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RESUMO 

 

 

A incidência de casos de câncer vem crescendo em ritmo acelerado em todo o mundo, 

o que tem despertado o interesse na busca de tratamentos mais eficazes. Geralmente, as 

drogas utilizadas nessas terapias, causam algum tipo de efeito colateral podendo também, em 

certas circunstâncias, ser carcinogênicos. Desta forma ensaios para avaliar a atividade 

genotóxica desses fármacos são necessários para promover uma segurança na utilização 

desses terapêuticos. As substâncias liquênicas apresentam várias atividades biológicas, 

podendo ser candidatas promissoras a drogas antineoplásicas. O objetivo deste estudo foi 

verificar a atividade citotóxica de extratos orgânicos e ácido úsnico obtido de Cladonia 

substellata bem como efeitos genotóxicos deste metabólito liquênico e seus derivados 

pirazólicos sintéticos. Os extratos orgânicos foram obtidos a partir da extração por 

esgotamento a quente em aparelho de Soxhlet do talo de C. substellata. O ácido úsnico foi 

obtido por purificação do extrato etéreo, seguido por sucessivas cristalizações até obtenção de 

alto grau de pureza da substância. Os derivados pirazólicos foram sintetizados através da 

reação do ácido úsnico purificado com as fenil-hidrazinas substituídas e quantidade 

equivalentes de bicarbonato de sódio (NaHCO3). Análises cromatográficas em camada 

delgada (CCD) e liquida de alta eficiência (CLAE), ressonância magnética nuclear de prótons 

(RMN-H1) e Carbono 13 (RMN-C13), bem como infravermelho (IV) foram realizadas para 

confirmação estrutural da molécula do ácido úsnico purificado e dos derivados pirazólicos. O 

ensaio de citotoxicidade foi realizado pelo método do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazólio  (MTT), avaliado os extratos orgânicos e o ácido úsnico purificado de C. 

substellata frente às linhagens de células tumorais NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide 

de pulmão humano), HEp-2 (carcinoma de laringe humana) e HL-60 (leucemia promielocitica 

aguda). Os testes de genotoxicidade in vivo, foram feitos pelo ensaio cometa e teste do 

micronúcleo. Os extratos orgânicos e o ácido úsnico purificado apresentaram porcentagem de 

inibição celular muito significativa (>70%), de modo que o extrato etéreo (100%) e o 

composto 3e (90,3%) apresentaram os melhores resultados para a linhagem celular MCF-7. O 

ácido úsnico purificado apresentou CI50 de 4, 97 µg/mL e 2,19 µg/mL às células NCI-H292 e 

HEp-2 respectivamente, enquanto que o extrato clorofórmico foi o que apresentou maior 

atividade frente à linhagem celular HL-60 com CI50 de 3,34 µg/mL. A análise estatística do 

ensaio cometa e teste do micronúcleo demonstrou que o ácido úsnico e todos os compostos 

derivados (3a-3f) não apresentaram valores significativos (p ≥ 0,05) quando comparados com 

o controle negativo. Desta forma, os compostos testados não foram genotóxicos e 

mutagênicos. Assim, os dados apresentados são animadores e ampliam os horizontes para 

realização de novos ensaios com o intuito de se aprofundar o conhecimento acerca destas 

novas moléculas.  

 

 

Palavras-chave: atividade antineoplásica; ensaio cometa; teste de micronúcleo; substâncias 

liquênicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

ABSTRACT 

 

 

The incidence of cancer is increasing at a rapid pace worldwide, which has raised interest in 

the search for more effective treatments. Generally, the drugs used in these therapies cause 

some kind of side effect may also in certain circumstances be carcinogenic. Thus assays for 

evaluating the genotoxic activity of these agents are needed to promote safety in using these 

therapeutics. The liquenicas substances have various biological activities and may be 

promising candidates for anticancer drugs. The objective of this study was to determine the 

cytotoxic activity of organic extracts and usnic acid obtained from Cladonia substellata and 

genotoxic effects of this lichen metabolite and their synthetic pyrazole derivatives. The 

organic extracts were obtained from hot extraction in a Soxhlet apparatus depletion of stem C. 

substellata. The usnic acid was obtained by purification of the ether extract, followed by 

repeated crystallisations to achieve high purity of substance. The pyrazole derivatives were 

synthesized by the reaction of purified usnic acid with the substituted phenylhydrazines and 

equivalent amount of sodium bicarbonate (NaHCO3). Thin layer chromatographic analysis 

(TLC) and high performance liquid (HPLC), nuclear magnetic resonance of protons (H1-

NMR) and carbon 13 (C13-NMR) and infrared (IR) were performed to confirm the structure of 

the molecule purified usnic acid and pyrazole derivatives. The cytotoxicity assay was 

performed by the method of 3- [4,5-dimethylthiazol-2,5-diphenyltetrazolium bromide] (MTT 

assay), rated the organic extracts and the purified usnic acid of C. substellata front of tumor 

cell lines NCI-H292 (human pulmonary mucoepidermoid carcinoma), HEp-2 (human 

laryngeal carcinoma) and HL-60 (acute promyelocytic leukemia). The in vivo genotoxicity 

tests were made by the comet assay and micronucleus test. The organic extracts and purified 

usnic acid showed very significant percentage of cellular inhibition (> 70%), so that the 

ethereal extract (100%) and Compound 3e (90,3%) showed the best results for cell line MCF-

7. The purified usnic acid showed IC50 4, 97 mg / mL and 2.19 mg / mL to NCI-H292 cells 

and Hep-2 respectively, while the chloroform extract showed the most activity against the 

HL-60 cell line with IC50 3.34 mg / mL. Statistical analysis of the comet assay and 

micronucleus test showed that the usnic acid and its derivative compounds (3a-3f) showed no 

significant differences (p ≥ 0.05) when compared to the negative control. Thus, the 

compounds tested were not genotoxic and mutagenic. Thus, the data presented are 

encouraging and broaden the horizons for new tests in order to increase knowledge about 

these new molecules. 

