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RESUMO 

 

SANTOS, G. S. Avaliação da atividade moluscicida e cercaricidade da alga marinha 

Laurencia dendroidea (Rhodophyta, Ceramiales). 2020. 96. Dissertação (Mestrado em 

Biotecnologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 

2020. 

 

A esquistossomose, doença parasitária causada por helmintos trematódeos do gênero 

Schistosoma, afeta cerca de 258 milhões de pessoas no mundo todo; aproximadamente 650 

milhões estão sujeitas à infecção por viverem em áreas endêmicas. A Organização Mundial da 

Saúde (OMS) recomenda um controle integrado visando o tratamento de doentes e eliminação 

do hospedeiro intermediário (planorbídeos do gênero Biomphalaria) para a redução na 

transmissão da doença. Entretanto, a niclosamida é único composto sintético disponível 

comercialmente utilizado no controle do hospedeiro intermediário e o tratamento dos doentes 

se restringe a um único fármaco, o praziquantel. Desse modo, a busca por novos compostos 

moluscicidas e esquistossomicidas tem se intensificado como alternativa aos existentes. Neste 

trabalho, através do fracionamento biomonitorado de extratos de Laurencia dendroidea, foi 

isolado um composto ativo em embriões de Biomphalaria glabrata e cercárias de 

Schistosoma mansoni, em concentrações abaixo da recomendada pela OMS. Após 

caracterização por CG-EM e RMN, o composto ativo foi identificado como elatol. As 

atividades moluscicida e cercaricida do obtusol e iso-obtusol, análogos do elatol isolados de 

L. dendroidea em estudo anterior, foram comparativamente testadas. A toxicidade dos três 

compostos análogos foi testada em D. similis, onde todos foram considerados tóxicos. 

Derivados desses compostos estão em desenvolvimento, a fim de elucidar os mecanismos de 

ação e diminuir a toxicidade a organismos não alvo. Além disso, o presente estudo propôs-se 

a aperfeiçoar a metodologia de fracionamento biomonitorado ao adicionar metodologias 

aplicadas a estudos metabolômicos, denotando 20 regiões de tempos de retenção que 

apresentam compostos com atividade em potencial. 

 

Palavras-chave: esquistossomose, caramujo, terpenos, atividade biológica. 



0 
 

ABSTRACT 

 

SANTOS, G. S. Evaluation of the moluscicidal and cercaricidal activity from the marine 

algae Laurencia dendroidea (Rhodophyta, Ceramiales). 2020. 96. Masters thesis 

(Biotechnology) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 

2020. 

 

Schistosomiasis, a parasitic disease caused by helminth trematodes of the genus Schistosoma, 

affects about 258 million people worldwide; approximately 650 million are subject to 

infection because they live in endemic areas. The World Health Organization (WHO) 

recommends an integrated control aimed at the treatment of patients and elimination of the 

intermediate host (planorbidae of the genus Biomphalaria) for the reduction in the 

transmission of the disease. However, niclosamide is the only commercially available 

synthetic compound used in the control of the intermediate host and the treatment of the 

patients is restricted to a single drug, praziquantel. Thus, the search for new molluscicidal and 

schistosomicidal compounds has intensified as an alternative to existing ones. In this work 

through biomonitored fractioning of Laurencia dendroidea extracts, an active compound on 

Biomphalaria glabrata embryos and Schistosoma mansoni cercarie was isolated, on 

concentrations bellow that recommended by the WHO. After characterization by GC-MS and 

MNR, the compound was identified as elatol. The moluscidal and cercaricidal activities of 

obtusol and iso-obtusol, elatol analogous compounds, isolated from L. dendroidea on a 

previous study, were tested comparatively. The toxicity of the three analogous compounds 

was tested on D. similis, where all were considered toxic. Derivatives from these compounds 

are in development, to elucidate the mechanisms of action and lower the toxicity to non-target 

organisms. Furthermore, the present study proposed to improve the biomonitored fractioning 

methodology by adding metabolomics studies applied methodology, denoting twenty regions 

with retention times that present compounds with potential biological activity. 

 

Keywords: schistosomiasis, snail, terpenes, biological activity.
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1. INTRODUÇÃO 

  

1.1 ESQUISTOSSOMOSE MANSONI 

A esquistossomose mansoni, doença parasitária causada por vermes trematódeos 

digenéticos Schistosoma mansoni, é classificada pela Organização Mundial da Saúde (OMS) 

como uma doença tropical negligenciada (WHO, 2016). A patologia afeta países tropicais os 

quais possuem não só fatores climáticos favoráveis (CAMARGO, 2008), mas também forte 

componente de subdesenvolvimento, pobreza e negligência na saúde pública (BRUUN et al., 

2008). 

Atualmente, dos 78 países endêmicos em esquistossomose, 54 apresentam infecção 

por esquistossomose mansoni, estando esses localizados principalmente na África, Leste 

Mediterrâneo, regiões do Delta do Nilo e nas Américas (MS, 2016; WHO, 2016). Na 

América, Brasil, Venezuela, Suriname e Santa Lucia estão entre os países com alto índice de 

endemicidade, sendo os dois primeiros os que mais merecem atenção dos sistemas de saúde 

pública (PAHO, 2014).   

O Brasil é o país com maior área endêmica devido à migração de pessoas infectadas 

para áreas até então indenes em busca de melhores condições de vida, contribuindo para a 

dispersão da doença. Detectada pela primeira vez no estado da Bahia em 1908, hoje afeta 

cerca de 6 a 8 milhões de pessoas pelo país (Brasil. Ministério Da Saúde. Secretaria De 

Vigilância Em, 2014). Atualmente, os estados das regiões Nordeste e Sudeste são os mais 

afetados, compreendendo principalmente toda a faixa litorânea do sul do Espírito Santo até o 

Maranhão, e o interior de Minas Gerais e Bahia (MS, 2016).  A Figura 1 apresenta o mapa de 

distribuição da esquistossomose mansoni de acordo com a faixa de positividade no ano de 

2012.  
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Figura 1: Distribuição da esquistossomose mansoni, de acordo com a faixa de positividade, 

por município. Brasil, 2012. Fonte: Portal da Saúde/ Ministério da Saúde.  
 

A patologia se dá, principalmente, pela deposição dos ovos no fígado e outros órgãos 

e pela carga parasitária que impõe ao organismo uma resposta inflamatória. Assim sendo, 

muitas pessoas tendem a permanecer assintomáticas de acordo com a intensidade da infecção 

o que dificulta, também, a quantificação de indivíduos infectados. Os sintomas clínicos estão 

relacionados com a fase de desenvolvimento do parasita no organismo humano, 

caracterizando a doença em uma fase aguda, e posteriormente, em uma fase crônica. Na 

primeira, pode ocorrer dermatite cercariana, ocasionada pela penetração das cercárias na pele, 

além de febre, dor abdominal e cefaleia. Após seis meses de infecção, a doença é 

caracterizada em fase crônica, acometendo fígado e intestino (PORDEUS et al., 2008; 

VITORINO et al., 2012).  

 

1.1.1 Ciclo de vida 

O ciclo de vida do Schistosoma mansoni é complexo, envolvendo dois hospedeiros, 

um intermediário invertebrado e um definitivo vertebrado. Os vermes adultos desenvolvem-se 

principalmente nas veias mesentéricas, onde acontece a oviposição. De um terço à metade dos 

ovos atravessam a mucosa intestinal e acabam sendo eliminados com as fezes. Ao alcançar o 
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meio externo favorável, como lagoas, açudes ou represas de água parada, esses se rompem 

liberando os miracídios. Para continuar o ciclo, os miracídios penetram o tegumento do 

hospedeiro intermediário, moluscos planorbídeos do gênero Biomphalaria (item 1.1.1.1), 

onde, por meio de reprodução assexuada, tornam-se esporocistos e, por fim, darão origem às 

formas infectantes para o homem, as cercárias (Figura 2) (CDC, 2016).  

 

 

Figura 2: Fases de desenvolvimento do Schistosoma mansoni: A-ovo, B-miracídio, C-

cercaria, D-vermes adultos, fêmea no canal ginecóforo do macho para acasalamento 

(BRASIL, 2014). 

 

Essas, por sua vez, abandonam o molusco, ficando móveis em meio aquático até o 

contato com a pele do hospedeiro definitivo através da qual penetram ativamente. Ao 

adentrarem o corpo do homem, as cercárias transformam-se em esquistossômulos, ganham a 

circulação, dando origem às formas adultas do verme, que irão acasalar-se e, assim, reiniciar o 

ciclo (Figura 3) (REY, 1991).  
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Figura 3: Ciclo de vida do Schistosoma mansoni. Adaptado de: Centro de Controle e 

Prevenção de Doenças. Disponível em: 

http://www.cdc.gov/parasites/schistosomiasis/biology.html 
 

1.1.1.1 Hospedeiro intermediário 

Os hospedeiros intermediários do S. mansoni pertencem ao filo Mollusca, classe 

Gastropoda, subclasse Pulmonata, ordem Basommatophora, família Planorbidae e gênero 

Biomphalaria. Esses caramujos habitam sistemas hídricos de água doce com pouca ou 

nenhuma correnteza como represas, lagos, lagoas e afins (CARVALHO et al., 2008). Na 

América, as espécies B. glabrata, B. straminea e B. tenagophila são consideradas os 

principais vetores da esquistossomose mansoni (SANTOS et al., 2014).  No Brasil as três 

espécies estão presentes ao longo de todo o litoral, porém B. glabrata é considerada a espécie 

hospedeira intermediária mais importante de S. mansoni na América, onde sua distribuição 

está fortemente associada às áreas de endemia (Figura 4) (CARVALHO et al., 2008). 
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Figura 4: Distribuição espacial de B. glabrata no Brasil (CARVALHO; CALDEIRA, 2004) 

 

Os caramujos (Figura 5A) são hermafroditas e capazes de se reproduzirem por 

autofecundação e fecundação cruzada, característica que desempenha um papel fundamental 

no seu êxito biológico (REY, 2008). Os ovos são postos e envoltos por uma substância 

gelatinosa e uma cápsula, que conferem proteção aos embriões (Figura 5B). Em condições 

laboratoriais, a eclosão se dá normalmente por volta do sétimo dia após a postura, sendo o 

processo de desenvolvimento da espécie caracterizado por cinco estágios embrionários: 

blástula, gástrula, trocófora, véliger e hipoestádio (Figura 6) (BARBOSA, 1995). Após 30 

dias, em média, os indivíduos atingem a maturidade sexual, sendo que, ao longo de seu tempo 

de vida é capaz de produzir aproximadamente 10 milhões de descendentes (SOUZA; LIMA, 

1997). 
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Figura 5: Biomphalaria glabrata. A- adulto. B- desovas com 21 embriões: 1- cápsula, 2- 

embrião e 3-membrana do ovo. Foto: Ludmila Nakamura Rapado. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Estágios embrionários de Biomphalaria glabrata A- blástula, B- gástrula, C - 

trocófora, D- véliger e E- hipoestádio (pré-eclosão). Foto: Ludmila Nakamura Rapado 

 

Como são bem conhecidos e de fácil definição, os estádios embrionários de 

Biomphalaria podem servir como base para estudos de toxicidade. Efeitos teratogênicos são 

facilmente observados devido à transparência das cápsulas da desova e dos ovos e sua postura 

em monocamada, o que facilita a identificação dos efeitos de substâncias químicas 

(KAWANO, 1983; KAWANO; SIMÕES, 1987; KAWANO; OKAZAKI; RÉ, 1992; 

NAKANO et al., 2003; TALLARICO et al., 2004). 

 

1.2 HISTÓRICO DE CONTROLE 

A OMS, a partir da década de 50, passou a revisar os conhecimentos disponíveis 

sobre a esquistossomose e os fatores associados à sua epidemiologia, bem como o vetor de 
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transmissão, estabelecendo metas prioritárias que visavam desde o desenvolvimento de 

métodos diagnósticos até a descoberta de compostos eficazes, seguros e alvo-específicos 

(WHO, 1953). Na década seguinte, o combate ao molusco hospedeiro foi apontado como a 

medida mais efetiva no controle da esquistossomose (WHO, 1961). Contudo, o controle da 

enfermidade só ocorreria por completo com a melhoria das condições higiênicas da população 

residente em áreas contaminadas. 

Até a década de 70, a principal medida para o combate à esquistossomose ainda era a 

redução da população de moluscos utilizando-se os moluscicidas já disponíveis, trabalhando-

se nas técnicas de aplicação a fim de obterem-se melhores resultados a menores custos. Tal 

medida foi tomada devido à crítica à falta de padronização dos métodos de avaliação dos 

programas de controle até então implementados, além da ausência da área de comparação e a 

pouca duração do período de avaliação. O comitê não recomendava o desenvolvimento de 

novos esquistossomicidas, em função do alto custo das pesquisas clínicas e as exigências dos 

órgãos de saúde quanto à segurança dos produtos quimioterápicos. Reconhecia-se que o 

tratamento de indivíduos infectados conjuntamente com o controle dos moluscos tinha um 

impacto mais rápido sobre a incidência (WHO, 1973). 

A partir dos anos 80, o hospedeiro humano tornava-se o foco dos programas de 

controle, passando a ser empregado de forma mais significativa o uso de quimioterápicos. 

Devido ao maior investimento da indústria farmacêutica em fármacos e formulações mais 

eficazes e ao custo crescente dos produtos moluscicidas, a aplicação desses tornou-se 

secundária entre as medidas de controle da doença (WHO, 1980). Tal mudança fora possível 

devido aos resultados positivos no uso do praziquantel (Figura 7), substância desenvolvida 

pela Bayer ainda na década de 70, no tratamento de indivíduos infectados por qualquer 

espécie de Schistosoma (DAVIS et al., 1979; KATZ et al., 1979; ISHIZAKI, et al., 1979). 

Após a primeira patente em 1983 pela empresa coreana Shin Poong, houve aumento na 

competição pelo mercado, resultando em uma significativa redução de preço do fármaco, 

tornando-o mais acessível e facilitando sua distribuição aos países em maior necessidade 

(CIOLI, PICA-MATTOCCIA, 2003). Em função das possibilidades de ação da maioria dos 

países endêmicos, considerou-se o controle da morbidade como novo objetivo dos programas 

de controle da esquistossomose, prática que seguiu sendo adotada na década seguinte (WHO, 

1985; WHO, 1993). 

O controle do caramujo é realizado por meio da aplicação de moluscicida químico, 

sendo esse considerado ótimo quando atinge critérios como: eliminação de todas as fases do 

ciclo de vida do caramujo em baixas concentrações nas condições as quais vive o animal, 
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baixo custo, estabilidade durante o armazenamento em temperaturas tropicais, fácil transporte 

e aplicação, ação letal seletiva, ausência de riscos ao homem, animais domésticos, peixes e 

plantas, não sofrer decomposição na água e estabilidade no solo (PAULINI, 1965; WHO, 

1961, 1965, 1985).  

 

 

Peso molecular: 312,4 g.mol
-1

 

Nome químico: (RS)-2-(ciclohexilcarbonil) -1,2,3,6,7,11β-

hexahidro-4H-pirazino (2,1-α) isoquinolina-4-ona 

Fórmula química: C19H24N2O2 

Registro CAS: 55268-74-1 

Figura 7: Descrição química e molecular do praziquantel. 

