 7,4), cobertas com laminulas e mantidas
a 4°C por 10 min. Apos a solidificagdo as laminulas foram removidas e as laminas
incubadas em solucéo 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 laminas foram
colocadas em uma cuba de eletroforese horizontal contendo uma solucado tampéao
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
laminas foram neutralizadas com tampéo Tris-HCI 0,4 M (pH 7,5) por 15 min, fixadas
com alcool absoluto por 10 min, secas em temperatura ambiente e armazenadas a

4°C para posterior analise.
2.4.5.1 Andlise de microscopia de fluorescéncia

As laminas foram analisadas em microscoépio de fluorescéncia (Nikon H550L)
com 0s seguintes parametros: ampliacdo de 400x, filtro de excitacdo: 450-490 nm,
filtro de emissédo: 500-550 nm e filtro barreira: 495 nm. Para coloracdo das laminas
foi utilizada uma solugao segura SYBR (Invitrogen) (50uL; 1:500) e o dano ao DNA
dos hemacitos foi avaliado visualmente de acordo com os parametros 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 extensao do dano. A categoria O indica que nao
ocorreu nenhum dano, enquanto as categorias 1 a 4 indicam niveis crescentes de

dano ao material genético. Para avaliar o grau de dano ao DNA, o indice de Danos
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(ID) e a Frequéncia de Danos (FD%) foram utilizados como parametros. O ID foi
calculado de acordo com a férmula: ID = 0 (ndmero de cometas categoria 0) + 1
(numero de cometas categoria 1) + 2 (nUmero de cometas categoria 2) + 3 (nUmero
de cometas categoria 3) + 4 (nUmero de cometas categoria 4) de cometas categoria
4). O FD% foi calculado como o valor percentual de todos 0os cometas com danos no
DNA (categoria 1 - 4) em relacdo ao numero total de cometas (categorias O - 4), de

acordo com a férmula:

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

Total number of comets

2.4.6 Ensaio de toxicidade com cercarias de S.mansoni

Cercarias de S. mansoni (Cepa-BH) foram obtidas de adultos de B. glabrata
(n = 30) previamente infectados em laboratério com miracidios (n = 6). Apds 35 dias
de infeccdo dos caramujos, a liberacdo das cercarias foi realizada através da
exposicao destes caramujos, submersos em 100 mL de agua filtrada e declorada, a
luz artificial (60W) por 2h, como descrito em trabalho anterior de Silva et al. (2018). A
estimativa de cercarias foi calculada com auxilio de estereomicroscoépio (Wild M3B,
Heerbrugg, Switzerland) e uma aliquota de 100 cercarias/mL foi transferida para um
recipiente de vidro céncavo (vidro reldégio) e exposta ao extrato etéreo de C.
substellata, solubilizado em 0,5% de DMSO, para concentrac@es finais de 10, 7,5,
5,0, 2,5 e 1,0 yg/mL. O experimento foi acompanhado de dois grupos controles
negativo, a saber: C1 (cercérias expostas apenas a agua filtrada declorada) e C2
(cercarias expostas a 0,5% de DMSO em agua filtrada declorada); além do grupo

controle positivo de cercarias expostas a 1,0 ug/mL de NCL.
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As cercarias foram avaliadas imediatamente apds contato com o extrato
etéreo de C. substellata (tempo Oh) e ap6s 15, 30, 60, 90 e 120 min de exposicao.
Os seguintes parametros foram usados para a avaliagdo cercaricida: letalidade de
100% das cercarias (+++); letalidade de mais de 50% das cercarias (++); letalidade
de menos de 50% das cercarias (+) e auséncia de letalidade (-). O bioensaio foi

realizado em triplicata.

2.4.7 Ecotoxicidade 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
agua do mar (pH 8,0) em aeracao constante a 25°C + 2 por 48 h. Ap0s a ecloséo, as
larvas foram separadas com o auxilio de um estereomicroscopio (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 concentracdes (1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 45 e 50
pg/mL) durante 24 h a 25°C + 2. Os grupos controles negativos (C1 - agua do mar e
C2 - 0,5% de DMSO em agua do mar) e controle positivo (1,0 ug/mL de NCL) foram
submetidos as mesmas condi¢cdes experimentais. Dois experimentos independentes
foram realizados em duplicata e a mortalidade e sobrevivéncia das larvas avaliadas

com auxilio de estereomicroscopio.
2.5 Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad Prism 5.0 (San
Diego, EUA). As diferencas entre os grupos foram avaliadas por analise de variancia
unilateral (ANOVA) seguida pelo pdés teste de Newman - Keuls. Valores de p < 0,05

foram considerados significativos. As concentracdes letais necesséarias para matar
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10% (CL1o), 50% (CLso) e 90% (CLgo) de B. glabrata (embriGes e adultos) e Artemia
salina foram calculadas pelo método probit por meio do programa StatPlus® 2009

(AnalystSoft, Canada).
3 Resultados
3.1 Andlise quimica do extrato etéreo de C. substellata

A andlise por cromatografia em camada delgada (CCD) revelou a presenca
dos &cidos estitico, nortistico e Usnico no extrato etéreo de C. substellata com fator
de retencédo (Rf) de 0,51, 0,61 e 0,84 respectivamente, semelhantes aos padrdes
destes acidos. Os dados da CCD foram confirmados nas analises por cromatografia
liquida de alta eficiencia (CLAE). A presenca do acido usnico como o principal
composto fendlico neste extrato com tempo de retencéo (RT) de 17,69 min chegou a
92,58%. Enquanto os demais acidos, o estitico e norstictic apresentaram RT de 3,19
e 4,60 com percentuais de 4,12% e 2,14% respectivamente. Ademais, 0,34%

corresponderam ao solvente e um pico nao identificado com percentual irrisorio.