 

Keywords: antineoplastic activity; comet assay; micronucleus test; liquenicas substances. 
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Rocha, T.A. 2015                       Avaliação da Citotoxicidade e Ação Genotóxica de Extratos Orgânicos de Cladonia..., 

1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Aspectos gerais e epidemiológicos sobre o câncer 

 

A incidência de câncer vem crescendo em ritmo acelerado em todo o mundo, sendo 

responsável por um número significativo de pacientes. De acordo com estimativas mundiais 

do projeto Globocan 2012 (FERLAY et al., 2013), da Agência Internacional para Pesquisa em 

Câncer (Iarc, do inglês International Agency for Research on Cancer), e da Organização 

Mundial da Saúde (OMS) (2007), houve 14,1 milhões de casos novos de câncer e um total de 

8,2 milhões de mortes por câncer, em todo o mundo, em 2012. No Brasil, a estimativa para o 

ano de 2014 aponta para a ocorrência de aproximadamente 576 mil casos novos de câncer, o 

que reforça a relevância do problema da doença no país (BRASIL.INCA, 2014).   

Na figura 1, estão apresentados os tipos de câncer mais incidentes, à exceção do 

câncer de pele do tipo não melanoma, que acometem homens e mulheres no Brasil. No sexo 

masculino os cânceres de próstata, de pulmão, brônquio e traqueia foram os mais frequentes, 

enquanto que no sexo feminino foram os cânceres de mama, de colo e de reto (BRASIL. 

INCA, 2014).   

 

Figura 1- Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados para 2014 por sexo, 

exceto pele não melanoma*. 

 

Fonte: BRASIL, INCA 2014. 
 

Segundo o Instituto Nacional do Câncer (INCA) (BRASIL, 2014) câncer é 

classificado como um conjunto de mais de 100 doenças que tem como causa o crescimento 

desordenado (maligno) de células que invadem os tecidos e órgãos, podendo espalhar-se 

(metástase) para outras regiões do corpo.  

O processo de formação do câncer é chamado de carcinogênese ou oncogênese e, 

em geral, acontece lentamente, podendo levar vários anos para que uma célula cancerosa se 



17 

Rocha, T.A. 2015                       Avaliação da Citotoxicidade e Ação Genotóxica de Extratos Orgânicos de Cladonia..., 

prolifere e dê origem a um tumor visível. Esse processo ocorre em três estágios principais, o 

primeiro estágio é o de iniciação, em que a célula sofre ação dos agentes cancerígenos ou 

carcinógenos que são fatores externos (meio ambiente em 80% dos casos, como alimentos, 

medicamentos, estilos e hábitos de vida) e/ou fatores internos (predisposições genéticas), os 

quais provocam modificações no DNA da célula (Figura 2). Em seguida, a célula alterada 

continua a sofrer ação de agentes que estimulam a sua multiplicação (agentes promotores) e 

transforma-se em células malignas ou cancerosas, este estágio é chamado de promoção 

(PONDER et. al., 1986; SHERR, 1996; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 1996; DE ALMEIDA et. 

al., 2005; BRASIL, 2011; SHAH et al. 2014).  

Para que ocorra essa transformação, é necessário um longo e continuado contato 

com o agente cancerígeno promotor. A suspensão do contato com agentes promotores muitas 

vezes interrompe o processo nesse estágio. O tipo de alimentação e a exposição excessiva e 

prolongada a hormônios são exemplos de fatores que promovem a transformação de células 

iniciadas em malignas. O terceiro e último estágio é o de progressão, caracterizado pela 

proliferação descontrolada e irreversível das células alteradas (Figura 3). Nesse estágio o 

câncer já está instalado, evoluindo até o surgimento das primeiras manifestações clínicas da 

doença (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 1996; DE ALMEIDA et. al., 2005; SHAH et al. 2014). 

 

 

Figura 2- Esquema representativo da transformação de uma célula normal em célula cancerosa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: BRASIL, INCA 2014. 
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Figura 3- Esquema representativo dos estágios de evolução da célula até chegar ao tumor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: BRASIL, INCA 2014 

 

 

O aumento no número de casos tem despertado interesse na busca de tratamentos mais 

eficazes na terapia do câncer. As terapias aplicadas hoje são cirurgias, radioterapias e 

quimioterapias. Outra forma de tratamento é o uso de anticorpos monoclonais, que são 

anticorpos produzidos por um único clone de um linfócito B parental, sendo, portanto, 

idênticos em relação às suas propriedades físico-químicas e biológicas (WAYTECK et. al., 

2014). Em geral, a terapia do câncer é combinada, sendo associado mais de um tipo de 

tratamento ou mais de dois agentes quimioterápicos (DE ALMEIDA et. al., 2005). 

Apesar de essas estratégias serem bem sucedidas na maioria dos casos, erradicando 

tanto os tumores primários, como a divisão das células malignas, as células saudáveis podem 

ser lesionadas, particularmente as células de rápido crescimento, como as gastrointestinais, 

capilares e as do sistema imunológico, pois as drogas utilizadas como agentes quimioterápicos 

atuam de forma não específica, promovendo efeitos colaterais tóxicos nos pacientes (DE 

ALMEIDA et. al., 2005; WAYTECK et. al., 2014).  

Os fármacos atualmente utilizados como agentes quimioterápicos afetam, em sua 

maioria, apenas uma das características das células cancerosas, o processo de divisão celular, 

sendo, portanto, apenas antiproliferativos. Esses fármacos não exercem nenhum efeito 

inibitório específico sobre o poder invasivo, a perda da diferenciação ou o poder metastático. 

Além disso, como seu efeito principal é exercido sobre a divisão celular, eles irão afetar todos 
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os tecidos normais que se dividem rapidamente, produzindo então, em maior ou menor grau, 

os conhecidos efeitos colaterais de uma quimioterapia. Ressalta-se ainda que os próprios 

agentes antineoplásicos podem também, em certas circunstâncias, ser carcinogênicos 

(BERNARDI: JACQUES-SILVA; LENZ, 2003).  