 

O Esquema de Avaliação de Pesticidas da Organização Mundial de Saúde 

(EAPOMS) recomenda o uso da niclosamida (2’,5-dicloro-4’-nitrosalicilanilida), produto 

desenvolvido para o controle de moluscos de água doce, em concentrações emulsificáveis e 

pó solúvel, cujas especificações estão disponíveis pela OMS. Outros moluscicidas, derivados 

da niclosamida, estão presentes no mercado como a niclosamida etanolamina 4% (pó seco), 

5% formação granular, e 50% pó solúvel, além do metaldeído 1% acrescido de niclosamida-

olamina 25% em concentrado de suspensão, porém, ainda necessitam passar por avaliação do 

EAPOMS (WHO, 2017). Atualmente, a estratégia para a redução na transmissão da 

esquistossomose visa o tratamento de doentes, medidas de educação em saúde, mobilização 

comunitária e saneamento, e controle biológico do hospedeiro intermediário através da 

utilização destes agentes químicos (WHO, 2017).  

Contudo, a niclosamida (Figura 8) é o único moluscicida recomendado pela OMS, 

por ser menos danoso ao meio ambiente e mais efetivo comparado a outras substâncias 

sintéticas (ROCHA et al., 2013; AMARAL et al., 2014). Entretanto, o uso deste moluscicida 

sintético tem sido contestado pelos ambientalistas em relação a três fatores: baixa seletividade 



22 
 

(apresenta ação ictiotóxica), custo elevado e potencial desenvolvimento de resistência dos 

caramujos (CANTANHEDE et al., 2010).  

 

 

Peso molecular: 327,12 g.mol
-1

 

Nome químico: 2’5-dicloro-4’nitro-salicilanilida 

Fórmula química: C13H8C12N2O4 

Registro CAS: 50-65-7 

Figura 8: Descrição química e molecular da niclosamida. 
 

Já o tratamento quimioterápico da esquistossomose mansônica propriamente dita é 

feito pela utilização de dois fármacos: oxaminiquina e praziquantel. Ambos os medicamentos 

apresentam limitações em suas atividades biológicas, como baixa eficácia no tratamento da 

doença na fase aguda, baixa atividade sobre o verme na forma imatura, além da possibilidade 

de induzir resistência ou tolerância (PORDEUS et al., 2008; SILVA et al., 2012). Apesar do 

controle da esquistossomose por meio do tratamento dos doentes não impedir a reinfecção, ele 

é eficaz por garantir redução da morbidade e da transmissão (ARAÚJO, 2010).  

Mundialmente, há um consenso sobre a importância da preservação da 

biodiversidade. Espécies de moluscos estão em risco em determinadas regiões e, mesmo o 

controle de suas populações sendo uma importante intervenção no controle da 

esquistossomose, a aplicação de moluscicidas deve levar em consideração o impacto em 

organismos não alvo no ecossistema aquático. Considerada segura para animais associados a 

práticas pecuárias e aviárias, a niclosamida apresenta toxicidade a anfíbios, peixes e plantas 

aquáticas. Sua aplicação deve ser precedida de um reconhecimento ambiental e social da área 

de aplicação, a fim de monitorar qualquer possível impacto (WHO, 2017). Dessa forma, se 

faz necessário o desenvolvimento de moluscicidas de origem natural, não tóxicos ao meio 

ambiente e efetivos no combate ao molusco vetor (SILVA et al., 2019).  
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1.3 POTENCIAIS ALTERNATIVAS 

Outra forma de interromper o ciclo de vida da esquistossomose, além do controle dos 

moluscos hospedeiros, é através da eliminação da cercária, forma larval do parasita em meio 

aquático. A procura por efeitos cercaricidas em moluscicidas é relevante para o controle da 

esquistossomose, uma vez que a eficiência deste é potencializada ao apresentar toxicidade à 

forma livre de transmissão do parasita (MARSTON; HOSTETTMANN, 1991). Considerando 

isso, há demanda pelo uso de moluscicidas e cercaricidas que sejam cada vez mais 

seletivamente ativos, biodegradáveis, de baixo custo e prontamente disponíveis nas áreas 

afetadas. O alto custo de compostos sintéticos juntamente com a preocupação da possível 

resistência dos caramujos a esses compostos, além da sua toxicidade em organismos não-alvo, 

deram foco às pesquisas de moluscicidas e cercaricidas de origem vegetal 

(HOSTETTMANN, 1978). Como resultado da constante exposição a microrganismos 

patogênicos, insetos, herbívoros e outros predadores, plantas desenvolveram eficientes 

mecanismos de defesa, o que fica evidente devido às suas atividades inseticida (PAVELA, 

2007), piscicida (BOSSARD, 1993), medicinal (JUNG et al., 2004), entre outras. Além disso, 

regiões tropicais e subtropicais, onde a esquistossomose é endêmica, apresentam uma vasta 

gama de espécies que podem ser potenciais candidatas no controle dos moluscos vetores. 

Até a década presente, diversos estudos têm demostrado atividade moluscicida e 

larvicida de extratos de plantas. Todos seguem as especificações da OMS, que define o 

moluscicida como viável se a atividade tóxica em caramujos for detectada quando aplicadas 

concentrações iguais ou inferiores a 20 µg.mL
-1

 do composto isolado e menor ou igual a 100 

µg.mL
-1

 para o extrato bruto (WHO, 1961, 1965, 1985).   

Dos Santos et al. (2007) demonstraram atividade cercaricida de extratos da planta 

Euphorbia conspicua em concentrações de 100 µg.mL
-1

, a mesma atividade pode ser 

observada no trabalho de Vinaud et al. (2005), onde extratos de plantas Stryphnodendron 

polyphyllum e S. adstringens induziram mortalidade de cercárias de S. mansoni. A atividade 

biológica dos extratos de folhas, frutos maduros e frutos imaturos de Solanum nigrum var. 

villosum em indivíduos adultos de Galba truncatula foi identificada por Hammami et al 

(2011). Rapado et al. (2011) avaliaram o efeito de 15 espécies de Piperaceae em B. glabrata, 

e observaram que, dentre os extratos testados, 5 espécies foram ativas em concentrações 

inferiores a 100 µg.mL
-1

. Ukwandu et al (2011) apresentaram resultados de atividade 

moluscicida em B. pfeifferi de extratos de frutos secos de Piper guineese. Rocha et al (2013) 

observaram efeito tóxico em B. glabrata expostos aos extratos de folhas e raízes de Annona 

muricata e Jatropha elliptica. Santos et al (2014) reportaram a mortalidade total de 
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indivíduos adultos de B. glabrata expostos a frações em clorofórmio e em acetato de etila do 

extrato de casca de Schinopsis brasiliensis. A atividade moluscicida nos quatro estádios 

embrionários e indivíduos adultos, a atividade sobre a fecundidade dos moluscos e atividade 

cercaricida do extrato em éter de R. aspera foi reportada por Silva et al (2019). 

Outros estudos investigaram compostos presentes nos extratos que poderiam ser 

responsáveis pela atividade moluscicida de tais plantas. Hostettmann (1980) identificou 

quatro diferentes saponinas com atividade moluscicida em extrato metanólico de frutos de 

Hedera helix L. Bezzera et al (2002) demonstraram a atividade moluscicida em indivíduos 

adultos de B. glabrata ao expô-los a extratos de folhas e casca de Stryphnodendron 

adstringensis, Stryphnodendron polyphyllum, Caryocar brasiliensis, Eugenia dysenterica, 

constituídos principalmente de taninos condensados e flavonoides, mas também apresentando 

terpenos e ácidos fenólicos. Compostos isolados da planta Millettia thonningii mostraram 

ação cercaricida e esquistossomicida nos estudos de Lyddiard et al (2002). A atividade de sais 

de naftoquinonas sobre indivíduos adultos e desovas de B. glabrata e sobre cercarias de S. 

mansoni foi reportada por Lima et al (2002). Outras quatro saponinas obtidas de extrato 

metanólico de frutos de Tetrapleura tetraptera por Aladesanmi (2007) também demostraram 

atividade em embriões de B. glabrata, além de atividade em miracídios e cercarias de S. 

mansoni. Rapado (2012) observou a mortalidade de diferentes estádios de desovas de B. 

glabrata, além de alteração no padrão de movimento das cercárias, quando essas expostas à 

piplartina.  

Contudo, mesmo com as pesquisas em busca de um composto de origem vegetal e de 

impacto ambiental menor que o causado pela niclosamida, até o presente momento, não há 

uma substância que possa ser considerada um produto eficaz. Obter um composto com 

atividade específica em caramujo/cercária apresenta-se como uma das maiores dificuldades 

em substâncias ativas extraídas de plantas, uma vez que as saponinas, mesmo em pequenas 

concentrações, também apresentam toxicidade a outros organismos do meio aquático. Além 

disso, compostos, como taninos, que apresentam baixa toxicidade a esses organismos, 

possuem baixo efeito moluscicida (COSTA; MORS, 1981; HOSTETTMAN; MARSTON, 

1987).   

 

1.3.1 Algas marinhas 

O ambiente marinho apresenta uma riqueza de espécies capazes de produzir 

inúmeras estruturas químicas com potencial para descoberta de novos fármacos (MACHADO 

et al., 2010). Neste contexto, as algas estão entre os principais produtores de metabólitos 
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secundários no ecossistema marinho, sendo sua principal aplicação comercial, na extração de 

ficocolóides, ácidos graxos, esteróis, carotenoides, lectinas, micosporinas, compostos 

halogenados e policetídeos. Em regiões tropicais, a diversidade de espécies marinhas é 

comparável àquela presente nas florestas tropicais. Contudo, estudos em relação a atividades 

biológicas de espécies algais ainda são escassos quando comparados aos de espécies de 

plantas terrestres (MOLINSKI et al., 2009; GUIRY, 2018).  

As algas marinhas podem ser classificadas em três grandes grupos: Chlorophyta ou 

algas verdes; Rhodophyta ou algas vermelhas; e Ochrophyta, que compreende o grupo das 

algas pardas (GUIRY, 2018). Todos os grupos apresentam espécies capazes de produzir 

metabólitos com diversas atividades biológicas descritas na literatura (NAGAYAMA et al., 

2002; HEO et al., 2005; ATHUKORALA et al., 2007; DEMIREL et al., 2009; HEO et al., 

2010), entre elas: antiviral (PEREIRA et al., 2004; KARADENIZ et al., 2014), antibacteriana 

(BURKHOLDER; BURKHOLDER; ALMODÓVAR, 1960; NAIR; KALARIYA; 

CHANDA, 2005; SUJATHA; SIVA; NAWAS, 2018), antifúngica (STIRK; REINECKE; 

VAN STADEN, 2007; FENG et al., 2015), anticoagulante (ALBUQUERQUE et al., 2004; 

FAGGIO et al., 2016), anti-inflamatória (YOON et al., 2009; ITOH et al., 2014), 

leishmanicida (PELEGRIN et al., 2008) e moluscicida (MIYASATO et al., 2012).  

Ensaios preliminares de atividade biológica realizados em nosso laboratório 

demonstraram atividade moluscicida de três espécies do filo Ochrophyta, em embriões de B. 

glabrata expostos a 100 mg.L
-1

 de extratos brutos e de uma espécie com atividade 

esquistossomicida. As espécies Padina tetrastomatica e Canistrocarpus cervicornis 

induziram 100% de mortalidade de embriões em estádio blástula; o mesmo resultado foi 

obtido ao expor os embriões aos extratos de Dictyota mertensii e Dictyota ciliolata, o qual 

ainda apresentou atividade letal de 100% em vermes adultos (dados não publicados). Stein et 

al. (2015) e Andreguetti (2015) observaram mortalidade de vermes adultos Schistosoma 

mansoni expostos a extratos de D. dichotoma, D. menstrualis e D. mertensii em 

concentrações de  100 ug.mL
-1

, ensaios os quais também foram realizados em nosso 

laboratório. 

Também fora demonstrada a atividade moluscicida de extratos de 14 espécies do filo 

Rhodophyta na concentração de 100 mg.L
-1

, além da atividade esquistossomicida de seis 

espécies com ensaio realizado na mesma concentração . Embriões de B. glabrata em estádio 

blástula expostos a extratos de Palisada flagellifera, Amphiroa fragilissima, Jania rubens, 

Dichotomaria marginata, Tricleocarpa cylindrica, Cryptonemia crenulata, Cryptonemia 

seminervis e Solieria filiformis apresentaram mortalidade de 100%. O extrato de Porphyra 
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spiralis induziu 100% de mortalidade em vermes adultos. Os extratos testados mais 

promissores, que apresentaram atividade letal em todos os modelos testados, tanto vermes 

quanto caramujos (embriões em estádio blástula e véliger), foram os extratos de Ochtodes 

secundiramea, Laurencia aldingensis, Laurencia catarinenses, Laurencia dendroidea e 

Laurenciella sp (dados não publicados). 

Dessa forma, espécies de Laurencia apresentam-se entre as mais promissoras na 

procura por compostos com atividade moluscicida e esquistossomicida entre as espécies 

previamente testadas em nosso laboratório, uma vez que seus extratos apresentaram os 

melhores resultados de atividade biocida.  A grande gama de compostos presentes com 

diferentes atividades biológicas já reportados na literatura torna as espécies de Laurencia um 

alvo de vasto potencial na obtenção de um novo composto a ser utilizado no controle e/ou 

tratamento da esquistossomose mansoni.  

 

1.3.1.1 Gênero Laurencia 

 As algas vermelhas do gênero Laurencia se apresentam amplamente distribuídas em 

águas tropicais dos oceanos Atlântico, Pacífico e Índico, e apresentam 138 espécies 

taxonomicamente aceitas (GUIRY, 2020). No Brasil, sua distribuição litorânea compreende 

os estados de Santa Catarina à Bahia (TAYLOR, 1960; OLIVEIRA-FILHO, 1977; FUJII et 

al., 2006; CREED et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2013). Atualmente, existem muitos estudos 

com compostos químicos encontrados em espécies de Laurencia demonstrando atividade 

antioxidante (ANGGADIREDJA et al., 1997), antiviral (SOARES et al., 2012), 

antibacteriana (VAIRAPPAN, 2003), antifúngica (PERES et al., 2012), anticoagulante 

(SHANMUGAM E MODY, 2000; LEE et al., 2008).  

Extratos produzidos a partir de espécies de Laurencia apresentam um grande número 

e variedade de estruturas carbônicas. Algumas dessas estruturas diferem das sintetizadas por 

organismos vegetais terrestres em função da sua halogenação, capacidade de espécies 

marinhas de utilizar ions como cloro e bromo, presentes no mar, para a síntese de metabólitos 

secundários (CABRITA; VALE; RAUTER, 2010).  

Dentre os metabólitos secundários produzidos por espécies de Laurencia, estão 

presentes terpenos, inclusive halogenados, e acetogeninas (Figura 9A), classes químicas de 

grande importância devido aos seus potenciais bioativos (BARBOSA et al., 2004; 

KOLESNIKOVA et al., 2006; DOS SANTOS et al., 2013). De acordo com o grau de 

conjugação define-se o tipo de terpeno: sesquiterpenos (n = 3) (Figura 9B), diterpenos (n =4) 

(Figura 9C), triterpenos (n = 6) (Figura 9D), carotenoide (n = 8), os quais são derivados do 
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isopreno (C5H8)n (MARTÍN & DARIAS, 1978; COLL et al., 1989; WRIGHT et al., 1991; 

WRIGHT et al., 1993; PEREIRA & TEIXEIRA, 1999; FUJII et al., 2011). Contudo, os 

diterpenos e triterpenos apresentam poucos exemplos conhecidos no gênero Laurencia, sendo 

os sesquiterpenos a classe de compostos mais abundante nessas espécies (LHULLIER, 2009). 