3.2 O extrato etéreo de C. substellata tem efeito embriotéxico e teratogénico sobre
B. glabrata

A tabela 1 e a figura 1 (A - E) e exibem as concentracfes letais (LC), LCio,
LCso e LCg0) € 0 efeito embriotoxico, respectivamente, contra estadios evolutivos de
B. glabrata expostos ao extrato etéreo de C. substellata.

As CLsp para os estadios de blastula, gastrula, trocofora, véliger e hippo stage
foi de 1,59, 2,47, 3,39, 2,36 e 0,92 ug/mL (tabela 1). No estadio de blastula (Figura 1
A) mortalidade significativa (p < 0,05) é registrada na concentracao de 1,25 ug/mL e
guando expostos as concentracdes de 2,0, 2,5, e 3,0 g/mL a mortalidade foi de 75%,

96% e 100%, respectivamente. Em gastrula (Figura 1 B), mortalidade significativa foi
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registrada a partir 2,0 pyg/mL (p < 0,05), e para as concentracdes de 2,5 e 2,75
pMg/mL (p<0,01) a mortalidade foi de 48%; enquanto 3,0 e 3,5 pg/mL (p<0,001)
causaram 86% e 100% de mortalidade, respectivamente. Contra trocofora, (Figura 1
C) mortalidade superior a 50% € alcancada nas concentracdes de 3,0 3,5 e 4,0
Mg/mL; mortalidade superior a 99% é alcancada para 4,5 e 5,0 pg/mL (p < 0,001).
Concentracbes inferiores a 2,5 pug/mL nao apresentaram efeito embriotoxico
significativo contra véliger (Figura 1 D). No entanto, 2,5 yg/mL do extrato etéreo de
C. substellata foi capaz de causar 54,67% de mortalidade; enquanto 3,0, 3,5, 4,0
Mg/mL resultaram em 70,33%, 86,67% e 100% de mortalidade, respectivamente.
Com relacdo a hippo stage (Figura 1 E), as concentracdes de 0,75 — 3,0 pg/mL
causaram mortalidade variando de 39,0% até 100% (p < 0,001).

Durante todo o periodo de experimento, embrides do grupo controle negativo
(C2) expostos a solucdo com 0,5% de DMSO demonstraram desenvolvimento
semelhante aos embrides expostos apenas a agua declorada filtrada (C1) (Figura 2
A — E). A exposicdo a niclosamida (1,0 ug/mL) causou 100% mortalidade para todos
os estadios embrionarios (figure 2 F — J).

As alteracdes morfoldgicas da atividade embriotoxica do extrato etéreo de C.
substellata sobre B. glabrata sdo mostradas na Figura 2 (K — O). Entre os efeitos
toxicos e teratogénicos, observamos embries mortos (2), malformados (3) e com

atraso no desenvolvimento (4).

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

causando mortalidade e reduzindo a fecundidade

A figura 3 A e a tabela 1 mostram o efeito moluscicida e a concentracéo letal
(CL) sobre adultos B. glabrata expostos durante 24h (dia 1) ao extrato etéreo de C.

substellata. Neste intervalo de exposicdo, a concentracdo de 3,0 uyg/mL causou
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mortalidade de 100%, seguida das concentra¢des de 2,5, 2,0, 1,5 e 1,0 que resultam
em 80%, 40%, 10% e 0.0% de mortalidade, respectivamente. A CL1o, CLso € CLgo
sédo alcancadas em concentracbes de 1,59 ug/mL (1,51 - 1,66), 2,11 ug/mL (2,04 -
2,19) e 2,64 pg/mL (2,57 - 2,72), respectivamente. Os caramujos mortos ap0s a
exposi¢cao apresentaram estiramento e edema da massa cefalopode, aumento da
secrecdo de muco e liberagdo de hemolinfa. Os sobreviventes foram observados
guanto a sua mortalidade (figura 3 A, dia 2 - 8) e fecundidade (figura 3 B) durante
sete dias consecutivos apds exposicao ao extrato etéreo de C. substellata. Apos as
24h de exposicédo ndao houve mortalidade em nenhuma concentracgéo (figura 3 A). No
entanto, a exposicao ao extrato etéreo de C. substellata causou mudanca no padréo
de fecundidade dos caramujos sobreviventes, com reducdo no numero de
embrides/caramujo. Essa reducdo foi de 27,18, 41,98, 71,21 e 72,77% para as
concentragbes de 1,0, 1,5 2,0 e 2,5 ug/mL, respectivamente. Por outro lado,
nenhuma concentracao alterou a fertilidade dos embrides, uma vez que o namero de
embriées mortos/malformados por caramujo foi semelhante ao grupo controle

negativo (C1 e C2), com variacdo média de 16,65 + 4,12 embrides/caramujo.