Dados epidemiológicos mostraram que cerca de 30 agentes utilizados em 

quimioterapia estão relacionados com neoplasmas secundários e que dez compostos 

apresentaram evidências de carcinogenicidade humana (KIKUCHI; PINTO, 2005). Podemos 

citar como exemplo, a administração de β-caroteno como anticarcinogênico, cujas tentativas 

de uso clínico foram interrompidas prematuramente quando se descobriu que este tipo de 

tratamento estava associado a aumento na incidência de câncer. Este acontecimento pode ser 

explicado pela propriedade de óxido-redução do β-caroteno, podendo agir como aceptor ou 

como produtor de radical livre, dependendo da concentração testada, estado de oxidação-

redução do sistema e propriedades intrínsecas do sistema fisiológico em estudo (KIKUCHI; 

PINTO, 2005). Diante disso faz-se necessário a avaliação de uma possível atividade 

genotóxica e/ou mutagênica, para garantir a segurança terapêutica de um agente neoplásico, 

onde se deve comprovar que o seu uso não traz agravos à saúde humana por meio de estudos 

farmacológicos, histopatológicos e toxicológicos (AQUINO, 2010). 

 

1.2 Genotoxicidade e Mutagenicidade 

 

Genotoxicidade é a habilidade que algumas substâncias apresentam de induzir 

modificações no material genético do organismo a ele exposto. Essas substâncias interagem 

quimicamente com o material genético, causando alterações oxidativas ou mesmo quebras na 

molécula de DNA. Na grande maioria dos casos, o dano é reparado pelo próprio organismo ou 

a célula é eliminada. Caso essa lesão seja fixada, as alterações podem se perpetuar nas células 

filhas durante o processo de replicação (WHITE; RASMUSSEN, 1998; SASAKI et al. 2000; 

OBE et al., 2002; WASSON; MCKELVEY-MARTIN; DOWNES, 2008).  O efeito genotóxico 

de um composto pode ser avaliado por meio de ensaios que investiguem o dano 

cromossômico como o de eletroforese em gel, conhecido como ensaio cometa. 

A mutagenicidade se caracteriza pela indução de alterações transmissíveis e 

permanentes da quantidade ou da estrutura do material genético (SASAKI et al. 2000; 

WASSON; MCKELVEY-MARTIN; DOWNES et al., 2008). Apesar de ocorrerem mutações 

espontâneas que surgem na ausência do efeito de um mutágeno conhecido, a maioria delas é 

induzida por agentes físicos, químicos ou biológicos, aos quais os seres humanos e outros 
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organismos podem ser expostos (GAMEIRO, 2005; CALVIELLO et al., 2006). O potencial 

mutagênico pode ser determinado através de ensaio in vitro ou in vivo. Essencial no estudo da 

mutagênese, o teste do micronúcleo (MN) é um bioindicador do efeito clastogênico (quebra 

de cromossomos) ou aneugênico (segregação cromossômica anormal), revelando a 

instabilidade genômica (LINDBERG et al 2007; IARMARCOVAI et al. 2009; THIERENS; 

VRAL, 2009; MUGHAL et al. 2010; TERRADAS et al. 2010).  

 

1.2.1 Ensaio Cometa 

 

Este ensaio baseia-se na medida de fragmentos de DNA que migram em um campo 

elétrico. Primeiramente as células são englobadas em gel e espalhadas em uma lâmina, e 

posteriormente submetidas a uma corrente elétrica que age como uma força proporcionando a 

migração desses fragmentos livres, resultantes de quebras, para fora do núcleo. Essas quebras 

podem ser de fita simples, dupla, crosslinks, sítios de reparo por excisão e/ou lesões alcali-

lábeis (locais em que a cadeia polinucleotídica sofre quebra quando há incubação do DNA em 

pH elevado). Após a eletroforese, as células que apresentam um núcleo redondo são 

identificadas como normais, sem lesão detectável no DNA. Em contra partida, as células 

danificadas são identificadas, visualmente, por uma espécie de cauda, semelhante a um 

cometa, formada pelos fragmentos de DNA. Estes fragmentos podem se apresentar em 

diferentes tamanhos, e ainda estar associados ao núcleo por uma cadeia simples (DA SILVA 

et al., 2003; GONÇALVES; CONCEIÇÃO; RESGALL-JUNIOR, 2003; SPIVAK; COX; 

HANAWALT, 2009). Existe uma escala visual de dano de acordo com a intensidade ou 

tamanho da cauda que vai de 0 (sem dano) a 4 (dano máximo) (Figura 4), que pode ser 

determinada utilizando-se microscopia (COLLINS, 2004). 

Este teste tem sido amplamente empregado desde meados da década de 80, com uma 

extensa aplicação em biomonitoramento de populações, para se testar o impacto de agentes 

genotóxicos oriundos de dejetos industriais, domésticos e agrícolas, poluentes ambientais e 

compostos terapêuticos, como também na determinação da capacidade de reparo de danos ao 

DNA em humanos, animais e populações de plantas, bem como em aplicações clínicas 

(HARTMANN et al., 2003). Os benefícios do ensaio cometa incluem a sua simplicidade, 

rápido desempenho e sua alta sensibilidade para vários tipos de danos no DNA (DA SILVA et 

al., 2003; GONÇALVES; CONCEIÇÃO; RESGALL-JUNIOR, 2003; SPIVAK; COX; 

HANAWALT, 2009). 
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Figura 4- Classificação do dano do DNA das células analisadas por ensaio cometa. 0 (sem dano aparente); 1 

(com pouco dano aparente); 2 (dano médio); 3 (dano médio com cauda mais longa) e 4 (dano máximo). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Rocha, 2015.  

 

1.2.2 Teste do Micronúcleo 

 

Inicialmente desenvolvido da médula óssea de camundongos (SCHMID, 1976) o teste 

de micronúcleo tem sido recomendado para estudos de monitoramento ambiental, danos 

citogenéticos induzidos por radiações, estilo de vida, deficiências em nutrientes e doenças e, 

principalmente, por sua capacidade de detectar agentes clastogênicos e aneugênicos 

solicitando, no entanto, proliferação celular para a observação do biomarcador de efeito. 

(SCHMID, 1976; STICH et al., 1998; FENECH, 2000; RIBEIRO; MARQUES, 2003; 

PASTOR et al., 2003).  