 

 

A)10-acetoxi-6-cloro-9,12-dibromo-lausitan-3-eno-1-ino (acetogenina) 

 

 

B)Elatol (sesquiterpeno halogenado) 

 

 

C)Coronona (diterpeno) 

 

D)Dehidrovenustatriol (triterpeno) 

Figura 9: Exemplos de diferentes classes de metabólitos produzidos pelas espécies do gênero 

Laurencia. Modificado de: WANKE, 2014.  
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1.3.1.1.1 Laurencia dendroidea 

Dentre as espécies de Laurencia capazes de sintetizar acetogeninas e terpenos 

halogenados, destaca-se a Laurencia dendroidea (Figura 10), amplamente estudada no 

território brasileiro devido à sua distribuição por toda a costa, pela grande variação em sua 

caracterização taxonômica e por sua riqueza de metabólitos secundários (CASSANO et al., 

2012).  

 

 

Figura 10: Exemplar da amostra da espécie Laurencia dendroidea no habitat natural na Praia 

dos Castelhanos, litoral do Espírito Santo (A). Aspecto geral do talo (B). Detalhe do ramo 

(C). Fotos: Erika Mattos Stein (STEIN, 2015). 

 

Erroneamente descrita como Focus obtusus (Hudson) em 1778, apenas anos depois, 

com os avanços em ferramentas moleculares, fora incorporada ao gênero Laurencia. O que se 

justifica pela grande plasticidade fenotípica, possivelmente devido à sua característica 

cosmopolita, dificultando a caracterização de diversas amostras em diferentes regiões como 

organismos da mesma espécie. 

Fenotipicamente, a Laurencia dendroidea se apresenta como uma alga marinha de 

cor esverdeada nos ramos principais e mais arroxeada/avermelhada nos ramos derivados. 

Varia de 4 a 20 cm de altura. Talos de consistência cartilaginosa flácida. Os eixos principais 

possuem de 925 a 2750 µm de diâmetro em sua porção mediana do talo. Eixos cilíndricos 

com ramificação variando de uniformemente densa desde a base de planta a esparsa 

(CASSANO, 2009). 

Dessa espécie de Laurencia, foram isolados diversos sesquiterpenos como obtusol, 

cartilagenol, obtusano (MACHADO et al., 2011). Dentre tais sesquiterpenos, destaca-se o 

elatol, composto já característico da espécie, pois pode ser isolado em grandes quantidades, 

com atividades diversas reportadas na literatura, como: anti-herbivoria (PEREIRA et al., 

2003), anti-incrustante (DA GAMA et al., 2002), citotóxica (DIAS et al., 2005), anti-
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microbiana (VAIRAPPAN, 2003), larvicida (BIANCO et al., 2013), e de maiores interesses 

para esse estudo, anti-helmintica (DAVYT et al., 2001) e tripanossomicida (VEIGA-

SANTOS et al., 2010). 

 

1.4 IDENTIFICAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE COMPOSTOS COM ATIVIDADE 

MOLUSCICIDA E CERCARICIDA EM Laurencia dendroidea 

 

1.4.1 Métodos para identificação de compostos com atividade moluscicida e 

cercaricida 

Tendo-se conhecimento da composição química e da presença de compostos 

bioativos do extrato bruto da espécie que teve sua atividade moluscicida e/ou cercaricida 

detectada, pode-se iniciar a busca por substâncias que conferem tal atividade a partir dos 

compostos cujas outras atividades biológicas já tenham sido descritas. Essa metodologia 

auxilia na seleção de compostos a serem estudados, bem como na identificação de classes de 

compostos ativos (RAPADO, 2012). 

Pode-se, também, empregar o fracionamento cromatográfico biomonitorado do 

extrato bruto, avaliando-se a atividade moluscicida e/ou cercaricida e, adicionalmente, a 

composição química de cada fração obtida. Usualmente, técnicas de cromatografia líquida de 

alta eficiência (CLAE) e ressonância magnética nuclear (RMN) são empregadas para obter-se 

tais perfis. Os dados obtidos no biomonitoramento são o guia para quais frações devem ser 

sub-fracionadas até que um composto isolado seja obtido (FALKENBERG; SANTOS; 

SIMÕES, 2007). 

Fracionamentos biomonitorados geram uma grande quantidade de informação, por 

vezes subutilizada. Para auxiliar na busca de compostos com a atividade desejada e utilizar ao 

máximo os dados obtidos, faz-se uso de ferramentas de metabolômica. A metabolômica é uma 

emergente e valiosa ferramenta para estudar o fenótipo e as alterações nele causadas por 

influências ambientais, doenças ou modificações genotípicas (FIEHN, 2002). Essa não é uma 

tarefa simples, uma vez que metabolomas representam um vasto número de componentes que 

pertencem a uma gama de classes de compostos, como amino-ácidos, lipídios, ácidos 

orgânicos, nucleotídeos, etc. Tais compostos são muito diversos em suas propriedades físico-

químicas e ocorrem em diversas concentrações, tornando sua avaliação conjunta praticamente 

impossível (DETTMER; ARONOV; HAMMOCK, 2006). Todavia, é uma ferramenta cada 

vez mais aplicada, principalmente para elucidar o perfil metabólico de organismos vegetais 

em busca de candidatos a fármacos (CRAGIE; MACKINNON; WALTER, 2007; WANG; 
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JÓNSDÓTTIR; ÓLAFSDÓTTIR, 2009; PIERRE et al., 2011; RAPADO, 2012; YULIANA 

et al., 2013). 

Atualmente, duas técnicas complementares são utilizadas para investigação 

metabolômica: perfil metabólico e padrão metabólico. O padrão metabólico é uma abordagem 

global e imparcial de triagem para classificar amostras com base em padrões de metabólitos 

ou fingerprints que mudam em resposta a doenças, perturbações ambientais ou genéticas com 

o objetivo final de identificar metabólitos discriminantes. Já o perfil metabólico é definido 

como a análise quantitativa de um conjunto de metabólitos em uma rota bioquímica 

selecionada ou em uma classe específica de compostos, podendo ter um alvo ou não 

(DETTMER; ARONOV; HAMMOCK, 2006).  

Os resultados do perfil metabólico são quantitativos e, idealmente, independentes da 

tecnologia usada para aquisição de dados. Consequentemente, os dados podem ser usados 

para criar bancos de dados que podem ser integrados com mapas de rotas bioquímicas ou 

outros dados de "ômicas", incrementando a compreensão biológica. Embora os dados 

quantitativos dos metabolitos de diferentes organismos modelo sejam abundantes na 

literatura, sua integração em bancos de dados globais ainda é baixa (DETTMER; ARONOV; 

HAMMOCK, 2006). O que é especialmente verdade para as espécies de algas marinhas, cujas 

bibliotecas de metabólitos carecem de informação (JAMERS; BLUST; DE COEN, 2009). 

Uma das formas mais empregadas de determinar o perfil metabólico é a 

metabolômica por espectrometria de massa, a qual oferece análises quantitativas com alta 

seletividade e sensibilidade para identificar metabólitos. A combinação com uma técnica de 

separação reduz a complexidade dos espectros de massa devido à diferenciação de 

metabólitos em uma dimensão de tempo, promovendo separação isobárica e fornecendo 

informações adicionais sobre as propriedades físico-químicas dos metabolitos (DETTMER; 

ARONOV; HAMMOCK, 2006). Geralmente, para todos os tipos de experimentos de 

metabolômica baseada em espectrometria de massas seguem-se os passos denotados na Figura 

11.  
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Figura 11: Fluxo de passos para análise metabolômica por espectrometria de massas. 

Adaptado de (DETTMER; ARONOV; HAMMOCK, 2006). 

 

1.4.2 Caracterização de compostos com atividade moluscicida e cercaricida 

Segundo a OMS, após a seleção dos compostos na triagem, deve-se caracterizar o 

composto com base em sua atividade moluscicida através da determinação da concentração da 

substância necessária para causar a morte de 50% dos organismos alvo (CL50), 

caracterizando a potência do composto como moluscicida. Posteriormente, caracteriza-se a 

substância quanto a sua estabilidade sob efeitos de luminosidade e temperatura, a fim de 

determinar sua durabilidade em campo. Nessa fase de avaliação verifica-se também a 

toxicidade em animais e plantas não-alvo (WHO, 1983).  

Dentro do território brasileiro, a Associação Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) 

estabeleceu organismos como microcrustáceos (Daphnia similis e Ceriodaphnia dúbia), 

microalgas (Pseudokirchneriella subcapitata e Chlorella vulgaris) e peixes (Danio rerio e 
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Pimephales promelas) como padrões para ensaios toxicológicos (ABNT, 2004a; ABNT, 

2004b; ABNT, 2005). 

É recomendável a avaliação em organismos de diferentes níveis tróficos para a 

previsão de efeitos ecotoxicológicos. Ensaios em animais invertebrados como os 

microcrustáceos são ideais para analisar impactos sobre a reprodutibilidade, uma vez que 

esses possuem ciclos reprodutivos curtos. Já, animais vertebrados como os peixes são 

recomendados em ensaios toxicológicos, pois mudanças fisiológicas e comportamentais 

podem ser rapidamente detectadas. 

 

1.5 COMPOSTOS ANÁLOGOS 

 Mesmo com os mais recentes avanços da biologia molecular, biotecnologia e da 

genética contribuindo para a descoberta de novos tratamentos, a síntese orgânica ainda é a 

rota mais utilizada de obtenção de novos fármacos. Candidatos a fármacos tem estrutura 

química definida e muitas vezes, tem origem natural, sendo identificados a partir de técnicas 

de isolamento e posteriormente caracterizados como compostos ativos. Esses, por sua vez, 

podem originar compostos análogos, resultados de processos de modificação molecular, 

possibilitando a obtenção de um composto de atividade incrementada e de menor toxicidade 

(NIKOLOVA; JAWORSKA, 2004). 

Um análogo químico é um composto cuja estrutura é semelhante ao de outro 

composto, porém difere dele em relação a determinado constituinte. Pode diferenciar-se em 

um ou mais átomos, grupos funcionais ou subestruturas, e são geralmente isoeletrônicos. 

Apesar de diversos exemplos como β-lactonas frequentemente possuírem atividade 

antibacteriana, fenetilaminas estarem relacionadas a atividade no sistema nervoso central, e 

que compostos nitro aromáticos tem atividade mutagênica, estruturas análogas não 

necessariamente possuem funções análogas, podendo possuir propriedades físicas, químicas, 

bioquímicas ou farmacêuticas completamente diferentes (MARTIN; KOFRON; 

TRAPHAGEN, 2002).  

O estudo de compostos análogos como fonte de fármacos para o tratamento de 

doenças tropicais negligenciadas vem sendo aplicado, assim como em outras classes de 

fármacos, com foco em sua relação estrutura x atividade, e alvo farmacológico (como: 

enzimas, células superficiais do parasita, receptores nucleares e canais de ions), de forma que 

uma pesquisa biomédica orientada permita reduzir o custo e o tempo para comercializar novos 

produtos (DE OLIVEIRA et al., 2015). Nesse contexto, análogos naturais e sintéticos devem 

ser estudados e cuidadosamente avaliados como possível candidato a fármaco, considerando-
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se os riscos e benefícios em relação a seu protótipo, buscando um composto de maior 

atividade, maior especificidade e menor toxicidade a organismos não alvo. 

 

1.6 EPÍLOGO 

A pesquisa de novos compostos alternativos a fármacos/biocidas existentes tem o 

intuito de garantir um composto mais econômico, biodegradável, eficiente e seguro (ROCHA 

et al., 2013). Com a necessidade de encontrar compostos que atendam a estes requisitos e que 

também sejam alvo-específicos e menos tóxicos aos demais organismos do ambiente 

aquático, os ensaios de atividade cercaricida e moluscicida surgem como ferramenta para tal. 

Por compartilharem o mesmo ambiente, um produto que seja ativo em ambos, parasita na fase 

larval e vetor, é de grande interesse e de fácil aplicabilidade, podendo ser utilizado como 

pesticida. A bioprospecção de um produto com essa finalidade a partir de um organismo 

presente no ambiente aquático, como é o caso das algas, pode reduzir significativamente o 

risco de toxicidade ao ecossistema local. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 GERAL 

 Avaliar a atividade moluscicida e cercaricida dos extratos da alga 

vermelha Laurencia dendroidea, assim como dos compostos isolados a 

partir dele. 

2.2 ESPECÍFICOS 

 Analisar os efeitos tóxicos dos extratos sobre moluscos Biomphalaria 

glabrata em estágio embrionário  

 Verificar a atividade dos extratos sobre cercárias de S. mansoni.  

 Isolar os compostos ativos por meio de fracionamento bioguiado.  

 Determinar as concentrações letais (CL50) e (CL90) dos compostos 

ativos estudados. 

 Avaliar a toxicidade aguda dos compostos isolados em Daphnia similis. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 OBTENÇÃO DO MATERIAL BIOLÓGICO VEGETAL  

A espécie de alga utilizada nesse estudo, Laurencia dendroidea, foi coletada no 

litoral do Espírito Santo, no município de Anchieta, a 80 quilômetros ao sul de Vitória, capital 

do estado, nas praias de Castelhanos e Ilhote da praia de Ubu, pelo grupo de pesquisa da Drª. 

Erika M. Stein. 

 

 
Figura 12: Localização do ponto de coleta da macroalga marinha vermelha L. dendroidea 

utilizada no projeto.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                       
 

Após a coleta, as algas foram triadas para remoção de impurezas, embaladas em 

sacos plásticos e armazenadas em refrigeradores a -20°C. Vouchers de cada local de coleta 

foram preparados para confirmação taxonômica, e depositados no herbário “Maria Eneyda P. 

K. Fidalgo do Instituto de Botânica de São Paulo” sob os números SP 399.945 (Praia dos 

Castelhanos, Anchieta/ES; Coletada em: 01/07/2007), SP 399.806 (Praia dos Castelhanos, 

Anchieta/ES; Coletada em: 03/06/2008) e SP 400.905 (Ilhote da praia de Ubu, Anchieta/ES; 

Coleta em: 08/04/2009).  
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3.2 PREPARAÇÃO DOS EXTRATOS 

Um pool das macroalgas congeladas, de diferentes períodos de coleta, foi colocado 

em béqueres de 250 mL para liofilização (Labconco 7753044). Quando completamente 

desidratadas, 127 g da amostra vegetal foram trituradas utilizando-se gral e pistilo, com a 

adição de nitrogênio líquido, até obter-se um pó. Em seguida, foi adicionado o solvente na 

proporção de 10:1 (v/m). Por fim, permaneceram em agitador (New Brunswick Scientific 

G76D) “overnight” até o início da filtração. Para macerar a biomassa algal foram utilizados 

quatro solventes com diferentes polaridades individualmente para esse processo, na seguinte 

sequência: éter de petróleo, diclorometano, metanol e água. O processo se deu de forma 

sequencial e não exaustiva, onde a mesma biomassa fora utilizada para a maceração com cada 

solvente. A filtração do extrato foi realizada em sistema de filtração a vácuo completo de 

2000 mL, utilizando-se papel Whatman. Para cada solvente a maceração e a filtração foram 

realizadas três vezes, no qual após cada filtração o sobrenadante fora reposto no erlenmeyer. 