3.4 Extrato etéreo de C. substellata causa alterac6es morfolégicas em hemécitos

Na avaliacdo morfolégica de hemdcitos de B. glabrata, dois tipos celulares
sdo encontrados, o primeiro sdo ceélulas com uma elevada relacdo
nucleo/citoplasma, citoplasma homogéneo e sem granulos (hialinécitos — figura 4 A).
O segundo séo células de maior tamanho com granulos citoplasméaticos, em formato
estrelado, expressando aderéncias e emissdo de pseuddpodes (granulécitos — figura
4 F). As frequéncias de hialinécitos foram de 962,3 + 21,31, 952,5 + 23,44, 923 +
55,92 e 898 * 8,83 para as concentracbes de 1,0, 1,5, 2,0 e 2,5 ug/mL,

respectivamente (figura 5 A). Com relacdo aos granuldcitos as médias foram de 52,5
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+ 22,55, 71,25 + 50,21, 77,0 £ 55,92, 102,0 + 8,832, nas concentragdes de 1,0, 1,5,
2,0 e 2,5 pg/mL, respectivamente (figura 5 A). No que se refere aos tipos celulares,
ndo houve diferenca estatistica entre as concentracdes avaliadas, nhem quando
comparadas aos grupos controles negativo (C1 e C2). No entanto, em todas as
concentracdes o extrato etéreo de C. substellata causou alteragdes morfologicas em
hemdcitos. A maior frequéncia de alteracdes foi para células com morfologia
indicativa de apoptose (Figura 4 G and H, figura 5 B), apresentando multiplos
vacuolos, citoplasma reduzido com contorno irregular, intensa condensacao da
cromatina e fragmentacao nuclear, com medias de 237,8 £+ 45,8, 278,2 + 45,7, 294,0
+ 70,2, 511,8 + 26,6/1000 hemocitos para as concentrages de 1,0, 1,5, 20 e 2,5
Mg/mL, respectivamente. Todos os grupos expostos a C. substellata foram
estatisticamente significativos (p<0,001) quando comparados aos controles negativo
(C1 e C2) para células com morfologia indicativa de apoptose. Em menor frequéncia,
visualizamos células vacuolizadas (figura 4 C), com binucleacéo (figura 4 B, D and I),

com micronucleo (figura 4 E), e nucleos em formato de rim (figura J).

3.5 Extrato etéreo de C. substellata causa danos ao DNA de hemodcitos de B.

glabrata

As alteracbes no DNA foram classificadas visualmente em cinco categorias
com base no comprimento da cauda do cometa, onde O indica auséncia, enquanto
as categorias 1, 2, 3 e 4 indicam dano baixo, médio, alto e completo,
respectivamente (Fig 6 A). Todas as concentracdes de C. substellata causaram
danos ao DNA em hemdcitos de B. glabrata de forma dose-dependente com
variacdo de 94,66 até 99,66% (Figura 6 B). Esses danos variaram de 1 - 3 nas
concentragfes de 1,0, 1,5 e 2,0 ug/mL. Adicionalmente, 2,5 ug/mL de C. substellata

causou danos niveis 3 e 4 em 33,33% e 16,0% do DNA dos hemdcitos,
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respectivamente (figura 6C). Aumento significativo (p<0,001) no indice de dano ao
DNA foi observado em todas as concentracfes do extrato de C. substellata quando
comparado ao controle negativo (C1 e C2) (figura 5 D), com aumentos de 107,57%,
110,09%, 164,63% e 207,06% para as concentracdes de 1,0, 1,5, 2,0 e 2,5 pg/mL,

respectivamente.

3.6 Extrato etéreo de C. substellata apresenta toxicidade contra cercarias de S.
mansoni

De acordo com a tabela 2, o extrato etéreo de C. substellata apresenta efeito
sobre cercéarias de S. mansoni de forma tempo e dose dependente. Apdés 15 min de
exposicao, alteragdes na motilidade foram observadas nas concentracdes a partir de
2,5 ug/mL. Neste intervalo de tempo, as cercéarias expostas as concentracoes de 2,5
e 5,0 pg/mL apresentaram movimentos reduzidos; adicionalmente, nas
concentracbes de 7,5 e 10 pg/mL as cercarias exibiam rotacdo intensa sobre o
mesmo eixo. Mortalidade maior que 50% foi registrada 30 min ap0s exposicdo na
concentragao de 10 pg/mL e esse mesmo percentual de mortalidade € causado pela
concentracdo de 2,5 uyg/mL ap6s 120 min. No ultimo intervalo de observacao,
letalidade total foi causada nas concentracbes de 5,0, 7,5 e 10 pg/mL; essas
cercarias apresentavam corpo cercariano com vacuolos e separado da cauda
(Figura 7 C). Nos grupos controles negativos (C1 e C2) as cercarias apresentaram
movimentos tipicos, corpo cercariano e cauda preservados e auséncia de
mortalidade durante todo experimento (Figura 7 A). Controle positivo (NCL) causou
100% mortalidade ap6s 15 min de exposicdo, as cercarias apresentavam retracao,

edema e granulos no corpo cercariano e cauda (Figura 7 B).