Consiste basicamente na exposição das células a agentes mutagênicos, onde 

micronúcleos, que são pequenos corpúsculos nucleares, são perdidos pelo núcleo principal ou 

formados por cromossomos inteiros que atrasam na anáfase durante a divisão celular. Esses 

corpúsculos perdidos ou cromossomos atrasados são envolvidos por uma membrana celular 

durante a telófase, aparecendo como pequenos núcleos além do núcleo principal (Figura 5) 

(IARMARCOVAI et al., 2009; THIERENS; VRAL, 2009; CEPPI et al., 2010) 
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Figura 5- Esquema da formação de micronúcleos como consequência de um dano no DNA de uma célula em 

divisão. (a) Dentro do normoblasto, a cromatina começa a condensar, e, eventualmente, o núcleo pinótico é 

expelido, proporcionando uma célula que é conhecido como um reticulócito (RET). Os RETs migram a partir da 

medula óssea para a circulação periférica, de modo que, 1 ou 2 dias mais tarde amadurece em um eritrócito 

normocromático, o qual é caracterizado pela degradação do RNA reticular e perda da expressão do receptor de 

transferrina (CD71). Embora o núcleo seja expelido durante a maturação de células vermelhas do sangue, o 

micronúcleo é retido. Se as células são genomicamente instável ou os camundongos foram tratados com uma 

genotoxina, a frequência de formação de micronúcleos aumenta. (b) Fragmento de DNA (micronúcleos) em um 

eritrócito da amostra de sangue fresco de um rato do tipo selvagem, feito por coloração May-Grünwald-Giemsa. 

(c, d) eritrócitos micronucleados a partir de uma amostra de sangue preparado pelo método DAPI (4'-6-

diamidino-2-fenilindole). As barras de escala, 5 µM. As setas indicam micronúcleos. 

Fonte: Adaptada de Balmus et al., 2014. 

 

A ocorrência dos micronúcleos simboliza uma resposta associada de instabilidade de 

cromossomos, fenótipos e alterações celulares causadas por defeitos genéticos e ou exposição 

exógena a agentes genotóxicos, refletindo inúmeras alterações cromossômicas importantes 

para a carcinogênese.  

O Teste de Micronúcleos oferece vantagens sobre a análise cromossômica clássica por 

ser um procedimento simples, eficaz e realizado a baixo custo. Além disso, a frequência de 

micronúcleos aparece elevada em tecidos expostos bem antes que qualquer sintoma clínico 

seja evidente, tornando-o valiosa ferramenta como biomarcador precoce para o risco do 

desenvolvimento de câncer (GARAJ-VRHOVAC; ZELJEZIC, 2001). 
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1.3 Líquens  

 

O aumento mundial do número de casos de neoplasias tem provocado um avanço na 

pesquisa na busca de soluções para o controle desta patologia. Há muitos anos os produtos 

naturais apresentam ser uma importante fonte de moléculas para o tratamento e profilaxia de 

diversos tipos de doenças permitindo o desenvolvimento de novos medicamentos. Os líquens 

surgem como uma promissora fonte de estudo, dos quais, muitas substâncias produzidas são 

exclusivas, não sendo encontradas em nenhum outro grupo de organismos (MATEOS, et al. 

1993). 

Os líquens são seres vivos que consistem em uma simbiose entre um fungo 

(micobionte) e uma ou mais algas ou cianobactérias (fotobionte) (HAMMER, 2009) (Figura 

6). O micobionte na maioria das vezes pertence ao filo Ascomycota, mas também ocorre como 

Basidiomycota, enquanto que o fotobionte se apresenta tanto como Chlorophyta quanto 

Cyanobacteria (NASH III, 1996; BENATTI; MARCELLI, 2007). Os líquens possuem uma 

diversidade de espécies que apresentam praticamente três tipos de talo: os folhosos, 

semelhantes a pequenas folhas, apresentando-se estratificados com várias camadas, os 

crostosos, sendo achatados, aderindo-se firmemente ao solo, tendo aspecto de crosta e, 

finalmente, os fruticosos, com aparência arborescente, com camadas distintas estruturalmente 

estratificadas (AHMADJIAN, 1993; NASH III, 1996). 

A estrutura morfológica dos líquens é composta pelas hifas pertencentes ao fungo, 

que, em espécies mais complexas, possuem aspectos anatômicos e morfológicos altamente 

especializados. O fotobionte apresenta sempre células envolvidas por hifas que se localizam 

próximos a superfície inferior e acima do córtex fúngico. Desta forma, o micobionte é o 

componente que forma a estrutura dos líquens, sendo o responsável por sua morfologia, 

proporcionando-os uma organização interna que mimetiza as folhas de plantas superiores, nas 

quais a absorção de luz pelo fotobionte possa ser maximizada (HALE, 1983; HONEGGER, 

1991; NASH III, 1996).  

Nessa associação simbiótica as algas produzem carboidratos como fonte energética 

para elas e para o fungo, enquanto que os fungos conferem uma proteção física contra a 

radiação excessiva, possibilitam a manutenção de uma alta pressão parcial de dióxido de 

carbono (em virtude da atividade respiratória), fixação e fornecem suplementos de águas, e 

nutrientes minerais retirados do substrato (COCCHIETTO; SKERT; NIMIS, 2002; 

GALASSO, 2010).  
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Geralmente a reprodução dos líquens ocorre de forma vegetativa, de modo que 

independente do fotobionte, o micobionte forma órgãos especializados, como sorédios e 

isídios. Os sorédios são aglomerados de células do fotobionte com hifas do micobionte, e não 

apresentam córtex. Os isídios, por sua vez, são dotados de córtex distinto. As estruturas de 

reprodução são importantes na determinação das espécies de líquens (XAVIER–FILHO; 

RIZZINI, 1976; SPIELMANN, 2006). 

 

Figura 6- (a) Filamentos do micobionte (Parmotrema tinctorum) envolvendo células do fotobionte (Trebouxia) 

visto ao microscópio. (b) Representação da associação mutualística entre fungo e alga.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Spielmann, 2006. 

 

Os líquens encontram-se largamente difundidos, desde as regiões polares às tropicais e 

das planícies às montanhas mais altas. Crescem em ambientes de muita luminosidade, 

ambientes áridos ou em temperaturas extremas, desfavoráveis para plantas vasculares. São 

encontrados em casca de árvores (corticícolas), folhas (folícolas), rochas alcalinas ou ácidas 

(saxícolas), solo (terrícolas), lenha (lignícolas) e nos mais diversos substratos desde que 

encontre as condições necessárias para seu crescimento. Por exemplo, 18 espécies de líquens 

são encontradas colonizando telhas de alumínio (GALLOWAY, 1993; MOLNÁR; FARKAS, 

2010; SHUKLA; JOSHI; RAWAT, 2010).  