Após a filtração, cada solução foi disposta em balão volumétrico de 1000 mL e 

concentrada usando-se rotaevaporador (Fisatom 803). O extrato obtido desse processo foi 

removido do balão com o acréscimo mínimo de solvente, e, então, colocado em frasco, 

previamente pesado, para armazenamento. A secagem completa dos extratos foi realizada 

usando-se gás nitrogênio. Em seguida, a massa dos extratos obtidos foi medida 

gravimetricamente e os rendimentos calculados conforme a Equação 1. Essa metodologia foi 

realizada no laboratório de Bioquímica e Biologia Molecular de Algas, no Instituto de 

Química da USP.  

 

            
        

              
     (1) 

 

3.3 CRIAÇÃO E MANUTENÇÃO DOS CARAMUJOS 

Foram utilizados espécimes de Biomphalaria glabrata coletados em Barreiro de 

Baixo (Belo Horizonte, Minas Gerais) e cultivados em laboratório durante várias gerações. Os 

caramujos foram mantidos em sistema fechado de aquários plásticos (medindo 56x35x20 cm), 

com água filtrada, aeradores e temperatura controlada por aquecedor a 25º C (± 2) (Figura 

13). A alimentação é realizada três vezes por semana com alface fresca ad libitum e a troca de 

água realizada a cada mês. As desovas dos animais são coletadas em recipientes plásticos 

semanalmente e alocadas em aquários berçários (30x16x10 cm).  
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Figura 13: Sistema fechado para criação de caramujo B. glabrata do Laboratório de 

Parasitologia do Instituto Butantan. 

 

3.4 FRACIONAMENTO BIOMONITORADO 

Os fracionamentos dos extratos de L. dendroidea foram realizados por técnicas de 

separação cromatográfica, conforme descrito no item 3.4.3.3. Fingerprint dos extratos, assim 

como das frações obtidas com o fracionamento foi realizado conforme os itens 3.4.3.1 e 

3.4.3.2. O monitoramento da atividade moluscicida e cercaricida das frações provenientes do 

processo, realizado conforme os itens 3.4.1 e 3.4.2 respectivamente, guiou quais frações 

seriam submetidas à identificação por RMN conforme item 3.4.3.5 ou à nova 

purificação/subfracionamento. 

 

3.4.1 Avaliação da atividade moluscicida 

Foram colocadas fitas plásticas transparentes nos aquários de criação a fim de 

recolher desovas depositadas, sendo utilizadas para o ensaio de atividade moluscicida apenas 

aquelas que se apresentaram íntegras e com mais de 10 embriões por cápsula. Após a seleção 

das desovas, essas foram separadas de acordo com seu estágio embrionário: blástula, gástrula, 

trocófora e véliger.  

Os grupos de desovas, contendo no mínimo 50 embriões cada, foram colocados em 

placas de cultura celular de 12 poços com capacidade de 6,3 mL contendo as soluções, 

mantidos em temperatura ambiente de 25°C (±2). Os organismos foram mantidos expostos à 

solução dos extratos (100 mg.L
-1

)/frações (50 mg.L
-1

) por 24 horas e após esse período foram 

transferidos para outra placa de cultura celular de 48 poços, com apenas uma desova por poço, 

contendo apenas água filtrada até o final do experimento com duração de sete dias. Foi 
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utilizado um controle negativo contendo apenas uma solução de água declorada/DMSO (3%). 

Os animais foram avaliados diariamente em microscópio estereoscópico, e ao fim do 

experimento, foram sacrificados e descartados. As variáveis observadas neste ensaio foram a 

letalidade e efeito teratogênico, e o processo foi realizado em triplicata.  

 

3.4.2 Avaliação da atividade cercaricida 

Para a obtenção das cercárias, caramujos infectados estão sendo mantidos no 

Laboratório de Parasitologia do Instituto Butantan, previamente autorizado pelo Comitê de 

Ética do instituto sob o protocolo 0123014. Amostras contendo 50 cercárias/mL de água 

declorada (2 mL/grupo) foram expostas por 120 minutos aos extratos na concentração de 100 

mg.L
-1

, ou 50 mg.L
-1

 no caso das frações, em placas de cultura de células.  

A mortalidade dos organismos foi avaliada em microscópio estereoscópico em 

tempos de 5, 15, 30, 60 e 120 minutos após o início da exposição. A letalidade é classificada 

como: completa - organismos apresentarem-se 100% imóveis; toxicidade forte – 90% imóvel 

no fundo da placa; toxicidade média - 50 a 90% imóvel e/ou no fundo da placa; e inativo - 

menos de 50% imóveis e/ou no fundo da placa (DOS SANTOS et al., 2007). O controle 

negativo foi mantido em água declorada/DMSO nas mesmas proporções em que foram 

preparados os extratos, como nos estudos de Rapado (2012). 

 

3.4.3 Avaliação das atividades moluscicidas e cercaricidas de compostos análogos 

A avaliação da atividade de compostos análogos recebidos de laboratórios parceiros 

se dá segundo a metodologia apresentada nos itens 3.4.1 e 3.4.2 para atividade moluscicida e 

cercaricida respectivamente, entretanto, fora testada uma única concentração de 25 mg.L
-1

. 

Essa foi selecionada pois é uma concentração comum utilizada nos dois testes para o 

composto isolado em fracionamento. Além disso, em função da baixa quantidade das 

substâncias análogas, tal concentração possibilitou o menor número de preparos de solução. 

 

3.4.4 Análises químicas 

Técnicas de cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia a gás 

acoplada à espectrometria de massas (CG-EM) foram utilizadas para se obter o fingerprint 

(perfil cromatográfico) dos extratos testados. 

Os extratos ativos nos testes descritos nos itens 4.3 e 4.4 foram fracionados por 

técnicas de cromatografia líquida em coluna (CLC) sob pressão ambiente e cromatografia 
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líquida de alta eficiência (CLAE); as frações obtidas foram novamente testadas quanto às suas 

atividades biológicas para isolamento dos compostos ativos.  

Os processos de cromatografia a seguir explanados foram realizados no Instituto de 

Química da USP sob supervisão da Drª Erika M. Stein. 

 

3.4.4.1 Cromatografia a gás acoplada à espectrometria de massas 

 Nas análises por CG-EM utilizou-se coluna cromatográfica (5%-fenil)-

dimetilpolisiloxano (30 m x 250 µm x 0,25 µm) (Agilent J&W HP-5MS) e a corrida  foi 

programada baseando-se em Stein (2015) e Gressler et al. (2011) com o programa 

condicionado à temperatura do injetor de 220 ºC; rampa de temperatura do forno de 60 ºC a 

240 ºC, com aumento de 3 ºC por minuto e mantida a 240 ºC por 40 minutos. A temperatura 

da interface e do detector foi de 240 ºC, volume de injeção de 1 µL (da solução 1 mg.mL
-1

 em 

diclorometano) com Split 1:5 e hélio usado como gás de arraste. O fluxo de trabalho foi de 1 

mL/min e o modo de ionização, por impacto de elétrons. 

O método de identificação dos constituintes químicos escolhido foi o modo scan de 

40 -1000 m/z com recurso às bibliotecas NIST 08 e NIST 08 s, disponíveis no equipamento 

GCMS-QP2010 Plus (Shimadzu) e NIST Mass Spectral Search Program da NIST/EPA/NIH 

Mass Spectral Library Version 2.0, e também por meio de comparação dos índices de 

retenção linear (Índice de Kovat’s) calculado em relação aos tempos de retenção (TR) de uma 

série homóloga de n-alcanos (padrões Sigma-Aldrich) conforme a equação 2 abaixo: 

 

                  [
  ( )   (  )

  (    )   (  )
]     (2) 

 

Onde: 

NC é número de carbonos do padrão hidrocarboneto anterior; 

X é o tempo de retenção do componente em análise; 

PZ é o tempo de retenção do hidrocarboneto anterior ao componente avaliado; 

PZ+1 é o tempo de retenção do hidrocarboneto posterior ao componente avaliado. 

Para substâncias cujos IK iguais ou semelhantes foram encontrados na literatura 

foram considerados percentuais de similaridade iguais ou superiores a 80%. No caso de 

substâncias cujos IK não foram encontrados na literatura, considerou-se apenas o percentual 

de similaridade proporcionado pelas bibliotecas NIST 08 e NIST 08s, assim como a 
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comparação dos espectros de massas obtidos com aqueles disponíveis em literatura e nas 

outras bibliotecas. 

A concentração relativa (%) dos constituintes presentes em cada fração de extrato foi 

realizada de modo semi-quantitativo. A análise embasou-se na integração de todos os picos 

obtidos no TIC (Total Ion Chromatogram) e subsequente comparação da área relativa de cada 

pico em relação ao somatório das áreas relativas dos picos presentes no cromatograma. 

 

3.4.4.2 Cromatografia em camada delgada 

Nas análises por cromatografia em camada delgada foram utilizadas placas de sílica 

gel 60 (Merck) de fase normal com indicador de UV (254 nm) (20 cm x 20 cm x 0,1 mm). 

Após eluição com diclorometano/metanol 2% ou hexano/acetona 10%, as placas foram 

reveladas com reagente de Komarowsky (solução de 1 mL de ácido sulfúrico 50% em 10 mL 

de p-hidroxi-benzaldeído em etanol (2%)) seguido de aquecimento (WAKSMUNDZKA-

HAJNOS et al., 2008). As frações coletadas e analisadas por CCD foram agrupadas de acordo 

com a semelhança em seus perfis. 

Para as corridas dos extratos foram calculados os Fatores de Retenção (Fr). O cálculo 

é realizado medindo-se a distância que a substância se deslocou a partir do ponto em que foi 

aplicada (Ds), a partir do centro de gravidade de mancha e divide-se pela distância percorrida 

pela massa de solvente a partir da amostra (Dm). 

    
  

  
            (3) 

Para calcular o fator de retenção para cada amostra analisada utiliza-se: 

      ⁄               (4) 

Onde: 

a: distância percorrida pelo composto; 

v: distância percorrida pelo solvente. 

 

3.4.4.3 Cromatografia líquida em coluna (CLC) sob pressão ambiente 

O fracionamento por cromatografia líquida foi realizado em coluna aberta (1,50 m x 

3 cm) preenchida com a mistura de sílica gel 60 (0,063-0,2 mm/70-230 mesh ASTM) e fase 

móvel. Para determinar a melhor fase móvel a ser utilizada foram realizados testes em CCD 

com as seguintes combinações de solventes: hexano:acetona (9:1); hexano:acetona (85:15), 

diclorometano:metanol (99,5:0,5) e diclorometano:metanol (8:2).  
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 O eluente hexano:acetona (9:1) foi selecionado para uso com o extrato macerado em 

metanol e diclorometano:metanol (99,5:0,5) com os extratos macerado em éter de petróleo e 

diclorometano. A reposição constante da fase móvel na coluna foi realizada utilizando-se 

bomba peristáltica, num fluxo de 1,4 mL/min.  

 

3.4.4.4 Identificação estrutural dos compostos ativos 

A identificação estrutural das substâncias ativas obtidas por meio do fracionamento 

bioguiado foi realizada por método espectroscópico, como a ressonância magnética nuclear 

(RMN), em equipamento Brucker Avance III operado a 500 MHz equipado com sonda de 5 

mm TXI com canais dedicados para 
1
H, 

13
C e 

15
N, de detecção inversa e com gradiente de 

campo e software topSpin 3.6 (Brucker).  

 

3.5 ANÁLISE COMPUTACIONAL DOS DADOS DE CG-EM 

A fim de obter informações precisas e relevantes a partir das medidas obtidas dos 

dados em CG-EM de cada fração e facilitar sua interpretação, foi utilizado o software de 

acesso livre R versão 3.5.0 e o pacote de tratamento de dados XCMS, ferramenta usualmente 

utilizada em tratamentos de dados metabolômicos. Para adequar o XCMS à análise de dados 

de CG-EM foram alterados os seguintes parâmetros: largura à meia altura do pico (fwhm, full 

width at half maximum), threshold (snthresh) e a largura dos picos (bw) para os valores 4, 5 e 

2 respectivamente (CRUZ, 2017).  

Os dados passaram por uma etapa de detecção de picos (xcmsSet), agrupamento de 

picos (group), correção do tempo de retenção (retcor), reagrupamento de picos, 

preenchimento de valores (fillPeaks) e comparação univariada (diffreport). 

Após o tratamento dos dados, para melhor representação gráfica, optou-se por parear 

os dados de tempo de retenção (TR) e de razão massa/carga (mz) em uma única variável, 

denominada “par mz/TR”, representativa de um possível composto. Os mesmos foram então 

representados com os resultados de atividade moluscicida de cada fração, obtendo-se 

sobreposições de compostos com mesmo par mz/TR presentes em diferentes frações com 

níveis de atividade biológica diferentes.  

 

3.6 ENSAIOS DE TOXICIDADE 

Os ensaios foram realizados utilizando indivíduos recém-nascidos, com idade entre 6 

e 24 h de vida, de Daphnia similis, de acordo com a norma ABNT NBR 127 13 (2004ª). A 

concentração avaliada do composto isolado foi a menor concentração com 100% de atividade 
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moluscicida, além de uma concentração dez vezes menor. A água utilizada nos ensaios teve 

sua dureza ajustada para 46 mg.L
-1

 de CaCO3 e o pH para 7,0 ± 0,5. DMSO 1% foi utilizado 

como controle negativo. 

Neste ensaio de toxicidade observa-se a imobilidade dos indivíduos expostos dentro 

da coluna d’água, sendo considerados imóveis aqueles que não apresentaram ação natatória 

durante 15 segundos de observação, caracterizando atividade tóxica do composto sobre o 

animal. Os ensaios foram realizados em quatro réplicas com 5 organismos por concentração. 

Todos foram realizados no Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN/CNEN) com 

colaboração da Profª Drª Sueli Ivone Borrely. 

 

3.7 MICROSCOPIA CONFOCAL 

Para avaliar possíveis efeitos dos compostos isolados na morfologia das cercárias de 

S. mansoni, realizou-se a observação dos animais sob microscópio confocal de varredura a 

laser (Laser Scanning Microscopy, LSM 510 META, Carl Zeiss Inc). Os parasitas foram 

fixados em solução de formaldeído (70%), diacetato de fluoresceína e água destilada em 

proporção (v/v) [1:0,1:6]. Os efeitos dos compostos na região superficial dos indivíduos 

foram analisados de forma qualitativa, comparando visualmente o estado dos animais em 

relação ao grupo controle.   

Todas as imagens foram obtidas sob tutoria do especialista em microscopia do 

Laboratório de Parasitologia do Instituto Butantan: Alexsander Seixas de Souza. 

  

3.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Para os ensaios de toxicidade em Biomphalaria glabrata foram determinadas as 

concentrações letais medianas, que agem em 50% da população exposta (CL50), incluindo os 

intervalos de confiança de 95% que foram estimados por uma variação do método de 

Trimmed Spearman-Karber. Essas foram realizadas com auxílio do Profº. Drº. Carlos Alberto 

de Bragança do Instituto de Matemática e Estatística da USP. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 RENDIMENTO DOS EXTRATOS 

Do pool de amostras da espécie Laurencia dendroidea (LD) com o qual seguiu-se 

para uma extração sequencial com solventes de diferentes polaridades, o extrato em éter de 

petróleo resultou em 4,82 g (3,80%), do extrato em diclorometano obteve-se 2,47 g (1,94%), e 

18,49 g (14,56%) de extrato da maceração com metanol. Não foi possível determinar a massa 

de extrato em água, uma vez que nem todo o material teve seu solvente removido. 