3.7 O extrato etéreo de C. substellata ndo exibiu toxicidade sobre Artemia salina
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De acordo com a figura 8, o extrato etéreo de C. substellata mostrou-se
atoxico sobre A. salina em todas as concentracbes aqui testadas, resultado

semelhante aos grupos controles negativo (C1 e C2).

4 Discusséo

Este estudo reporta pela primeira vez a toxicidade do extrato etéreo do liquen
C. substellata sobre diferentes estadios embrionarios e adultos B. glabrata, seu
efeito citotoxico e genotoxico sobre células hemocitarias, além da atividade sobre
cercarias de S. mansoni e avaliacdo ecotoxicolégica sobre o bioindicador Artemia
salina. Sabe-se que atividades biolégicas atribuidas a extratos liquénicos sé&o
resultados de efeitos aditivos, sinérgicos ou antagdnicos de seus constituintes. E
importante entender que os metabdlitos presentes no extrato, bem como suas
proporcdes, se relacionam ndo sO com resposta bioldgica exercida, mas também
com a descoberta de novos alvos biologicos. Além disto, compostos de extratos
podem resultar em melhor resposta bioldgica quando comparados aos seus
constituintes isolados em doses proporcionais (Williamson, 2001; Ma et al., 2009;
Carmona e Pereira, 2013; Niemeyer et al., 2013). O efeito sinérgico resultado da
interacdo de metabdlitos liquénicos aumenta a biodisponibilidade de substancias
bioativas com possivel reducéo nas doses/concentracdes empregadas, e assim uma
possivel reducdo da toxicidade e efeitos adversos (van Vuuren e Viljoen, 2011;
Santiago et al., 2018; ; Araujo et al., 2019b; Araujo et al., 2020a).

Em nosso estudo, as andlises cromatograficas (CCD e CLAE) revelaram que
a composicdo quimica do extrato etéreo C. substellata apresenta os acidos estitico
(4,12%) nortistico (2,14%) e usnico (92,58%), resultados que corroboram com os

estudos de Huovinen e Ahti (1986), Ribeiro et al. (2006) e Santiago et al. (2018). O
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acido usnico destaca-se como metabdlito majoritario nos géneros Cladonia, Usnea,
Lecanora, Ramalina, Parmelia e Evernia (Ingolfsdottir, 2002). Particularmente, em C.
substellata o acido Usnico representa 90% a 96,01% da sua composicao quimica,
enquanto os demais &cidos sao encontrados em menores percentuais (Huovinen e

Ahti, 1986; Pereira 1991; Ahti et al., 1993).

No presente estudo as concentraces do extrato etéreo de C. substellata para
alcancar letalidade em metade da populacdo de caramujos (CLsp) nos estadios de
blastula, gastrula, trocofora, véliger, hippo stage e adultos B. glabrata foram de 1,59,
2,47, 3,39, 2,36, 0,92 e 2,11 pg/mL (tabela 1), respectivamente. Com relacdo ao
potencial moluscicida de C. substellata, Araujo et al. (2018a) reportam efeitos toxicos
do acido usnico isolado desta mesma espécie sobre blastula, gastrula, trocofora,
véliger e adultos B. glabrata com CLso de 1,38, 3,47, 5,11, 2,93, e 2,12 pg/mL,
respectivamente. Em outro estudo, Martins et al., (2014) avaliaram a toxicidade do
usnato de potassio sintetizado a partir do acido usnico extraido de C. substellata
sobre blastula e adultos B. glabrata no qual as CLso para este estadio e individuos
adultos foram de 5,77 e 0,92ug/mL, respectivamente. Aqui, o extrato de C.
substellata mostrou atividade semelhante ao acido Usnico e ushato de potassio
sobre a fase de blastula. Por outro lado, o extrato de C. substellata alcancou LCso
em concentracdes inferiores para os demais estadios embrionarios. Frente a
caramujos adultos, o extrato de C. substellata alcancou LCso semelhante ao acido
asnico, mas foi inferior (2,11 pg/mL) quando comparado ao usnato de potassio (5,77

Mg/mL).