 

1.4 A importância dos Líquens 

 

Os líquens apresentam imensa relevância, tanto sob aspectos ecológicos e ambientais, 

quanto econômicos e farmacêuticos. Os líquens têm sido utilizados desde a Idade Média na 

indústria de perfumes, onde eram utilizados como bases fixadoras. Também foram utilizados 

na produção de corantes de tecidos, na obtenção de álcool a partir da hidrólise da liquenina 

(carboidrato característico dos líquens), e na indústria de bebidas alcoólicas, substituindo o 

lúpulo da cerveja por um composto liquênico (GMELIN, 1752; JOULAIN; TABACCHI, 

A B 
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2009). Certos pigmentos produzidos por líquens também têm importância econômica como o 

tornassol, frequentemente utilizado como indicador de pH devido as suas propriedades 

anfotéricas e as orquilas (orceína) empregadas em técnicas de biologia celular (SMITH, 1921; 

MOXHAM, 1982; SEU-SALERNO; BLALEWAY, 1987; JOULAIN; TABACCHI, 2009).  

Alguns líquens também são comestíveis, como por exemplo, a Lecanora esculeta, 

senvindo de alimento principal para renas e caribús (DONKIN, 1981). Líquens contendo 

cianobactérias são de grande importância na fixação de nitrogênio no solo e são 

particularmente sensíveis a compostos tóxicos, sendo utilizados no mapeamento de metais 

pesados e outros poluentes ao redor de pólos industriais e como instrumentos para monitorar a 

contaminação por substâncias radioativas (GARTY, 2001; PURVIS, 2000; SAIKI et al. 2007; 

BELIVERMIS et al., 2010). Por serem extremamente sensíveis a poluentes atmosféricos, 

inclusive os acumulando, os líquens constituem-se em excelentes bioindicadores e 

biomonitores da qualidade do ar (MULLER, 2001; FUGA, 2006; LEONARDO, 2010).  

Devido a sua resistência e lento crescimento, possuem longevidade incomparável a 

outras plantas (SIPMAN; APTROOT, 2001). Por isso, são usados na geocronologia, para 

determinação da idade de monumentos arqueológicos ou históricos quando recursos de C14 

não estão disponíveis (calcula-se que alguns tenham 4.500 anos) (ARMSTRONG; SMITH, 

2009; EISENREICH; KNISPEL; BECK, 2011). Os líquens também contribuem para o 

desgaste das rochas e a formação do solo degradando-os por meio dos ácidos liquênicos, 

tornando possível a sucessão posterior de plantas (MULLER, 2001).  

Compostos liquênicos como atranorina, os ácidos fumarprotocetrárico, girofórico, 

lecanórico, fisódico, protocetrárico, stíctico e úsnico também demonstraram efeitos 

antimicrobianos contra espécies de bactérias e fungos, sendo que o ácido úsnico foi o 

composto com o maior potencial antimicrobiano (RANKOVIC´; MISIÉ; SUKDOLAK, 

2008). 

A atividade antifúngica do ácido protocetrárico, metabólito secundário da espécie 

Usnea albopunctata, também foi avaliado contra Trichophyton rubrum mostrando-se 

significativamente melhor que o padrão (NISHANTH et al., 2015). Outras pesquisas também 

revelaram as propriedades antivirais dos líquens (LAI et al., 2013). Alves et al (2014) 

avaliaram a atividade expectorante e antioxidante do ácido fumarprotocetrarico produzido 

pelo líquen Cladonia verticillaris em camundongos Swiss albinos e concluíram que esse 

metabólito possui atividade significativa. 

Shrestha et al. (2015) comprovaram potente atividade citotóxica em 14 de 17 espécies 

de líquens testadas contra linfoma de Burkitt (Raji). A atividade citotóxica também foi 
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determinada por Micheletti et al. (2011), em uma série de compostos derivados de 15- ω-

aminoalcoxilxantona sintetizada a partir de uma xantona isolada de espécies de líquens. As 

linhagens testadas foram B16 F10 (melanoma murino), MCF-7 (carcinoma de mama), 786-0 

(carcinoma de rim), OVCAR 03 (carcinoma de ovário), NCIADR (ovário resistente a 

adriamicina) e HT-29 (carcinoma de cólon). As substâncias sintetizadas foram, em geral, 

ativas em várias linhagens neoplásicas e pelo menos 50% dos compostos testados foram 

ativos em todas as linhagens. Metabólitos extraídos de duas variedades do líquen Collema 

flaccidum também apresentaram atividade antitumoral significativa (REZANKA; 

DEMBITSKY, 2006) 

 Recentemente, a atividade genotóxica de líquens também tem sido bastante estudada, 

Ceker et al. (2013) avaliaram o efeito genotóxico e antigenotóxico, assim como o efeito 

antioxidante, de Usnea articulata e U. filipendula e concluíram que os extratos dessas duas 

espécies de líquens não possuem qualquer mutagenicidade, mas apresentam fortes efeitos 

antimutagênicos e antioxidantes que por sua vez estão associados entre si, de modo que a 

atividade antioxidadente destas duas espécies favorecem a inibição de O6-metilguanina no 

sistema de teste MNNG (N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina). Estudos semelhantes com 

outra espécie de líquen, a Cetraria islandica, também demonstraram uma associação entre a 

alta atividade antioxidante com o seu efeito antigenotóxico (KOTAN et al., 2011).  

Outras duas espécies de líquens, a Peltigera horizontalis e a P. praetextata, foram 

estudadas quanto suas propriedades genotóxicas, antigenotóxicas e antioxidantes, 

demonstrando que a atividade antioxidante dessas espécies está estritamente relacionada com 

a sua potencial atividade genotóxica (NARDEMIR et al, 2013). No entanto, espécies como 

Umbilicaria vellea e Xantho somloensis não foram genotóxicos, apresentando fortes 

atividades antigenotóxicas e antioxidantes (ASLAN et al., 2012). 