 

4.2 ATIVIDADE MOLUSCICIDA DOS EXTRATOS 

O ensaio foi realizado para verificar a atividade moluscicida de cada extrato, como 

descrito no item 3.4. Após 24 h de exposição os organismos em estádio de blástula sob ação 

dos extratos de éter de petróleo e diclorometano apresentaram 100% de mortalidade. E, ainda, 

todos os embriões do grupo em extrato metanólico já apresentavam malformações, sendo a 

sua morte verificada após 48 h de exposição.  Para os animais em estádio véliger, o mesmo 

resultado pode ser observado, porém, não houve malformações nos animais submetidos ao 

extrato metanólico, sendo verificada apenas a morte após 48 h. O extrato de água foi 

considerado não-efetivo, pois não acarretou na malformação ou morte de nenhum dos 

embriões expostos (Tabela 1).  

 

Tabela 1: Resultado do ensaio de toxicidade dos extratos brutos de Laurencia dendroidea 

(LD) com base no número de animais mortos após 7 dias de exposição. 

Extrato 

Embriões 

Estádio 
Concentração 

(mg.L
-1

) 

Nº 

Embriões 

testados 

Nº Embriões 

mortos (% 

mortalidade) 

LD-Éter  de Petróleo Blástula 100 75 75 (100) 

Véliger 100 86 86 (100) 

LD-Diclorometano Blástula 100 94 94 (100) 

Véliger 100 66 66 (100) 

LD-Metanol Blástula 100 73 73 (100) 

Véliger 100 59 59 (100) 

LD-Água Blástula 100 66 0 (0) 

Véliger 100 65 0 (0) 

Controle Negativo Blástula 0
*
 57 0 (0) 

Véliger 0
*
 84 0 (0) 

*0 = DMSO 1,5% 
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4.3 PERFIL CROMATOGRÁFICO (FINGERPRINT) DOS EXTRATOS BRUTOS POR 

CG-EM E CCD 

A análise por cromatografia a gás foi realizada a fim de obter-se um perfil dos 

extratos preparados, permitindo a avaliação da complexidade dos mesmos. Além de servir 

como garantia da estabilidade frente à degradação ao longo de todo o período de estudo. As 

figuras 14-17 mostram os cromatogramas dos extratos em éter de petróleo, diclorometano e 

metanol, nesta ordem. O método utilizado se mostrou reprodutível para as amostras estudadas, 

conseguiu fazer boa separação dos compostos constituintes. Contudo, as bibliotecas 

disponíveis ainda são limitadas para compostos oriundos de organismos marinhos. 

Observando-se os cromatogramas, a maior parte dos picos apresenta tempo de 

retenção entre 20 e 60 min, mostrando que o método utilizado garantiu análise completa dos 

extratos. A utilização de coluna (HP-5MS), por ser apolar, contribui para análises de 

substâncias em extratos preparados com solventes orgânicos como o diclorometano e o éter de 

petróleo, que são capazes de extrair compostos como ácidos graxos e terpenos. 

 

 
Figura 14: Cromatograma do extrato em éter de petróleo de L. dendroidea obtido por CG-

EM. 
 

 
Figura 15: Cromatograma do extrato em diclorometano de L. dendroidea obtido por CG-EM. 
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Figura 16: Cromatograma do extrato em metanol de L. dendroidea obtido por CG-EM. 

 

Os cromatogramas gerados apresentam amostras bastante complexas, que contém 

uma enorme variedade de metabólitos secundários pertencentes às mais diferentes classes 

químicas segundo as bibliotecas disponíveis. Na análise qualitativa e semi-quantitativa 

(Anexo 8) pudemos identificar nos extratos substâncias como o longifoleno (IS: 87%; IKob: 

1548) cujos produtos da autoxidação apresentam ação inseticida (MUKAI; TAKAHASHI; 

ASHITANI, 2017); e o 1H-pyrolle-2,5-dione (IS: 86%; IKob: 1227) funcional na geração de 

células endoteliais (SONG et al., 2015). 

Os picos em 51 e 59 min são majoritários em todos os extratos analisados. Apesar de 

não ter sido possível identifica-los através das bibliotecas presentes no equipamento, o 

primeiro apresentou 70% de similaridade com o acetato de elatol e o segundo pico apresentou 

IS de 73% com o acetato de iso-obtusol. 

Nas análises de CCD optou-se pela utilização da fase móvel diclorometano:metanol 

(99,5:0,5) para o fracionamento dos extratos com éter e diclorometano e da fase móvel 

hexano:acetona (9:1) para o fracionamento do extrato metanólico, já que essas apresentam 

melhor separação e resolução dos compostos que constituem os extratos. 

Após realização das CCD dos extratos em éter de petróleo e diclorometano (Anexo 

4) pudemos novamente observar a grande quantidade de substâncias em sua composição, 

demonstrado pelas diferentes bandas em diferentes cores na placa; resultado condizente com a 

análise em CG-EM, na qual os mesmos extratos apresentam um maior número de picos. Além 

disso, há a presença de bandas de mesma coloração e mesmo Fator de Retenção (Fr) em 

diferentes extratos, indicando que um mesmo composto pode ser prospectado utilizando-se 

diferentes solventes, como é o caso da banda azul escura e da banda rosa (Anexo 4), que 

apresentam valores de Fr iguais a 2,49 e 1,93, respectivamente, nos extratos de éter de 

petróleo e diclorometano.  
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4.4 FRACIONAMENTO DO EXTRATO 

 

4.4.1 Frações do extrato em diclorometano 

Conforme elucidado no item 3.6.3, foi realizado o fracionamento do extrato de 

Laurencia dendroidea em diclorometano, utilizando a fase móvel determinada no resultado 

do item 4.2. Após 72 h, toda a amostra foi eluída, gerando um total de 342 frações. Após a 

realização da CCD de cada uma das frações, essas foram reunidas conforme apresentavam o 

mesmo perfil, obtendo-se por fim um total de 44 frações, cujas massas estão indicadas na 

Tabela 2.  

 

4.4.1.1 Atividade moluscicida das frações LD-DCM 

Desovas em estádio blástula e véliger foram expostas a soluções de todas as frações 

de acordo com a metodologia do item 3.4. Após 24 h foi constatada a morte dos animais em 

ambos os estádios embrionários expostos às soluções das frações LD-DCM 31-32, LD-DCM 

33, LD-DCM 34-36, LD-DCM 37, LD-DCM 38-53, LD-DCM 265, LD-DCM 268, LD-DCM 

269-275, denotadas em verde na Figura 18. Também fora detectada a morte das desovas nos 

dois estádios expostas à solução da fração LD-DCM 54-66, contudo, a morte dos animais em 

estádio véliger foi confirmada apenas após 48 h de exposição. 

As soluções das frações LD-DCM 23-25, LD-DCM 26-27, LD-DCM 28-30, LD-

DCM 67-75, LD-DCM 76-88, LD-DCM 89-126, LD-DCM 127-133, LD-DCM 134-140, LD-

DCM 267, LD-DCM 276-282, LD-DCM 283-287 e LD-DCM 298-299 acarretaram na morte 

dos organismos em estádio blástula após 24 h de exposição, porém não foi detectado nenhum 

sinal de atividade biológica nos animais em estádio véliger durante os sete dias de 

experimento. Indivíduos em estádio blástula tiveram sua morte confirmada após 48 h de 

exposição à solução da fração LD-DCM 179-215. 

Não houve mortes ou malformações em desovas, em nenhum estádio, expostas a 

soluções das frações LD-DCM 1-8, LD-DCM 9-11, LD-DCM 12-14, LD-DCM 15-19, LD-

DCM 20-22, LD-DCM 141-178, LD-DCM 216-217, LD-DCM 218-222, LD-DCM 223-229, 

LD-DCM 230-236, LD-DCM 237-252, LD-DCM 253-263, LD-DCM 266, LD-DCM 288-

290, LD-DCM 291-294, LD-DCM 295-296, LD-DCM 297. 
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Figura 17: Fluxograma de fracionamento do extrato em diclorometano de L. dendroidea 

biominitorado pela atividade moluscicida em B.glabrata. 

 

 

Legenda (% mortalidade):  

■ Ativo (100%) 

■ Atividade intermediária (0% < 100%) 

■ Inativo (0%) 
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Tabela 2: Frações obtidas após fracionamento em coluna aberta do extrato de LD em diclorometano e suas respectivas massas. 

Fração Massa (mg) Fração Massa (mg) Fração Massa (mg) Fração Massa (mg) Fração Massa (mg) 

LD-DCM 

1-8 

30 LD-DCM 

33 

10 LD-DCM 

134-140 

60 LD-DCM 

265 

40 LD-DCM 

295-296 

10 

LD-DCM 

9-11 

20 LD-DCM 

34-36 

60 LD-DCM 

141-178 

60 LD-DCM 

266 

10 LD-DCM 

297 

30 

LD-DCM 

12-14 

40 LD-DCM 

37 

30 LD-DCM 

179-215 

80 LD-DCM 

267 

10 LD-DCM 

298-299 

20 

LD-DCM 

15-19 

50 LD-DCM 

38-53 

70 LD-DCM 

216-217 

10 LD-DCM 

268 

10   

LD-DCM 

20-22 

30 LD-DCM 

54-66 

40 LD-DCM 

218-222 

70 LD-DCM 

269-275 

30   

LD-DCM 

23-25 

10 LD-DCM 

67-75 

50 LD-DCM 

223-229 

70 LD-DCM 

276-282 

50   

LD-DCM 

26-27 

10 LD-DCM 

76-88 

60 LD-DCM 

230-236 

50 LD-DCM 

283-287 

20   

LD-DCM 

28-30 

20 LD-DCM 

89-126 

90 LD-DCM 

237-252 

30 LD-DCM 

288-290 

10   

LD-DCM 

31-32 

10 LD-DCM 

127-133 

60 LD-DCM 

253-263 

20 LD-DCM 

291-294 

20   
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4.4.1.2 Atividade cercaricida das frações LD-DCM 

De acordo com o que fora explanado no item 3.5, as cercarias foram expostas a 

soluções de todas as frações. Após cinco minutos de exposição foi detectada a morte dos 

parasitas expostos a soluções das frações LD-DCM 23-25, LD-DCM 26-27, LD-DCM 31-32, 

LD-DCM 33, LD-DCM 34-36, LD-DCM 37, LD-DCM 38-53, LD-DCM 54-66, LD-DCM 

67-75, LD-DCM 265, LD-DCM 267, LD-DCM 268, LD-DCM 269-275, LD-DCM 276-282 e 

LD-DCM 283-287, denotadas em verde na Figura 18. 

Os animais expostos à solução da fração LD-DCM 28-30 também tiveram a morte 

confirmada após 15 minutos de exposição. Após 60 minutos de exposição, os organismos 

expostos às frações LD-DCM 12-14, LD-DCM 15-19 e LD-DCM 20-22 também tiveram a 

morte detectada. As demais frações apresentaram no máximo toxicidade média. 

 

Figura 18: Fluxograma de fracionamento do extrato em diclorometano de L. dendroidea 

biomonitorado pela atividade cercaricida em S. mansoni. 

 

 

Legenda (% mortalidade):  

■ Ativo (100%) 

■ Atividade intermediária (0% < 100%) 

■ Inativo (0%) 

 

4.4.1.3 Identificação do composto ativo 

De acordo com os resultados obtidos nos testes de atividade biológica, juntamente 

com a observação dos perfis obtidos em CCD e CG-EM a fração LD-DCM 37 foi submetida à 

análise por RMN, uma vez que esta foi uma das frações ativas e cuja banda apresentou-se 

mais pura (Anexo 5). No espectro de RMN de 
13

C, foram contados 15 sinais, entre os quais 
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cinco pertencem a carbonos quaternários (δ 140,7, 128,0, 124,1, 49,1 e 43,1 ppm), dois a 

carbonos metínicos (δ 72,2 e 70,9 ppm), quatro a carbonos de grupos metilênicos (δ 38,6, 

38,0, 29,3 e 25,6 ppm), um carbono metidilênico (δ 115,9), e três a carbonos pertencentes a 

grupos metílicos (δ 24,2, 20,7 e 19,4 ppm) (Figura 19). Desses 15, quatro são carbonos sp2 

(C2, 128,0 ppm; C3, 124,1 ppm; C7, 140,7 ppm; C14, 115,9 ppm). 

 

Figura 19: Espectro de RMN de 
13

C (CDC13, 500 MHz) da substância isolada. 

 

No espectro de RMN de 
1
H (Figura 20) foram observados dois simpletos (δ 1,06 e 

1,07 ppm) que correspondem aos prótons dos carbonos metílicos C-12 (δ 19,7 ppm) e C-13 (δ 

23,2 ppm), respectivamente. Um simpleto largo (δ 1,70 ppm) correspondente a um grupo 

metílico ligado ao carbono pertencente à ligação dupla endocíclica (C-15, δ 18,4 ppm). Um 

quadrupleto em δ 4,14 ppm refere-se a hidrogênio ligado a carbono terciário portando 

hidroxila (C-9, δ 71,2 ppm). Um dupleto em δ 4,61 ppm, correspondente a um hidrogênio 

ligado a carbono terciário portando bromo (C-10, δ 69,9 ppm). Dois simpletos largos em δ 

4,79 e 5,12 ppm, referem-se aos hidrogênios de grupo metilidênico exocíclico (C-14, δ 114,9 

ppm). 
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Figura 20: Espectro de RMN de 
1
H (CDC13, 500 MHz) da substância isolada. 

 

Figura 21: Espectro de RMN de HSQC (CDCL3, 400 MHz) da substância isolada. 
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Figura 22: Espectro de RMN de HMBC (CDC13, 500 MHz) da substância isolada. 

 

Aos hidrogênios de C-1 (δ 37,6 ppm) correspondem o dupleto largo em δ 2,37 ppm e 

o singleto em δ 2,56 ppm. O multipleto em δ 1,96 ppm e o singleto em δ 1,83 ppm referem-se 

aos hidrogênios do C-4 (δ 28,3 ppm). Os multipletos em δ 1,64 e 1,81 ppm estão relacionados 

aos hidrogênios do C-5 (δ 24,6 ppm) e os multipletos em δ 2,49 e 2,63 ppm correspondem aos 

hidrogênios do C-8 (δ 37,0 ppm).   

No espectro de HMBC, as correlações entre H-14 e C-8, C-6 e C-7 confirmam o 

posicionamento do grupo metílico na dupla ligação exocíclica da molécula. Os hidrogênios 

metilênicos H-8 apresentam correlação com C-6, C-7, C-9, C-10 e C-14 e a posição do 

carbono quaternário C-11 é confirmada pela sua correlação com os hidrogênios H-9, H-10, H-
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12 e H-13 neste anel. O carbono quaternário C-6 tem sua posição entre os dois anéis 

confirmada pela sua correlação com os hidrogênios H-1, H-5, H-4, H-8, H-13 e H-14. As 

correlações dos hidrogênios H-15 com os carbonos C-3, C-2 e C-4 determinam a posição do 

grupo metílico no anel.  

Esses dados estão de acordo com os descritos para o elatol (Figura 23), isolado 

anteriormente por Konig e Wright (1997), Lhullier et al. (2009), Wanke (2014) e Stein (2015) 

(Tabela 3).  