A atividade moluscicida, contra embrides e adultos de B. glabrata, e sobre
cercarias de S. mansoni do extrato etéreo do liguen Ramalina aspera e do acido

divaricético, molécula isolada deste liquen, foi demostrada por Silva et al. (2018;
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2019). Apd6s 24 h de exposicao, o extrato etéreo de R. aspera apresenta LCgo contra
blastula, géastrula, trocéfora, veliger e adultos nas concentracbes de 22,78, 24,23,
16,63 e 16,03 e 8,66 ug/mL, respectivamente. Enquanto, a CLgo do acido divaricatico
para os estadios embrionarios foi de 20 pg/mL e para adultos foi de 5,49 ug/mL.
Martins et al. (2017) demonstraram que o extrato etéreo de Cladia aggregata
exerceu efeito embriotéxico em 50 e 100 pg/mL e moluscicida em 20-25 pg/mL,
enquanto o acido barbatico, molécula isolada liquen, ndo exibe efeitos embriotoxicos
e a letalidade para adultos foi em concentracfes iguais as do extrato etéreo. Em
nosso estudo, a CLgo para os estadios embrionarios variou de 1,71 — 5,65 pg/mL e
caramujos adultos foi de 2,64 pg/mL (tabela 1), concentracbes dentro das
recomendas para novos candidatos moluscicidas, uma vez que, segundo a
Organizacdao Mundial da Saude (OMS, 1983), extratos brutos s&o potenciais
moluscicidas quando apresentam 90% de mortalidade (CLgo) sobre caramujos em

concentracgdes iguais ou inferiores a 100 yg mL (WHO, 1983).

Estudos relatam a eficacia de varios compostos ricos em fendis para o
controle de moluscos (Upadhyay and Singh, 2011; Araujo et al., 2018a; Faria et al.
2018; Silva et al., 2018). Ainda ndo se conhece 0 mecanismo de acdo do extrato
etéreo de C. substellata sobre embriées B. glabrata, mas seus constituintes fenélicos
poderiam ser responsaveis por causar toxicidade e efeito teratogénico através da
permeabilidade nas membranas e na massa gelatinosa que protege os embrides,
como sugerido por Araujo et al. (2018b). Embrides com atraso no desenvolvimento e
malformados foram alteracfes encontradas também em estudos que exploraram o
potencial moluscicida de extratos e moléculas isoladas de liquens (Araujo et al.,
2018a,b; Silva et al., 2019). Em ratas gestantes, o efeito teratogénico do acido

usnico de C. substellata durante o periodo de organogénese revela reducdo no

66



512

513

514

515

516

517

518

519

520

521

522

523

524

525

526

527

528

529

530

531

532

533

534

535

namero de fetos vidveis e do seu peso corporal, além de alteragbes morfologicas
como exposicao do globo ocular, atrofia dos membros e reducdo no namero de
megacariocitos hepatico (Silva et al., 2017). Neste sentido, acreditamos que o
extrato etéreo de C. substellata possa alterar o processo de gastrulacdo, que
resultou em atraso no desenvolvimento e malformagdo em embrides B. glabrata.
Este € um mecanismo importante para o controle populacional de caramujos com
importancia em saude publica, uma vez que segundo Oliveira-Filho et al. (2010),
Aratjo et al. (2021b), Batista et al. (2022) embries com atraso no desenvolvimento
e malformagdo raramente eclodem e/ou na maioria das vezes, morrem apos a

ecloséao.

A toxicidade do extrato etéreo de C. substellata sobre adultos B. glabrata
causou estiramento e edema da massa cefalopode, aumento da secrecdo de muco
e liberacdo de hemolinfa. Esses achados podem ser causados pela interrupcao do
equilibrio osmatico, resultando em danos tissulares e alteragfes fisiolégicas, como
reportado por Batista et al. (2022). Moluscicidas capazes de causar mudancas
morfolégicas sao importantes, pois podem reduzir a capacidade reprodutiva de B.
glabrata, consequentemente reduzindo a populacdo de caramujos, 0s riscos de
transmissao do S. mansoni e a prevaléncia da esquistossomose (Araujo et al., 2020;
Santos et al., 2020). Ademais, além de possuir ciclo embrionario curto, devido as
suas caracteristicas fisioldgicas (mondicas), B. glabrata durante a fase adulta
repovoa rapidamente os habitats aquaticos. Em apenas trés meses, um caramujo é
capaz de produzir cerca de 10 milhdes de descendentes (Coelho e Caldeira, 2016).
Em nosso estudo, ap6s 24h de exposicdo ao extrato etéreo de C. substellata os

caramujos sobreviventes foram avaliados durante 7 dias consecutivos e
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permaneceram vivos (figura 3 A), no entanto tiveram sua capacidade reprodutiva

afetada, uma vez que houve reducédo de ~70% de embrides/caramujo (figura 3 B).