Líquens como Parmelia sulcata e Hypogymnia physodes (L.) Nyl. inibiram o 

crescimento de células humanas de câncer de mama (MCF-7 e MDA-MB-231) em 

concentrações relativamente baixas, enquanto que para obter atividade genotóxica em 

linfócitos humanos, são necessárias concentrações mais elevadas (ARI, et al. 2014, 2015). 
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 Turkez, Aydin e Aslan (2014) compararam o efeito genotóxico do extrato aquoso de 

Bryoria capillaris (Ach.) sozinho e em combinação com o fungicida imazalil (IMA) em 

linfócitos humanos cultivados utilizando aberrações cromossómicas e teste de micronúcleos 

como parâmetros citogenéticos. Observou-se que o extrato deste líquen não possui potencial 

genotóxico em si, mas pode reduzir a genotoxicidade do IMA em linfócitos humanos in vitro.  

 

 

1.5 Substâncias liquênicas  

 

Os líquens produzem substâncias que podem ser classificadas em metabólitos 

primários (produtos intracelulares) e metabólitos secundários (produtos extracelulares).  

(HALE, 1983; COCCHIETTO; SKERT; NIMIS, 2002). Os metabólitos primários 

compreendem carboidratos, vitaminas, aminoácidos e proteínas. Geralmente são solúveis em 

água e podem ser extraídos com água quente. Esses compostos não ocorrem apenas em 

líquens, mas em fungos e algas de vida livre e em plantas superiores (HALE, 1983; NASH III, 

1996). Enquanto que os metabólitos secundários são divididos em quatro grupos 

bioenergeticamente relacionados: depsídeos, depsidonas, dibenzofuranos e ácidos úsnicos 

(CULBERSON, 1972; HALE, 1983; NASH III, 1996).  

Mais de 630 metabólitos secundários de líquens são conhecidos. A maior parte é 

sintetizada unicamente pelos líquens e uma pequena minoria, é produzida por fungos de vida 

livre e plantas superiores (ELIX, 1996). 

Existem três rotas biossintéticas de produção das substâncias liquênicas: a do acetato 

polimalonato, em que são formados os ácidos graxos, depsídeos, depsidonas, quinonas e 

dibenzofuranos; a do ácido chiquímico, que produz os pigmentos amarelos; e a do ácido 

mevalônico, que forma os terpenóides e esteróides. São também relatadas as vias dos 

aminoácidos e dos carboidratos. No entanto, a origem biossintética da maioria dos 

metabólitos secundários decorre das vias do ácido chiquímico e do acetato polimalonato, que 

perfazem cerca de 10% do peso do talo seco (HALE, 1983; XAVIER-FILHO, 1989; NASH 

III, 1996). Estes produtos extracelulares são os responsáveis pela maior parte dos benefícios 

ecológicos e econômicos advindos dos líquens, conferindo também sua capacidade de 

adaptação (NASH III, 1996; MULLER, 2001).  
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1.6 Ácido Úsnico 

 

O ácido úsnico [2,6-diacetil-7-9-di-hidroxi-8, 9b-dimetil-1, 3 (2H, 9BH)-dibenzo-

furanodiona] (C18H16O7) (Figura 7), é derivado do dibenzofurano e foi isolado pela primeira 

vez em 1844 e desde então se tornou um dos mais bem estudados metabólitos liquênicos 

(INGÓLFSDÓTTIR, 2002). Pode ser encontrado na natureza em duas formas enantioméricas, 

(+) e (-), os quais dependem da estereoquímica do grupo metil angular localizado no carbono 

quiral 9b. Seu aspecto se apresenta em cristais amarelados e seu ponto de fusão é em torno de 

204°C. O ácido úsnico é parcialmente solúvel em etanol e facilmente solúvel em acetona, 

acetonitrila, diclorometano, acetato de etila e misturas de solvente orgânico como 

dimetilsulfóxido (DMSO)/metanol. É uma substância especialmente abundante nos gêneros 

Usnea, Cladonia, Cetraria, Ramalina e Parmelia (INDEX MERCK, 1995; 

VENKATARAMANA; KRISHNA, 1992; MULLER, 2001; COCCHIETTO; SKERT; 

NIMIS, 2002; INGÓLFSDÓTTIR, 2002; JIN et al., 2013).  

 

Figura 7- Estrutura química do ácido úsnico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Ingólfsdóttir, 2002. 

 

Nos líquens, o ácido úsnico é provavelmente responsável por sua defesa, de modo que 

a presença de poluentes parece estimular sua biossíntese, sendo utilizado como indicador para 

biomonitoramento ambiental. Sua concentração no talo liquênico parece estar relacionada 

com a quantidade integral dos agentes tóxicos aromáticos (CARDARELLI et al., 1997; 

MULLER, 2001). Esse metabólito também é responsável por controlar a tolerância de acidez 

dos líquens. A presença deste metabólito faz com que o líquen tenda a preferir solos com pH 

em torno de 4,0 e 4,5, formando também uma camada hidrofóbica na superfície do talo que 
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diminui a tolerância a dióxido de enxofre (SO2), um poluente atmosférico, sendo um 

bioindicador de poluição muito eficiente (HAUCK; JURGENS, 2008; FAVERO-LONGO et 

al., 2009).  

Estudos acerca da estrutura deste metabólito secundário demonstraram que os dois 

anéis laterais dão origem a bandas de absorção de raios ultravioleta, sendo esta uma 

propriedade responsável pela proteção eficaz contra a radiação solar (GALASSO, 2010). O 

ácido úsnico é biossintetizado através da via do acetato polimalonato. Inicialmente são 

sintetizadas unidades fenólicas a partir da acetil-CoA e malonil-CoA, através de sintetases 

aromáticas, que não possuem subunidades desidrogenadas. Em seguida ocorre o acoplamento 

estereoespecífico de duas unidades metilfloroacetofenona, originando, portanto o ácido úsnico 

hidratado; por fim ocorre a desidratação da molécula levando a formação da ligação éter 

(Figura 8) (TAGUCHI; SANKAWA; SHIBATA, 1969; INGÓLFSDÓTTIR, 2002). 