 

 

Figura 23: Estrutura química do elatol. 
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Tabela 3: Deslocamentos químicos de RMN de 
13

C (δ em ppm) e 
1
H (δ em ppm, multiplicidade J em Hz) do elatol (em CDCL3, 400 MHz) e 

comparação com a literatura. 

 
13

C 

(ppm) 

13
C

a 

(ppm) 

13
C

b
 

(ppm) 

13
C

c
 

(ppm) 

1
H (J, Hz) 

1
H

a
 (J, Hz) 

1
H

b
 (J, Hz) 

1
H

c
 (J, Hz) 

1 38,6 38,6 38,6 38,1 
2,37 (d, 17,4)  

2,56 (m) 

2,08 (br d, 17,5) 

2,19 (br d, 17,5) 

2,38 (br d, 17,0) 

2,59 (br d, 17,0) 

2,36 (br d, 17,7) 

2,56 (m) 

2 128,0 128,0 124,2 128,1 - - - - 

3 124,1 124,1 128,1 124,1 - - - - 

4 29,3 29,3 29,4 29,3 
1,83 (m) 

196 (m) 

1,82 (m) 

1,96 (m) 

1,81 (m) 

1,95 (m) 

1,84 (m) 

1,96 (m) 

5 25,6 25,6 25,6 25,6 
1,64 (m) 

1,81 (m) 

1,62 (m) 

1,80 (m) 

1,63 (m) 

1,82 (m) 

1,64 (m) 

1,81 (m) 

6 49,1 49,1 49,2 49,1 - - - - 

7 140,8 140,7 140,8 140,7 - - - - 

8 38,0 38,0 38,0 38,0 
2,49 (dd, 2,6; 14,5) 

2,63 (m) 

2,19 (dm, 14,4) 

2,49 (dd, 2,8; 14,4) 

2,50 (dd, 2,5; 14,6) 

2,63 (d, 17,0) 

2,50 (dd, 2,7; 14,5) 

2,63 (dm, 14,5) 

9 72,2 72,1 72,2 72,1 4,14 (q, 2,9; 6,2) 4,14 (m) 4,14 (br d 3,4) 4,15 (q, 3,0; 6,3) 

10 70,9 70,8 70,9 70,9 4,61 (d, 2,9) 4,61 (d, 2,9) 4,61 (d, 2,6) 4,61 (d, 2,9) 

11 43,1 43,1 43,1 43,1 - - - - 

12 20,7 20,7 20,8 20,7 1,06 (s) 1,06 (s) 1,07 (s) 1,07 (s) 

13 24,2 24,2 24,3 24,2 1,07 (s) 1,07 (s) 1,08 (s) 1,08 (s) 

14 115,9 115,8 115,9 115,9 
4,79 (br s) 

5,12 (br s) 

4,79 (br s) 

5,12 (br s) 

4,79 (br s) 

5,12 (br s) 

4,80 (br s) 

5,13 (br s) 

15 19,4 19,4 19,5 19,4 1,70 (br s) 1,70 (br s) 1,70 (br s) 1,70 (br s) 
a
König e Wright 1997 (

13
C: 75,5 MHz, CDC13; 

1
H: 300 MHz, CDC13). 

b
Lhullier et al. 2009 (125 MHz, CDCl3). 

c
Stein 2015 (125 MHz, CDC13). 
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4.3.2 Identificação de compostos com potencial de atividade a partir de extratos brutos 

Diversos compostos com potencial para serem os responsáveis pelas atividades 

moluscicidas/cercaricidas das frações ativas foram denotados. As regiões em tempos de 

retenção de 864 a 980 s (par mz/TR 26 a 29), 1687 a 1705 s (114 a 136), 2146 a 2148 s (302 a 

321), 2263 a 2264,5 s (374 a 381), 2672 a 2718 s (504 a 529), 2722 a 2725 s (532 a 545), 

2850 a 2862 s (559 a 569), 3066 a 3078 s (610 a 639), 3182 a 3186 s (684 a 689) e 3593,25 a 

3606 s (775 a 788) apresentam várias substâncias presentes em frações com 100% de 

atividade biológica que não estão presentes em frações sem atividade biológica (Figura 24).  

Assim, compostos presentes nessas regiões seriam os mais indicados para serem isolados por 

cromatografia sem a necessidade de um sub-fracionamento biomonitorado.
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Figura 24: Relação entre os níveis de atividade moluscicida e os diferentes compostos denotados pelo par mz/TR. Denotadas em vermelho estão 

regiões com pares mz/TR com possibilidade de serem compostos responsáveis pela atividade biológica.  
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4.5 AVALIAÇÃO DAS ATIVIDADES MOLUSCICIDA, CERCARICIDA E DA 

TOXICIDADE DO ELATOL 

 

4.5.1 Atividade moluscicida do elatol em embriões de B. glabrata 

O composto isolado apresentou 100% de letalidade em diferentes estádios 

embrionários de B. glabrata na concentração de 20 mg.L
-1

, com respostas diferentes de 

acordo com o estádio embrionário. Para embriões em estádio blástula, a mínima concentração 

requerida para obter-se 100% de mortalidade foi observada em 1,56 mg.L
-1

; já para indivíduos 

em estádio véliger, a concentração foi de 6,25 mg.L
-1

. Em concentrações abaixo de 12,5 até 

6,25 mg.L
-1

, indivíduos em estádio véliger ainda sobreviviam após 24 h de exposição, porém 

após 48 h, foi confirmada a mortalidade de todos os animais expostos. Diferentemente do que 

fora observado em véliger, para os indivíduos em estádio blástula expostos a concentrações 

100% letais, todas foram efetivas em 24 h de exposição. 

 Para determinar os valores de CL50 e CL90, o elatol foi avaliado em diferentes 

concentrações decrescentes para que fossem detectadas taxas de mortalidade inferiores a 

100%, gerando diferentes curvas de CL para os diferentes estádios (Tabela 4).  
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Tabela 4: Atividade moluscicida em embriões em diferentes estádios de B. glabrata de elatol 

isolado de L. dendroidea. 

Embriões 

Estádio Concentração (mg.L
-1

) Nº de embriões Nº de mortos (%) 

Blástula 

0* 216 0 (0) 

0,2 170 0 (0) 

0,3 173 41 (23,70) 

0,4 159 65 (40,88) 

0,5 157 71 (45,22) 

0,6 154 79 (51,30) 

0,7 169 110 (65,09) 

0,8 152 114 (75,00) 

1,56 170 170 (100) 

Véliger 

0* 215 0 (0) 

2,35 158 4 (2,53) 

2,74 204 23 (11,27) 

3,13 190 24 (12,63) 

3,93 185 56 (30,27) 

4,20 199 104 (52,26) 

4,70 175 101 (57,71) 

4,90 196 122 (62,24) 

5,10 179 122 (68,16) 

5,50 177 129 (72,88) 

5,90 178 155 (87,08) 

6,25 155 155 (100) 

0* = Controle negativo – DMSO 1,5% 
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Tabela 5: Valores das concentrações letais a 50% (CL50) e 90% (CL90) dos indivíduos de 

B.glabrata em estádios embrionários expostos ao elatol. 

Concentração letal 
Estádios embrionários 

Blástula Véliger 

CL50 (mg.L
-1

) 0,55 

[0,47-0,63] 

4,52 

[4,23-4,78] 

CL90 (mg.L
-1

) 1,08 

[0,99-1,16] 

6,12 

[5,95-6,27] 

 

 

Figura 25: Curva dose-resposta de sobrevivência de embriões de B. glabrata em estádio 

véliger expostos ao elatol. 

 

O elatol foi de seis a sete vezes mais ativo em embriões em estádio blástula que em 

véliger. Quando expostos a concentrações inferiores às 100% letais, os embriões apresentaram 

malformações que acarretaram em mortes ao longo do tempo de avaliação do ensaio. 
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Figura 26: Curva dose-resposta de sobrevivência de embriões de B. glabrata em estádio 

blástula expostos ao elatol. 

 

4.5.2 Atividade cercaricida do elatol em cercarias de S. mansoni 

Cercárias de S. mansoni foram expostas ao elatol em concentrações de 0,80 a 100 

mg.L
-1

. Foi observada a morte de todos os indivíduos expostos a soluções nas concentrações 

de 100, 50, 25 e 12,5 mg.L
-1

. Mais de 50% dos animais expostos a solução em 6,25 mg.L
-1

 

apresentaram uma paralisia temporária, contudo, após 15 min de exposição alguns indivíduos 

voltaram a apresentar motilidade, até que ao fim dos 120 min de exposição, apenas 20% dos 

animais remanesceram sem movimento no fundo da placa. Concentrações inferiores a 6,25 

mg.L
-1

 apresentaram baixíssima ou nenhuma atividade, onde as cercárias permaneceram vivas 

e com movimentação semelhante aos grupos controle (DMSO 1,5% e água). Para os animais 

cuja falta de motilidade fora confirmada, ainda foi possível visualizar a separação da cauda da 

cabeça. Não foram detectadas alterações morfológicas externas no animal em relação ao 

grupo controle. 
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Figura 27: Cercárias de S. mansoni: (A) indivíduo do grupo controle em meio aquoso; (B) 

cabeça do indivíduo exposto a elatol na concentração de 25 mg.L
-1

. Imagens obtidas em 

microscópio confocal (LSM 510 META, Zeiss). 
 

4.5.3 Avaliação da toxicidade do elatol 

O ensaio foi realizado conforme descrito no item 3.5. Após 48 h de exposição, todos 

os organismos submetidos ao teste encontravam-se imóveis no fundo da coluna d’água em 

ambas as concentrações testadas. Contudo, após 24 h de exposição à concentração de 0,6 

mg.L
-1

, ainda haviam animais vivos (3 de 20), indicando um menor grau de toxicicidade. 

Segundo a NBR 12713, o elatol é classificado como uma substância tóxica. A 

Associação Brasileira de Indústria Química (ABIQUIM) (2005) categoriza a toxicidade como 

aguda I, pois apresenta efeito tóxico aos animais quando expostos a solução em concentração 

inferior a 1 mg.L
-1

. 
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Tabela 6: Mortalidade de Daphnia similis expostas a elatol isolado no presente estudo e 

dados de niclosamida da literatura. 
Concentração (mg.L

-1
) Mortalidade 

Elatol  

0* 0 (0) 

0,6 20 (100) 

6,0 20 (100) 

Niclosamida¹  

0* 0 (0) 

0,1 0 (0) 

0,2 20 (100) 

0* = Controle negativo – DMSO 1,5% em água. 

¹ = Rapado (2012). 

 

4.6 AVALIAÇÃO DAS ATIVIDADES MOLUSCICIDA, CERCARICIDA E DA 

TOXICIDADE DE COMPOSTOS ANÁLOGOS DO ELATOL 

 

4.6.1 Atividade moluscicida do obtusol e iso-obtusol 

Os compostos análogos apresentaram 100% de letalidade em diferentes estádios 

embrionários de B. glabrata na concentração de 25 mg.L
-1

.  

 

Tabela 7: Atividade moluscicida do obtusol e iso-obtusol em embriões em diferentes estádios 

de desenvolvimento de B. glabrata. 
  Embriões 

Composto Estádio Concentração (mg.L
-1

) Nº de embriões Nº de mortos 

(%) 

Obtusol Blástula 0* 165 0 (0) 

  25 166 166 (100) 

 Véliger 0* 161 0 (0) 

  25 171 171 (100) 

Iso-Obtusol Blástula 0* 165 0 (0) 

  25 168 168 (100) 

 Véliger 0* 161 0 (0) 

  25 173 173 (100) 

0* = Controle negativo – DMSO 1,5% 
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4.6.2 Atividade cercaricida do obtusol e do iso-obtusol 

Cercárias de S. mansoni foram expostas ao obtusol e ao iso-obtusol em concentração 

de 25 mg.L
-1

. Foi observada a morte de todos os indivíduos expostos a soluções logo nos 

primeiros 5 min de exposição. Da mesma forma que nos animais expostos ao elatol, nos 

indivíduos cuja morte fora confirmada, também fora visualizada a separação da cabeça e da 

cauda (Figura 28 A e B). Não foram identificadas alterações morfológicas externas em relação 

ao grupo controle.  

Nos grupos controle 96% (água) e 95% (DMSO 1,5%), as cercárias permaneceram 

vivas e com movimentação considerada normal ao longo de todo o tempo de exposição.  

 

 

Figura 28: Cabeça da cercária de S. mansoni exposta a (A) iso-obtusol e (B) obtusol na 

concentração de 25 mg.L
-1

. Imagem obtida em microscópio confocal (LSM 510 META, 

Zeiss). 
 

4.6.3 Toxicidade do obtusol e iso-obtusol 

A tabela 8 apresenta os resultados da toxicidade aguda determinada para as soluções 

de obtusol e iso-obtusol, realizada conforme descrito no item 3.5. Após 48 h de exposição 

todos os organismos submetidos ao teste encontravam-se imóveis no fundo da coluna d’água. 

Conforme a NBR 12713, ambas as substâncias são consideradas tóxicas, pois acarretam na 

mortalidade dos organismos expostos. Segundo a ABIQUIM (2005), ambos são categorizados 

como toxicidade aguda II, pois apresentam toxicidade em concentrações entre 1 e 10 mg.L
-1

. 
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Tabela 8: Mortalidade de Daphnia similis expostas a obtusol, iso-obtusol e niclosamida. 
Composto Concentração (mg.L

-1
) Mortalidade 

Obtusol 
0* 0 (0) 

6,0 20 (100) 

Iso-Obtusol 
0* 0 (0) 

6,0 20 (100) 

Niclosamida¹ 

0* 0 (0) 

0,1 0 (0) 

0,2 20 (100) 

0* = Controle negativo – DMSO 1,5% 

¹ = Dados obtidos de Rapado (2012). 
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5 DISCUSSÃO 

A busca por compostos de origem algal ativos tanto no hospedeiro Biomphalaria 

glabrata quanto na fase aquática de desenvolvimento do Schistosoma mansoni como uma 

possível alternativa para o controle da esquistossomose em locais endêmicos é de interesse 

recente (GUEDES et al., 2014; SAAD et al., 2018), uma vez que não eram consideradas fonte 

de compostos com tal atividade biológica, característica esta que sempre fora associada as 

espécies vegetais terrestres (ALADESANMI, 2007; RAPADO, 2012; ROCHA et al., 2013; 

SANTOS et al., 2014). Com tal interesse em foco, o Laboratório de Parasitologia do Instituto 

Butantan em parceria com o Laboratório de Bioquímica e Biologia Molecular de Algas da 

Universidade de São Paulo iniciou em 2013 a procura por espécies algais que apresentem 

atividade a fim de bioprospectar compostos que confiram tal atividade. Espécies de algas dos 

filos Rhodophyta e Ochrophyta tiveram a atividade moluscicida e esquistossomicida de seus 

extratos avaliadas, em que espécies de Laurencia se mostraram promissoras. 

O gênero Laurencia pode ser considerado um dos gêneros de algas marinhas mais 

estudados no mundo, tendo diversos constituintes químicos identificados desde a década de 

60 (IRIE et al., 1969ª, 1969b, 1970; SIMS et al., 1974). No Brasil, Laurencia dendroidea é a 

espécie mais estudada em função de sua ocorrência ao longo de parte do litoral brasileiro. 