O sistema imunolégico dos moluscos consiste em elementos celulares e
humorais. Os hemdcitos sdo componentes do sistema imunol6gico de moluscos,
como B. glabrata, e constituem a principal e imediata defesa celular contra agentes
quimicos, fisicos e/ou biolégicos, desempenhando diferentes papéis nas reacdes de
defesa do hospedeiro, incluindo fagocitose, encapsulamento e producao de espécies
reativas oxigénio, espécies reativas de nitrogénio e peptideo antimicrobiano (Wang
et al., 2017; Ibrahim et al., 2018; Melo et al., 2020). Assim, a avaliacdo quantitativa e
gualitativa de hemocitos é objeto de estudo para a busca de novos candidatos
moluscicidas, bem como para a elucidacédo de seus mecanismos de acao (Galloway
and Depledge, 2001; Ibrahim et al., 2018; Silva et al., 2019; Araujo et al., 2021b). No
presente estudo, B. glabrata expostos ao extrato etéreo de C. substellata
apresentaram semelhanca com o grupo controle (C1 e C2) na proporcdo de
hemdcitos hialindcitos e granuldcitos (figura 5 A). Por outro lado, o numero de
hemécitos com morfologia indicativa de apoptose foi significativamente maior
guando comparado aos grupos controle (C1 e C2), e o aumento ocorreu de forma
dose dependente (figura 5 B). Ersoz et al., (2017) ao explorar o extrato do lichen
Cladonia pocillumon reportaram aumento de apoptose em células MCF-7. Nossos
resultados corroboram com os estudos de Siqueira et al. (2020), ao estudar a
exposicado de adultos B. glabrata ao lodo de esgoto doméstico e de Araugjo et al.
(2021b) ao explorar a toxicidade do usnato de potassio sobre hemécitos de B.
glabrata. Em contra partida, Silva et al. (2019), ao avaliar o extrato etéreo do liquen
Ramalina aspera, observaram uma maior diversidade de alteracfes morfolégicas em

hemécitos de B. glabrata como, hemdcitos com microndcleo, binucleados e
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trinucleados, além de hemadcitos com apoptose celular em maior frequéncia. Ainda
com relacdo ao usnato de potdssio obtido do extrato etéreo de C. substellata,
estudos reportam uma possivel rota de acéo a partir dos elementos quimicos de sua
estrutura molecular (Ranke et al., 2004; Li et al., 2014). O usnato de potassio de C.
substellata possui dienos conjugados (heterociclicos), elemento catibnico e grupos
OH e metil, que em contato com a superficie celular se difundem através da
membrana, causando alteracdes em sua permeabilidade e metabolismo energético
por meio de distarbios na cadeia de transporte de elétrons, alterando assim a
bioquimica e a fisiologia da célula, responsavel pela apoptose celular e danos ao
DNA (Ingolfsdottir, 2002; Roberts e Costelo, 2003; Joseph et al., 2009; Araujo et al.,

2021).

Através do ensaio cometa, méetodo sensivel que avalia danos ao DNA, foi
possivel concluir que o extrato etéreo de C. substellata apresenta atividade
genotéxica sobre o DNA de hemdcitos de B. glabrata (figura 6). Assim como
sugerido por Araudjo et al. (2021b), acreditamos que os efeitos deletérios sobre os
hemécitos e os danos ao DNA possam estar correlacionados com a presenca
desses elementos quimicos, que, mesmo em baixas concentracdes, tornam-se
toxicos para B. glabrata, modificando a funcionalidade de organelas celulares e
componentes de grande importancia, como DNA nuclear e mitocondrial, além de
inibir certas enzimas envolvidas no processo de reparo do material genético,
causando danos irreversiveis e alteracdes conformacionais no DNA, ciclo celular e,
consequentemente apoptose celular. Danos ao DNA, via producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), como os radicais superoxido (O2), peréxido de

hidrogénio (H203>) e radical hidroxila ((OH), sé@o reportados como mecanismo de agao
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da atividade anticancerigena de extratos de liquens (Zambare e Christopher, 2012;

Studzinska-Sroka et al., 2021;Tripathi et al., 2022).

Estudos realizados com compostos e extratos naturais visam obter atividades
farmacoldgicas altamente seletivas sem efeitos toxicos indesejados.. Neste sentido,
Emsen and Kolukisa (2020) investigaram os efeitos citogenéticos e oxidativos de
extratos metandlicos e aquosos de Cladonia chlorophaea (Florke ex Sommerf.)
Sprengel, Dermatocarpon miniatum (L.) W. Mann and Parmelia saxatilis (L.) e
revelaram que os extratos de liguen ndo aumentaram o nivel de genotoxicidade na
cultura de linfocitos periféricos humanos. Resultados que corroboram com Silva et
al. (2021) que nao evidenciaram citotoxicidade em células mononucleares do

sangue periférico humano do acido divaricatico de Canoparmelia texana (Liquen).

Um moluscicida desejado além de apresentar acdo contra estadios
embrionarios e caramujos adultos deve apresentar acdo contra cercaria de
Schistosoma spp., fase evolutiva infecciosa, reduzindo assim o risco de infec¢do. O
extrato etéreo do liguen Ramalina aspera apresentou agdo contra cercarias de S.
mansoni, no qual apds 60 min de exposicdo a 20 ug/mL ocorreu 100% de
mortalidade, com ruptura do corpo cercariano da cauda (Silva et al., 2019). Este
ultimo evento também foi observado por Martins et al. (2017), que, além de alcancar
100% de mortalidade das cercarias a 100 ug/mL do acido barbatico do liquen Cladia
aggregata apés 15 min de exposicdo, as concentracfes subletais (0,25 - 10 pug/mL
resultaram em motilidade reduzida. A reducdo da motilidade e alteracdes
morfoldgicas de cercérias reduz seu potencial infeccioso, como reportado por Kiros
et al. (2014). Neste estudo, cercarias expostas a 18,7 yg/mL do extrato aquoso de
Glinus lotoides (Molluginaceae) causou alteragdes na motilidade e na morfologia das