 
Figura 8- Via de biossíntese do ácido úsnico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Ingólfsdóttir, 2002. 
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1.7 Atividades Biológicas 

 

Estudos realizados com o ácido úsnico demonstraram diversas atividades biológicas, 

tais como antibiótica (GUPTA et al., 2012), antiprotozoária (DE CARVALHO et al., 2005), 

antitumoral (SANTOS et al., 2006), antiproliferativa (BRISDELLI et al., 2013), antiviral 

(SHTRO et al., 2014) e anti-inflamatória (ZU-QING et al., 2014). 

O ácido úsnico extraído de Usnea dasypoga foi testado contra isolados clínicos e 

cepas padrão de Helicobacter pylori, demonstrando alta eficácia no tratamento in vitro 

(SAFAK et al., 2009). Ramos e Almeida da Silva (2010) mostraram a atividade do ácido 

úsnico contra cepas resistentes e suscetíveis de Mycobacterium tuberculosis e outras 

micobacterias não tuberculosas.  

Linhagens de Staphylococcus aureus resistentes à vancomicina e meticilina foram 

submetidas a tratamento com o ácido úsnico e o usnato de sódio, através do teste de difusão 

de discos e determinação da concentração inibitória mínima (CIM). As substâncias que foram 

ativas contra as cepas testadas apresentaram a CIM entre 4 e 16 μg/mL, sendo a atividade 

superior a exibida pela ampicilina (125 μg/mL) (ELO; MATIKAINEN; PELTTARI, 2007). 

Segatore et al. (2012) confirmaram a atividade antimicrobiana do ácido úsnico e 

sugeriram que esta substância pode ser um bom candidato como modelo para o 

desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos ou combinações de medicamentos para 

quimioterapia. Maciąg-Dorszyńska, Węgrzyn, Guzow-Krzemińska, (2014) demonstraram que o 

ácido úsnico causou uma rápida e forte inibição na síntese de DNA e RNA de bactérias Gram-

positivas, como Bacillus subtillis e S. aureus.  

Nanocápsulas contendo ácido úsnico cristalino tiveram alta eficiência no sistema de 

liberação controlada dependente de temperatura e apresentaram atividade antibiofilme frente à 

Staphylococcus epidermis (MARTINELLI et al., 2014). Sokolov et al. (2012) mostraram que 

o ácido úsnico é um potente agente inibidor da reprodução do vírus da gripe H1N1, 

apresentando também, indiretamente, atividade anti-inflamatória, de modo que o ácido úsnico 

diminuiu o nível de fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α) em macrófagos estimulados com 

lipopolissacárideo (LPS) de maneira dose-dependente (JIN; LI; HE, 2008). O ácido úsnico 

também apresentou efeitos inibitórios in vitro contra a patogenicidade do protozoário 

Trypanosoma cruzi (DE CARVALHO et al., 2005). 

Cetin et al. (2008) avaliaram o efeito inseticida dos dois isômeros do ácido úsnico 

contra as larvas de Culex pipiens L. (Diptera: Culicidae) em condições de laboratório. Ambos 

os compostos mostraram forte atividade larvicida e causaram 100% de mortalidade dos 
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terceiro e quarto estágios larvais em 24 h, nas doses de 5 e 10 ppm, sugerindo que o ácido 

úsnico pode ser útil como inseticidas. 

 Bačkorová et al. (2011) avaliaram in vitro o ácido úsnico e mais três metabólitos 

secundários de líquens (parietina, ácido atranorínico e ácido girofórico) quanto à sensibilidade 

de nove linhagens de células de câncer humano: A2780 (carcinoma de ovário), HeLa 

(adenocarcinoma cervical), MCF-7 (adenocarcinoma de mama), SK-BR-3 (adenocarcinoma 

de mama), HT-29 (adenocarcimona de cólon), HCT-116 p53(+/+) (carcinoma de cólon 

humano de tipo selvagem), HCT-116 p53(-/-) (carcinoma de cólon humano p53-nulo), HL-60 

(leucemia promielocítica) e Jurkat (leucemia de células T). Os resultados de viabilidade 

celular utilizando o ensaio MTT (Brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-2,5-difeniltetrazólico) 

demonstraram que o ácido úsnico e a atranorina reduziram significativamente a viabilidade 

celular quando comparados com parietina e ácido girofórico. 

O ácido úsnico isolado de Cladonia arbuscula e Alectoria ochroleuca apresentou um 

efeito inibitório sobre o crescimento e a proliferação de duas linhagens de células humanas, T-

47D (câncer de mama) e Capan-2 (câncer pancreático), levando à perda do potencial de 

membrana mitocondrial (EINARSDÓTTIR et al., 2010).  

SANTOS et al. (2005) investigaram a ação antiproliferativa do ácido úsnico, o qual 

apresentou uma atividade citotóxica considerável com CI50 de 10 e 13,8 µg/mL para o 

composto em suspensão e encapsulado, respectivamente, frente a células de carcinoma de 

pulmão humano (NCI-H 292). 

Em concentrações de 20 µg/mL, o ácido úsnico exibiu propriedades redox-ativas 

variáveis, atuando como agente antioxidante e pró-oxidante, de acordo com diferentes 

condições do sistema e do ambiente celular. Também apresentou potente efeito neurotóxico. 

Estas propriedades pró-oxidantes em sistemas biológicos podem ter sido responsáveis pelos 

potenciais efeitos neurotoxicológicos do ácido úsnico (RABELO et al., 2012). 

 A atividade antitumoral do ácido úsnico foi testada em camundongos frente ao tumor 

experimental sarcoma-180, obtendo-se uma inibição do tumor de 43% (RIBEIRO-COSTA et 

al., 2004; SANTOS et al., 2006). Outros estudos também demonstraram uma redução da 

proliferação celular do carcinoma epidermóide de laringe (HEp-2), quando aplicado o 

composto em suspensão e encapsulado (RIBEIRO-COSTA et al., 2004).    

Estudos indicam que altas doses de ácido úsnico, isolado da Usnea longissima, 

reduzem significativamente lesões da ulcera gástrica de ratos, quando comparado a droga 

padrão, indometacina. O efeito gastroprotetor do ácido úsnico foi atribuído a sua capacidade 
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de reduzir os efeitos dos danos oxidativos e o efeito inibitório na infiltração dos neutrófilos 

nos tecidos do estômago dos ratos (ODABASOGLU et al., 2006). 