Dela são isolados sesquiterpenos tipo chamigrano, os quais têm como característica a 

presença de ligações duplas exocíclicas onde o bromo pode ser um dos ligantes, 

caracterizando uma halogenação diferencial das espécies de algas marinhas. Pertencente a 

essa classe de sesquiterpenos está o elatol, um dos componentes majoritários e metabólito 

mais estudado dessa espécie (PEREIRA; TEIXEIRA, 1998). 

Apesar da vasta quantidade de informação referente às atividades biológicas de 

extratos e compostos de Laurencia dendroidea (ANGGADIREDJA et al., 1997; 

SHANMUGAM; MODY, 2000; VAIRAPPAN, 2003; LEE et al., 2008; PERES et al., 2012; 

SOARES et al., 2012), pouco se sabe sobre a atividade dessa espécie no combate à 

esquistossomose, tendo a co-orientadora do presente trabalho estudado pela primeira vez a 

atividade do extrato e do elatol em vermes adultos de S. mansoni (STEIN, 2015) e,  

posteriormente, em embriões de B. glabrata. Assim sendo, optou-se pela metodologia de 

fracionamento biomonitorado para o estudo da atividade moluscicida e cercaricida, com a 

intenção de promover maior alcance na busca por compostos potencialmente ativos.  

Tal metodologia encaixa-se na escolha pela Laurencia dendroidea, uma vez que essa 

espécie tem grande potencial na descoberta de novos compostos, possuindo grande variedade 

e de metabólitos com atividades biológicas já confirmadas na literatura. O que fora refletido 
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em testes prévios em nosso laboratório e na atividade moluscicida dos extratos de L. 

dendroidea realizados nesse trabalho. A atividade biológica detectada foi promissora, uma 

vez que ensaios com outras espécies do gênero Laurencia realizados em nosso laboratório 

apresentaram atividade moluscicida em tempos de exposição semelhantes. Extratos de L. 

aldingensis em diclorometano e hexano a 100 mg.L
-1

 causaram a mesma mortalidade no 

mesmo tempo de exposição (24 h), nos mesmos estádios (blástula e véliger), porém, o extrato 

dessa espécie em metanol não apresentou atividade. Comparados aos extratos metanólicos das 

outras espécies de Laurencia, o extrato de L. dendroidea foi o mais ativo.  

Através da avaliação do perfil cromatográfico em CG-EM dos extratos em éter de 

petróleo, em diclorometano e em metanol, diversas substâncias foram detectadas, 

confirmando o exposto na literatura para a espécie. Entre elas, presentes majoritariamente em 

todos os extratos, o elatol e o isoobtusol. Ambas as substâncias foram identificadas com baixo 

índice de similaridade uma vez que as bibliotecas disponíveis as tem na forma de acetato. 

Entretanto, ao trabalhar-se com o extrato em diclorometano que apresentou a maior 

quantidade de compostos voláteis (220), e, portanto, foi o eleito para fracionamento, gerando 

39 frações, teve uma delas caracterizada por RMN como elatol puro, confirmando o que fora 

inicialmente detectado pela análise por CG-EM.  

O elatol já havia sido identificado e isolado em L. dendroidea e descritas atividades 

antiparasitárias. Apresentou atividade contra Leishmania amazonensis após 72 h de 

incubação, com IC50 de 4,0 µM e 0,45 µM para as formas promastigota e amastigota 

intracelular, respectivamente (SANTOS et al., 2010). Mais recentemente, Machado et al. 

(2011) reportou valores de IC50 maiores para o mesmo período de incubação, para 

promastigotas 18,6 µM e para amastigotas 11,7 µM. Testado também quanto ao potencial 

anti-tripanosoma, apresentou efeito contra as formas epimastigotas, tripomastigotas e 

amastigotas de Trypanosoma cruzi, com valores de IC50 de 45,4 µM, 1,38 µM e 1,01 µM, 

respectivamente (VEIGA-SANTOS et al., 2009). Entretanto, ao testar o elatol na 

concentração de 149 µM (50 mg.L
-1

), Stein (2015) não detectou nenhuma atividade sobre a 

forma adulta de S. mansoni. 

No presente estudo o elatol apresentou atividade na forma de vida livre aquática do 

parasita (cercária), em concentração de 37,5 µM (12,5 mg.L
-1

), inferior à testada por Stein 

(2015) na forma adulta. Nessa concentração a motilidade de todos os animais expostos foi 

interrompida. A diferença de sensibilidade entre os estágios de desenvolvimento do S. 

mansoni já fora descrita para outros compostos, como o praziquantel, oxamniquine e 

artemeter, além da piplartina de origem vegetal (UTZINGER et al., 2003: ARAGÓN et al., 
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2009; VERAS et al., 2012); porém, até o presente momento, não há estudos que descrevam os 

mecanismos envolvidos na diferença de sensibilidade. Diversos autores pressupõem que as 

mudanças morfológicas, fisiológicas e bioquímicas do parasita podem estar relacionadas a tal 

diferença (KUSEL; GORDON, 1989; SKELLY; ALAN WILSON, 2006). 

O elatol também apresentou atividade moluscicida em baixas concentrações, devido 

a maior sensibilidade dos indivíduos em fase inicial de formação e em ambos os estádios, 

blástula (CL50 1,65 µM | 0,55 mg.L
-1

) e véliger (CL50 13,5 µM | 4,52 mg.L
-1

), sendo ativo em 

concentrações recomendadas pela OMS para um moluscicida de origem vegetal.  Esse 

resultado se mostra promissor, uma vez que apresenta um composto com atividade ainda 

maior que cetonas isoladas por Rapado (2015), como a 2’,4’,6’-trihidroxidihidrochalcona 

cujas as CL90 são de 14,12 e 14,87 mg.L
-1

 para blástula e véliger, respectivamente. Também 

fora mais efetivo que o ácido úsnico testado por Martins et al. (2014) cuja CL50 para blástula 

é de 0,92 mg.L
-1

.  

No perfil cromatográfico do extrato bruto de L. dendroidea em diclorometano 

também estava presente, em grande quantidade, o iso-obtusol, também isolado por Stein et al. 

(2015), metabólito secundário mais abundante na espécie depois do elatol e composto análogo 

a ele, diferindo-se pela presença de um bromo a mais em um dos anéis aromáticos que 

compõem a estrutura. Por se tratar de uma substância produzida em grande quantidade pela 

alga e por dispormos dela já isolada em nosso laboratório devido à parceria com a Drª Miriam 

Falkenberg e Drª Lilian Sibelle Campos Bernardes do Departamento de Ciências 

Farmacêuticas da Universidade Federal de Santa Catarina, o iso-obtusol também teve suas 

atividades moluscicida e cercaricida avaliadas. Da mesma forma, o obtusol, composto que 

difere do iso-obtusol pela rotação de um dos anéis aromáticos, também teve suas atividades 

avaliadas. 

Testados em concentração única de 25 mg.L
-1

, conforme explanado no item 3.4.3, 

tanto o obtusol quanto o iso-obtusol foram efetivos em eliminar 100% dos embriões de B. 

glabrata e cercárias de S. mansoni nos menores tempos de exposição, 24 h e 5 min, 

respectivamente. Respostas em baixos tempos de exposição são desejadas, pois significam 

que o composto interfere rapidamente no desenvolvimento do animal e/ou interrompendo suas 

funções vitais. Há de se ressaltar a atividade do iso-obtusol também no estádio adulto do S. 

mansoni, identificada por Stein (2015), tornando-o um composto de grande interesse devido 

ao potencial em exercer atividade sobre fases de desenvolvimento do parasita em diferentes 

habitats (meio aquático para as cercárias e sanguíneo para o esquistossoma). 
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A atividade em embriões de caramujos é de grande importância, pois significa que o 

composto consegue ultrapassar a membrana e a cápsula do ovo, além da massa gelatinosa, 

barreiras que protegem e envolvem o embrião na desova. As desovas encapsuladas são 

envolvidas por secreções produzidas por glândulas mucíparas e da ooteca para formar a massa 

dos ovos que é oviposta pelo caramujo no ambiente aquático. Segundo Hathaway et al. (2010) 

as proteínas que compõe a massa dos ovos possuem atividade microbicida e protegem os 

embriões no interior das desovas da ação de bactérias, fungos e outros patógenos. Contudo, o 

papel da desova e seus constituintes na proteção à exposição a compostos químicos ainda 

requer estudos.  

O mecanismo de ação de moluscicidas também não é bem conhecido, e, mesmo com 

relação à niclosamida, que está em uso desde a década de 80, não há um mecanismo de ação 

determinado. Especula-se que a morte dos caramujos expostos a compostos químicos ocorra 

devido a alterações fisiológicas, como a redução nos batimentos cardíacos e inchaço de 

tecidos devido a alterações nos níveis de líquido intracelular (WHO, 1983; DUNCAN, 1985). 

Em função dos altos níveis de atividade apresentados pelo elatol, obtusol e iso-

obtusol, foi avaliada a toxicidade dos compostos em D. similis. Todos os compostos foram 

classificados como tóxicos, o que não inviabiliza sua utilização, uma vez que a niclosamida, 

considerada muito tóxica sob os mesmos critérios de avaliação, é utilizada em locais 

endêmicos como moluscicida para controle da transmissão da esquistossomose até o presente 

(ANDREWS; THYSSEN; LORKET, 1983; WHO, 1993). 

Assim, a procura por outros compostos com a requerida atividade biológica continua, 

podendo prosseguir de diferentes formas, dentre elas: a metodologia de fracionamento 

biomonitorado, explanada no item 3.4, empregada até o momento. Segundo Hostettmann e 

Marston (1997) o monitoramento da atividade biológica e das frações obtidas é indicado por 

possibilitar o direcionamento das operações de fracionamento para o isolamento dos 

compostos considerados de maior interesse em função dos dados espectrais obtidos. 

Entretanto, apesar de efetiva, essa é uma metodologia dispendiosa, onde cada fração obtida 

passa por uma etapa de análise cromatográfica, de testes de atividade biológica e posterior 

sub-fracionamento, até que um composto puro seja obtido. Com o intuito de usar de forma 

mais eficiente os dados obtidos após o primeiro fracionamento, o presente trabalho fez uso de 

metodologias usualmente empregadas em estudos metabolômicos (KALOGEROPOULOU, 

2011; CRUZ, 2017).  

A sobreposição dos dados tratados e agrupados pelo XCMS com os dados de 

atividade biológica, sem que houvesse uma análise de correlação, apontou 20 regiões onde 



69 
 

encontram-se aproximadamente 181 pares mz/TR com potencial de representarem compostos 

ativos (Figura 24). Tais pares, em sua grande maioria, não indicam qual composto 

representam, uma vez que as bibliotecas para compostos oriundos de extratos algais ainda são 

muito limitadas, diferentemente do que ocorre com os extratos de espécies vegetais, o que 

também dificulta a implementação completa da metodologia de metabolômica sobre todos os 

compostos presentes nas frações.  

 A cromatografia gasosa, com sua elevada sensibilidade, gera uma grande quantidade 

de picos que não necessariamente representam metabólitos, mas sim isótopos, fragmentos e 

variações químicas gerados durante o processo de ionização. Cada metabólito real pode gerar 

dezenas de picos correspondentes a moléculas derivadas, o que aumenta a complexidade dos 

dados e, consequentemente, de seu tratamento analítico (SCHELTEMA et al., 2009). Dessa 

forma, o presente modelo ainda requer etapas de filtragem que permitam ao modelo 

determinar com maior precisão os metabólitos responsáveis pelas atividades desejadas. 

Caso validado, este protocolo reduziria consideravelmente os gastos com reagentes e 

o número de animais utilizados para a procura de compostos ativos, reduzindo a um 

fracionamento único do extrato bruto, caracterização das frações por CG-EM e de sua 

atividade biológica, tratamento dos dados, isolamento do composto em potencial por 

cromatografia, identificação e/ou confirmação do composto por RMN e teste final de 

atividade. 

Uma possibilidade para a redução da toxicidade se dá através de modificações na 

molécula do composto ativo. Pois, apesar das atividades descritas anteriormente, os 

mecanismos de ação do elatol, obtusol e iso-obtusol não foram elucidados em nenhum dos 

modelos biológicos testados. Em estudos recentes em parceria com o Departamento de 

Ciências Farmacêuticas da UFSC, derivados do elatol e do iso-obtusol estão sendo 

desenvolvidos, a fim de determinar quais grupos funcionais são responsáveis pela atividade 

moluscicida e cercaricida, bem como os que influenciam na indução de toxicidade a outros 

organismos.  Espera-se, assim, que os testes com derivados abram caminho para um melhor 

entendimento das relações entre estrutura química e atividade biológica desses sesquiterpenos. 
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6 CONCLUSÕES 

Os extratos em éter de petróleo, diclorometano e metanol de L. dendroidea 

apresentaram forte atividade moluscicida em todos os estádios expostos, acarretando na morte 

dos animais no menor tempo de exposição avaliado.  

O fracionamento biomonitorado da atividade moluscicida em B. glabrata de L. 

dendroidea resultou no isolamento de um composto ativo: elatol, confirmando essa espécie de 

alga marinha como promissora na busca por compostos com atividade moluscicida.  

O elatol é um composto de grande potencial no controle da esquistossomose, pois 

apresenta atividade moluscicida e cercaricida em concentrações abaixo das recomendadas 

pela OMS e nos menores tempos de exposição, com valores de CL50 de 0,55 ± 0,08 e 4,52 ± 

0,29 mg.L
-1

, e de CL90 de 1,08 ± 0,09 e 6,12 ± 0,17 mg.L
-1

 para blástula e véliger 

respectivamente. 

O elatol foi considerado tóxico ao ter sua toxicidade avaliada em D. similis, contudo, 

modificações estruturais já estão sendo realizadas a fim de elucidar o mecanismo de ação, 

reduzir a toxicidade e melhorar a atividade moluscicida e cercaricida. 

A fim de otimizar o fracionamento biomonitorado, integrou-se ao presente estudo, 

análises de metabolômica, que possibilitará a identificação de possíveis compostos ativos sem 

a necessidade de uma nova etapa de subfracionamento e avaliação de atividade moluscicida, 

caso as análises de correlação verifiquem essa hipótese. Se validada, a metodologia terá 

grande impacto na redução de custos e de animais utilizados para o isolamento e identificação 

de compostos com atividade biológica. 
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7 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

Propõe-se como continuidade deste trabalho: 

- Validação do modelo proposto através do isolamento de um dos compostos 

denotados pelo modelo e confirmação de sua atividade biológica, e através de análise 

multivariada dos dados obtidos; 

- Avaliar a atividade do iso-obtusol nas demais formas do S. mansoni, uma vez 

que esse apresentou atividade em cercarias e vermes adultos.  

- Elaborar mais derivados do elatol, obtusol e iso-obtusol, para melhor elucidar 

os mecanismos de ação e toxicidade dessas substâncias; 
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ANEXOS 

 

ANEXO 1 

Ensaio de atividade biológica dos extratos em hexano (LD-EH), em diclorometano (LD-

DCM), em metanol (LD-EM) e em água (LD-H2O) de L. dendroidea em embriões de B. 

glabrata em estádio blástula e véliger. 

Extrato Número de Embriões 

% Embriões 

Malformados %Embriões Mortos 

Blastula Véliger Blástula Véliger Blástula Véliger 

LD-EH 75 86 0 0 100 100 

LD-DCM 94 66 0 0 100 100 

LD-EM 73 59 0 0 100 100 

LD-H2O 52 65 0 0 0 0 

CT H2O 57 51 0 0 0 0 

CT DMSO 66 84 0 0 0 0 

CT: Controle 
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ANEXO 2 Ensaio de atividade biológica das frações do extrato em diclorometano de L. 

dendroidea em cercárias de S. mansoni. 