cercarias, resultando na diminuicdo do potencial de penetracdo em camundongos,
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0S quais tiveram carga parasitaria reduzida em 91,2%. Esses achados corroboram
com nossos resultados, uma vez que, além da mortalidade, cercarias de S. mansoni
expostas ao extrato etéreo de C. substellata apresentaram reducdo na motilidade,
alterac6es morfoldgicas e ruptura do corpo cercariano da cauda de forma tempo e
dose-dependente (tabela 2 e figura 7C).

Através do ensaio de toxicidade ambiental utilizando A. salina é possivel
avaliar risco ambiental do etéreo de C. substellata. A. salina apresenta sensibilidade
a diversas substancias, o que o torna um 6timo bioindicador de toxicidade ambiental
(Cantanhede et al., 2010; Costa et al., 2015). O usnato de potassio e o acido usnico
de C. substellata apresentaram toxicidade frente a A. salina com CLso de 2,6 pug/mL
e 2,46 pg/mL, respectivamente (Martins et al., 2014; Araudjo et al., 2018a). Em
contrapartida, em nosso estudo, nenhuma concentracdo (1 - 5 yg/mL) do etéreo de
C. substellata apresentou toxicidade frente a A. salina (Figura 8). Bomfim et ai.
(2009) relataram LCso para o extrato de cloroformio de C. substellata a 8,6 pg/mL em
A. salina. Semelhante ao nosso resultado, os extratos etéreos dos liquens C.
aggregata e R. aspera e suas moléculas isoladas, BAR e acido divaricatico,
respectivamente, apresentaram concentracdes ambientalmente seguras (Martins et
al.,, 2017a; Silva et al., 2018; 2019 ). A fitotoxicidade dos extratos (entre eles o
etéreo) e do acido Usnico de C. substellata foi avaliada em Allium cepa L e néo foi
encontrado efeito inibitério significativo dos extratos sobre a germinacdo, enquanto
gue para o acido Usnico a inibicdo foi observada a partir da concentracdo de 290,6

mM (Yano-Melo et al., 1999).

5. Concluséao

Os resultados do presente estudo demonstram que o extrato etéreo de C.

substellata € um candidato a agente moluscicida, uma vez que mostrou ser efetivo
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no controle populacional de embrides e adultos de B. glabrata, hospedeiro
intermediario do S. mansoni. O extrato causou danos hemocitarios e genotéxicos em
caramujos adultos, apresentou acdo contra cercarias, fase infectante para o
hospedeiro definitivo, 0 homem, e foi atoxica contra bioindicador ambiental, fatores
imprescindiveis para interrup¢cdo do ciclo biolégico do S. mansoni e controle da

esquistossomose.
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Legendas das Figuras

Fig. 1. Toxicidade do extrato etéreo de C. substellata sobre estadios embrionarios de
B. glabrata. (A) blastula, (B) gastrula, (C) troctfora, (D) véliger e (E) hippo stage. C1
- Agua filtrada e declorada; C2 - DMSO 0,5% em é&gua filtrada e declorada; NCL
(Niclosamida) - 1,0 pg/mL. Nivel de significancia *p < 0,05, **p < 0,01 **p<0,001

guando comparado a C2.

Fig. 2. Estagios embrionarios de B. glabrata expostos a 0,5% de Dimetilsulfoxido
(DMSO) em 4agua filtrada e declorada (A-E, 40x), Niclosamida a 1ug/mL de (F-J,
40x) e extrato etéreo de C. Substellata em diferentes concentracbes (K - O, 40x).
Estadio de blastula em A, F e K; gastrula em B, G e L; trocéfora em C, H e M; véliger
em D, | e N; hippo stage E, J e O. 1 - embriées normais; 2 - mortos; 3 - malformado;

4 - atraso de desenvolvimento.

Fig. 3. Mortalidade e fecundidade de adultos B. glabrata. (A) Caramujos expostos ao
extrato etéreo de C. substellata durante 24 h e observados por 7 dias apés
exposicao; (B) média de fecundidade dos caramujos durante 7 dias apds exposicao
ao extrato etéreo de C. substellata. C1 - Agua filtrada e declorada; C2 - DMSO 0,5%
em agua filtrada e declorada; NCL - Niclosamida 1 pyg/mL. Concentracdes do extrato

em pg/mL.
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Fig. 4. Hemécitos de B. glabrata expostos ao extrato etéreo de C. substellata. (A)
Hemdcito hialindcito normal; (B) hemdcito hialindcito binucleado; (C) hemdcito
hialinécito com vacuolo; (D) hemécito hialindcito binucleado; (E) hemdcito hialindcito
com micronucleo; (F) hemdcito granuldcito normal; (G) hemdcito granulécito com
morfologia indicativa de apoptose; (H) hemdcito granulécito com morfologia
indicativa de apoptose e vacuolos; (I) hemdcito granuldcito com binucleacdo; (J)

hemdcito hialinécito com nucleo em forma de rim.

Fig. 5. Alteragcdes morfoldgicas e quantitativas de hemdcitos de B. glabrata expostos
ao extrato etéreo de C. substellata. (A) Média de hemdcitos granulécitos e
hialinécitos. (B) Frequéncia hemdcitos com morfologia indicativa de apoptose. C1 -
Agua filtrada e declorada. C2 - DMSO 0,5% em agua filtrada e declorada.
Resultados expressos em média e desvio padrédo (DP). Nivel de significancia ***p <

0,001 comparado ao controle negativo C2.

Fig. 6. Imagens do ensaio cometa obtidas de hemdcitos de B. glabrata, coradas com
Sybrsafe™ e danos no DNA apds exposigcao a diferentes concentragdes de extrato
etéreo de C. substellata. (A) Diferentes graus de dano, onde 0 indica ausénciae 1 a
4 indica dano crescente ao DNA; (B) frequéncia de dano (DF); (C) distribuicéo

percentual para cada nivel de dano por concentracdo em ug/mL; (D) indice de danos
(DI).

C1: agua filtrada e declorada; C2: DMSO 0,5% em agua filtrada e declorada. NCL.:
Niclosamida; Letalidade de 100% das cercérias (+++); letalidade superior a 50% das

cercérias (++); letalidade inferior a 50% das cercérias (+) e nenhuma letalidade (-).

Fig. 7. Cercérias de Schistosoma mansoni. (A) Cercarias expostas a DMSO a 0,5%
em agua filtrada declorada (C2); (B) cercérias expostas a Niclosamida (NCL) a 1.0
Mg/mL destacando retracdo, edema e granulos no corpo cercariano e cauda; (C)
cercarias expostas ao extrato etéreo de C. substellata a 5 yg/mL apdés 120 min,

destacando corpo cercariano com vacuolos e cauda separados.

Fig. 8. Toxicidade do extrato etéreo de C. substellata sobre o bioindicador A. salina
apos 24 h de exposicdo. C1 - Agua filtrada e declorada; C2 - DMSO 0,5% em agua

filtrada e declorada.
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Table 1. Lethal concentrations (LC) of ethereal extract of C. substellata (ug/mL)

after 24 h of exposure on embryos and adults of B. glabrata.

Experimental

groups

Lethal concentration (ug/mL)

LCio

LCso

LCo0

Blastula
Gastrula
Trocophore
Veliger
Hippo Stage

Adult snails

0.93 (0.91 - 0.95)
1.23 (1.20 - 1.26)
1.12 (1.06 - 1.18)
1.22 (1.19 - 1.25)
0.12 (0.15 - 0.15)
1.59 (1.51 - 1.66)

1.59 (1.57 - 1.61)
2.47 (2.45 - 2.50)
3.39 (3.33 - 3.45)
2.36 (2.33 - 2.39)
0.92 (0.89 - 0.94)
2.11 (2.04 - 2.19)

2.25 (2.24 - 2.27)
3.72 (3.69 - 3.74)
5.65 (5.59 - 5.71)
3.49 (3.46 - 3.52)
1.71 (1.69 - 1.74)
2.64 (2.57 - 2.72)

( ) 95% confidence interval.
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Table 2. Mortality of cercariae of S. mansoni exposed to ether

extract of Cladonia substellata

Experimental groups Exposure time

(ug/mL) 15min  30min  60min 120 min
Ci1 - - - -
Cc2 - - - -
NCL +++ +++ +++ +++
1.0 - - - -
25 ) ] ] ot
5.0 - - ++ +++
7.5 - - ++ +++
10 - ++ ++ +++

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 (-).
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6. CONCLUSAO

e A composi¢cdo quimica do extrato etéreo de C. substellata revelou a presenca
dos acidos estitico (4,12%), nortistico (2,14%) e Usnico (92,5%);

e O extrato etéreo de C. substellata mostrou atividade embriotoxica contra
todos os estadios embrionarios de B. glabrata (blastula, gastrula, trocofora,
véliger e hippo stage) apds 24 horas de exposicao;

e Caramujos adultos B. glabrata se mostraram suscetiveis ao extrato etéreo de
C. substellata apés 24 horas de exposicdo. Além disso, 0s caramujos
sobreviventes tiveram a capacidade reprodutiva afetada;

e O extrato etéreo de C. substellata causa alteragcbes morfoloégicas em
hemdcitos de B. glabrata, sobretudo com maior frequéncia de células com
morfologia indicativa de apoptose;

e O extrato etéreo de C. substellata causou danos ao DNA dos hemadcitos de B.
glabrata. Os danos encontrados variavam de 0-4;

e O extrato etéreo de C. substellata apresenta toxicidade contra cercarias de S.
mansoni;

e Nenhuma concentracdo avaliada do extrato etéreo de C. substellata exibiu
toxicidade sobre A. salina.
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