Extrato Fração 
Nº de 

Cercarias 

Mortalidade (%)/Tempo (min) 

5 15 30 60 120 

LD-DCM 1 - 8 104 0 1,9 2,9 31,7 35,6 

LD-DCM 9 - 11 99 0 0 5,1 21,2 30,3 

LD-DCM 12 - 14 102 3,9 90,2 95,1 100 100 

LD-DCM 15 - 19 103 8,7 75,7 90,3 100 100 

LD-DCM 20 - 22 103 27,2 88,3 96,1 100 100 

LD-DCM 23 - 25 104 100 100 100 100 100 

LD-DCM 26 - 27 97 100 100 100 100 100 

LD-DCM 28 - 30 101 35,6 100 100 100 100 

LD-DCM 31 - 32 102 100 100 100 100 100 

LD-DCM 33 102 100 100 100 100 100 

LD-DCM 34 - 36 100 100 100 100 100 100 

LD-DCM 37 96 100 100 100 100 100 

LD-DCM 38 - 53 97 100 100 100 100 100 

LD-DCM 54 - 66 107 100 100 100 100 100 

LD-DCM 67 - 75 105 100 100 100 100 100 

LD-DCM 76 - 88 99 9,1 68,7 68,7 69,7 83,8 

LD-DCM 89 - 126 101 55,4 59,4 63,4 65,3 71,3 

LD-DCM 127 - 133 100 52,0 60,0 64,0 67,0 75,0 

LD-DCM 134 - 140 101 21,8 35,6 40,6 45,5 48,5 

LD-DCM 141 - 178 107 0 0 20,56 20,56 20,56 

LD-DCM 179 - 215 104 10,58 10,58 30,77 40,38 60,58 

LD-DCM 216 - 217 101 9,90 9,90 14,85 14,85 14,85 

LD-DCM 218 - 222 101 22,77 24,75 29,70 29,70 29,70 

LD-DCM 223 - 229 99 0 0 5,05 8,08 8,08 

LD-DCM 230 - 236 102 10,78 12,75 26,47 26,47 31,37 

LD-DCM 237 - 252 110 0 0 13,64 66,36 66,36 

LD-DCM 253 - 263 103 0 0 0 83,54 85,44 

LD-DCM 265 105 100 100 100 100 100 

LD-DCM 266 112 10,71 23,21 23,21 23,21 25,89 

LD-DCM 267 102 100 100 100 100 100 

LD-DCM 268 104 100 100 100 100 100 

LD-DCM 269 - 275 102 100 100 100 100 100 

LD-DCM 276 - 282 96 100 100 100 100 100 

LD-DCM 283 - 287 102 100 100 100 100 100 

LD-DCM 288 - 290 106 0 0 0 0 0 

LD-DCM 291 - 294 101 0 0 0 0 0 

LD-DCM 295 - 296 101 0 0 0 0 0 

LD-DCM 297 104 0 0 0 0 0 

LD-DCM 298 - 299 107 0 0 0 38,32 38,32 

CT H2O 109 0 0 1,83 4,59 7,34 

CT DMSO 102 0 0 2,94 4,90 8,82 

CT: Controle 
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ANEXO 3 

Ensaio de atividade biológica de frações do extrato em diclorometano de L. dendroidea em 

embriões de B. glabrata em estádio blástula e véliger. 

Extrato Nº de Embriões 

% Embriões 

Malformados % Embriões Mortos 

Blástula Véliger Blástula Véliger Blástula Véliger 

CT H2O 53 53 0 0 0 0 

CT 

DMSO 51 51 0 0 0 0 

LD-DCM 

1-8 52 56 0 0 0 0 

LD-DCM 

9-11 56 52 0 0 0 0 

LD-DCM 

12-14 50 54 0 0 0 0 

LD-DCM 

15-19 56 56 0 0 0 0 

LD-DCM 

20-22 52 57 0 0 21,15 0 

LD-DCM 

23-25 53 51 0 0 100 43,14 

LD-DCM 

26-27 56 51 0 0 100 0 

LD-DCM 

28-30 56 52 0 0 100 0 

LD-DCM 

31-32 55 54 0 0 100 66,67 

LD-DCM 

33 51 55 0 0 100 100 

LD-DCM 

34-36 54 57 0 0 100 100 

LD-DCM 

37 59 63 0 0 100 100 

LD-DCM 

38-53 60 60 0 0 100 100 

LD-DCM 

54-66 52 57 0 0 100 82,46 

LD-DCM 

67-75 52 56 0 0 40,38 0 

LD-DCM 

76-88 56 53 0 0 100 0 

LD-DCM 

89-126 51 57 0 0 100 0 

LD-DCM 

127-133 51 53 0 0 25,49 0 

LD-DCM 

134-140 53 50 0 0 100 0 

LD-DCM 

141-178 50 56 0 0 0 0 

LD-DCM 

179-215 60 58 0 0 100 0 

LD-DCM 

216-217 51 52 0 0 0 0 

LD-DCM 

218-222 60 57 0 0 46,67 0 

LD-DCM 

223-229 58 59 0 0 0 0 

LD-DCM 

230-236 50 54 2 0 0 0 

LD-DCM 

237-252 54 59 0 0 0 0 

LD-DCM 

253-263 55 54 0 0 0 0 

LD-DCM 

265 50 55 0 0 100 100 
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LD-DCM 

266 52 58 0 0 0 0 

LD-DCM 

267 53 63 0 0 100 0 

LD-DCM 

268 52 54 0 0 100 100 

LD-DCM 

269-275 56 57 0 0 100 100 

LD-DCM 

276-282 60 50 0 0 100 0 

LD-DCM 

283-287 58 51 0 0 100 0 

LD-DCM 

288-290 61 53 0 0 0 0 

LD-DCM 

291-294 54 54 0 0 0 0 

LD-DCM 

295-296 51 65 0 0 0 0 

LD-DCM 

297 62 52 0 0 0 0 

LD-DCM 

298-299 54 51 0 0 100 0 

LD-DCM 

300 - - - - - - 

LD-DCM 

301 - - - - - - 

LD-DCM 

302 - - - - - - 

LD-DCM 

303 - - - - - - 

LD-DCM 

304-340 - - - - - - 

CT: Controle 
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ANEXO 4 

Cromatografia em camada delgada em placa de sílica dos extratos em éter de petróleo (LD-

EP), diclorometano (LD-DCM) e metanol (LD-ME) de L. dendroidea. Fase móvel: 

diclorometano/metanol 2% para LD-EP e LD-DCM, e hexano/acetona 10% para LD-ME; 

revelador: reagente de Komarovsky. 
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ANEXO 5 

Cromatografia em camada delgada em placa analítica de sílica das frações 9 a 66 do extrato em diclorometano de L. dendroidea. Fase 

móvel: diclorometano/metanol 2%, revelador: reagente de Komarovsky. 
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ANEXO 6 

Cromatografia em camada delgada em placa analítica de sílica das frações 67 a 229 do extrato em diclorometano de L. dendroidea. Fase 

móvel: diclorometano/metanol 2%, revelador: reagente de Komarovsky. 
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ANEXO 7 

Cromatografia em camada delgada em placa analítica de sílica das frações 270 a 342 do extrato em diclorometano de L. dendroidea. Fase 

móvel: diclorometano/metanol 2%, revelador: reagente de Komarovsky. 
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ANEXO 8 

Identificação, concentração relativa e índice de similaridade de compostos de Laurencia dendroideia presentes em extrato de diclorometano 

(DCM) analisado por CG-EM. Onde: TR, tempo de retenção; IKob, índice de Kovats obtido; IKlit, índice de Kovats na literatura. 

N° 
TR 

(min) 
IK ob IK lit Composto 

% 

 

Extrato Similaridade 

1 10,233 1070,708 1068 
1
 Egitol 0,06 92 

2 12,458 1127,779 1131.2 
2
 1-(4-Methyl-3-cyclohexen-1-yl)ethanone 0,02 85 

3 12,458 1127,779 1131.2 
2
 4-Acetyl-1-methylcyclohexene  0,02 83 

4 16,625 1226,847 1234.8 
2
 Methylethylmaleimide  0,01 86 

5 22,458 1362,867 1367 
3
 Isolongifolene 1,73 85 

6 23,242 1381,293 1398 
4*

 .alpha.-Gurjunene  0,2 90 

7 24,100 1401,51 1410 
5*

 Aromadendrene 0,14 85 

8 25,258 1429,713 1429.6 
6
 l-Caryophyllene 0,04 87 

9 30,025 1547,972 1557 
8*

 LONGIFOLEN-V2 0,99 87 

10 36,200 1711,158 1711 
9*

 Pentadecanal 0,97 93 

11 37,808 1756,352 1756 
10*

 Myristic acid 0,51 93 

12 37,808 1756,352 1756 
10*

 Tridecanoic acid 0,51 92 

13 44,658 1958,552 1958 
11*

 Palmitic acid 2,23 92 

14 50,025 2130,34 2123 
12*

 Oleic Acid 0,87 87 

15 53,308 2242,556 2250 
14

 Tributyl acetylcitrate 1,1 93 

16 54,792 2294,663 2282.3 
15*

 cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaenoic acid, methyl ester 1,76 91 

17 67,742 2800,845 2814 
16*

 trans-Squalene 0,19 93 

18 67,742 2800,845 2814 
16*

 Squalene 0,19 92 

19 77,250 3071,752 3071 
17*

 Cholesterol 2,23 87 
1
 Castello and Gerbino, 1988; 

2
 Andriamaharavo, 2014; 

3
 Tzakou et al., 2004; 

4
 Jantan, Ali, et al., 1995; 

5
 Dob, Dahmane, et al., 2006; 

6
 Ament 

K., Kant M.R., et al., 2004; 
7
 Bos, Woerdenbag, et al., 1997; 

8
 Skaltsa, Demetzos, et al., 2003; 

9
 Pavlovic, Petrovic, et al., 2007; 

10
 Bendiabdellah, 

El Amine Dib, et al., 2012; 
11

 Stojanovic, Radulovic, et al., 2011; 
12

 Ansorena, Astiasarán, et al., 2000; 
13

 VOC BinBase, 2012; 
14

 Mondello, 

2012; 
15

 Tret'yakov, 2007; 
16

 Kurashov, Mitrukova, et al., 2014; 
17

 Quilliam and Westmore, 1978. 
* 
Coluna na literatura é diferente da usada 

nesse estudo. 
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ANEXO 9 

Ensaio de atividade biológica para determinação da CL50 do elatol em embriões em estádio blástula de B. glabrata. 

Concentração 

(µg/mL) 

Mortalidade 

Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 

Nº 

Embriões 

Nº 

Embriões 

Mortos 

Nº Embriões 

Mortos (%) 

Nº 

Embriõe

s 

Nº 

Embriões 

Mortos 

Nº Embriões 

Mortos (%) 

Nº 

Embriõe

s 

Nº 

Embriões 

Mortos 

Nº 

Embriões 

Mortos (%) 

Controle H2O 115 0 0 75 0 0 107 0 0 

Controle DMSO 89 0 0 52 0 0 75 0 0 

100 106 106 100 48 48 100 75 75 100 

50 113 113 100 58 58 100 68 68 100 

25 89 89 100 68 68 100 81 81 100 

12,5 92 92 100 60 60 100 54 54 100 

6,25 80 80 100 67 67 100 60 60 100 

5,5 66 66 100 69 69 100 69 69 100 

4,7 64 64 100 45 45 100 60 60 100 

3,93 51 51 100 59 59 100 53 53 100 

3,13 56 56 100 62 62 100 55 55 100 

2,74 54 54 100 58 58 100 72 72 100 

2,35 56 56 100 57 57 100 62 62 100 

1,9 51 51 100 47 47 100 55 55 100 

1,56 53 53 100 55 55 100 62 62 100 

0,8 57 44 77,19 54 39 72,22 41 31 75,61 

0,7 52 35 67,31 63 39 61,90 54 36 66,67 

0,6 45 24 53,33 57 29 50,88 52 26 50,00 

0,5 41 19 46,34 57 25 43,86 59 27 45,76 

0,4 52 21 40,38 54 23 42,59 53 21 39,62 

0,3 49 11 22,45 56 13 23,21 68 17 25,00 

0,2 64 0 0 55 0 0 51 0 0 
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ANEXO 10 

Ensaio de atividade biológica para determinação da CL50 do elatol em embriões em estádio véliger de B. glabrata. 

Concentração 

(ug/mL) 

Mortalidade (%) 

Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 

Nº 

Embriões 

Nº 

Embriões 

Mortos 

Nº 

Embriões 

Mortos (%) 

Nº 

Embriões 

Nº 

Embriões 

Mortos 

Nº 

Embriões 

Mortos (%) 

Nº 

Embriões 

Nº 

Embriões 

Mortos 

Nº Embriões 

Mortos (%) 

Controle H2O 74 0 0 49 0 0 90 0 0 

Controle DMSO 92 0 0 57 0 0 66 0 0 

100 88 88 100 42 42 100 85 85 100 

50 85 85 100 42 42 100 66 66 100 

25 62 62 100 49 49 100 59 59 100 

18,75 63 63 100 71 71 100 70 70 100 

12,5 75 75 100 46 46 100 67 67 100 

9,38 56 56 100 70 70 100 71 71 100 

6,25 54 54 100 54 54 100 47 47 100 

5,9 55 48 87,27 60 51 85,00 63 56 88,89 

5,5 56 41 73,21 69 52 75,36 52 36 69,23 

5,1 65 45 69,23 59 40 67,80 55 37 67,27 

4,9 59 35 59,32 62 39 62,90 75 48 64,00 

4,7 57 33 57,89 53 31 58,49 65 37 56,92 

4,2 70 36 51,43 56 30 53,57 73 38 52,05 

3,93 73 22 30,14 57 17 29,82 55 17 30,91 

3,13 77 10 12,99 54 6 11,11 59 8 13,56 

2,74 95 11 11,58 56 6 10,71 53 6 11,32 

2,35 51 0 0 56 3 5,36 51 1 1,96 
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ANEXO 11 

Ensaio de atividade biológica dos compostos elatol, obtusol e iso-obtusol em cercárias de S. mansoni. 

Composto 

(25 mg.L
-1

) 

Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 

Nº de 

Cercárias 

Mortalidade (%)/Tempo 

(min) 
Nº de 

Cercárias 

Mortalidade (%)/Tempo 

(min) 
Nº de 

Cercárias 

Mortalidade (%)/Tempo 

(min) 

5 15 30 60 120 5 15 30 60 120 5 15 30 60 120 

CT Água 110 0,0 0,0 1,8 5,5 5,5 183 0,0 3,3 6,0 3,8 3,8 179 0,0 1,7 7,3 3,4 4,5 

CT DMSO 107 3,7 3,7 4,7 7,5 7,5 181 0,0 4,4 4,4 4,4 4,4 194 0,0 3,1 5,7 7,2 4,6 

Elatol 131 100 100 100 100 100 196 100 100 100 100 100 130 100 100 100 100 100 

Obtusol 111 100 100 100 100 100 73 100 100 100 100 100 105 100 100 100 100 100 

Iso-Obtusol 153 100 100 100 100 100 135 100 100 100 100 100 100,0 100 100 100 100 100 

 

 

 