Zu-Qing et al. (2014) estudaram o efeito protetor do ácido úsnico na lesão pulmonar 

aguda e verificaram que o pré-tratamento com ácido úsnico melhorou significativamente o 

edema pulmonar. O ácido úsnico apresentou forte atividade anti-inflamatória sobre 

macrófagos murinos da linhagem RAW 264.7, devido à regulação negativa de citocinas pró-

inflamatórias e mediadores da via supressora de NF-kB (fator de transcrição nuclear) 

(HUANG et al. 2011). 

 Leandro et al. (2013) avaliaram a genotoxicidade e o potencial antigenotóxico do 

ácido úsnico pelo teste micronúcleo e pelo ensaio cometa em culturas de células V79 

(fibroblastos de pulmão de hamster chinês) e em camundongos Swiss. Os animais foram 

tratados com doses de 25, 50, 100, e 200 mg/kg de peso corporal. As mesmas concentrações 

de ácido úsnico foram combinadas com metanossulfonato de metilo (MMS) para a avaliação 

de antigenotoxicidade. Os resultados in vitro demonstraram que o ácido úsnico induziu dano 

no DNA em concentrações de 60 e 120 µg/mL no ensaio cometa. No entanto, nenhum efeito 

genotóxico foi observado no ensaio de micronúcleo usando células V79 nas concentrações 

testadas. Já nos ensaios de antigenotoxicidade, a administração combinada do ácido úsnico 

com o MMS reduziu significativamente as frequências de micronúcleos e os danos do DNA 

in vitro e in vivo, quando comparada com o tratamento com MMS sozinho.  

Efeitos genotóxicos e oxidativos do ácido úsnico foram testados em cultura de células 

sanguíneas humanas pelos testes de alterações cromossômicas e de micronúcleo e capacidade 

antioxidante total (TAC) e estado oxidativo total (TOS). Observou-se que o ácido úsnico não 

apresentou efeitos mutagênicos sobre os linfócitos humanos e não alterou os níveis de TAC e 

TOS (POLAT et al., 2013). 

  

1.8 Síntese de novos análogos estruturais de produtos naturais biologicamente ativos 

com atividade genotóxica e mutagênica 

 

Produtos encontrados na natureza, a exemplo das substâncias liquênicas, são 

importantes fontes de compostos biologicamente ativos e muitos deles constituem modelos 

para a síntese de vários fármacos (WALL; WANI, 1996). Uma das formas mais utilizadas 

para a obtenção de novos compostos bioativos com grande potencial em diversas atividades 

biológicas diferentes é o isosterismo, processo onde se modificam as propriedades físicas e 

químicas de um composto protótipo através da introdução ou substituição de novos grupos 
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funcionais, seguidas da avaliação do efeito que estas tiveram sobre a atividade biológica 

(KOROLKOVAS; BURCKHALTER, 1982).  

A estrutura desses compostos pode ser modificada por síntese com o objetivo de 

aumentar a atividade desejada e minimizar ou eliminar as propriedades indesejáveis. Dentre 

as características indesejáveis podemos citar a alta toxicidade e insolubilidade. 

(SILVERMAN, 1992). Essas estruturas semelhantes podem apresentar a mesma atividade 

biológica, mas podem apresentar diferentes potências e/ou efeitos colaterais e em alguns casos 

até mesmo atividades diferentes (GARETH, 2003). 

Estudos de modificação molecular junto com avaliação de sua atividade biológica 

foram realizados com uma série de flavonóides e investigadas suas atividades 

antiproliferativas em linhagem de câncer de mama (MCF7). A presença do grupo carbonil C-

4 em alguns compostos foi essencial para atividade antineoplásica (POUGET et al., 2001). 

A escolha das alterações necessárias para produzir análogos de um determinado 

protótipo é realizada considerando-se as atividades dos compostos com estruturas semelhantes 

e também a possível química e bioquímica do análogo desejado. Várias são as modificações 

estruturais capazes de alterar a atividade, bem como melhorar ou diminuir os efeitos de 

toxicidade, como, alteração do número de grupamentos metileno em uma cadeia e alteração 

do grau de insaturação, introduzindo ou removendo um sistema de anel (GARETH, 2003). 

Parâmetros como lipofilicidade, estrutura química dos compostos, pKa, polaridade, 

entre outros, devem ser determinados para verificar correlações existentes entre os 

grupamentos substituintes e o aumento ou diminuição da atividade citotóxica. No caso dos 

compostos fenólicos estudos indicam que o mecanismo de toxicidade está relacionado com a 

lipofilicidade, expressa em log P (HANSCH et al., 2000). 

Tentativas de correlacionar estrutura química e atividade biológica têm sido realizadas 

desde 1948. Shibata e Miura (1948) estudaram os efeitos de substituições nos anéis do ácido 

úsnico na ação antibiótica destes. Takai, Uehara e Beisler (1979) também pesquisaram as 

relações estrutura-atividade, indicando que a lipofilicidade era fator importante para os efeitos 

citotóxicos do ácido úsnico (GOMES et al., 2002). Verificaram ainda, através de reações do 

ácido lecanórico, que a homologação da cadeia carbônica para orselinatos e ácido orselínico 

conduziu a compostos mais ativos em relação à atividade antibacteriana (GOMES et al., 

2003). 

Bazin et al. (2008) avaliaram nove conjugados do ácido úsnico frente a linhagens 

celulares de câncer e observaram que os derivados apresentaram uma atividade citotóxica 

significativa. Propriedades de cicatrização de derivados do ácido úsnico foram avaliadas 
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utilizando ensaios in vitro e in vivo, e foi demonstrada uma baixa citotoxicidade combinada 

com alto desempenho na cura de feridas, sugerindo seu possível uso na cicatrização de feridas 

ou como anti-idade para a pele (BRUNO et al., 2013). 

Neste sentido, o ácido úsnico se apresenta como uma interessante estrutura protótipo 

para a síntese de novos análogos potencialmente ativos, apresentando grandes chances de se 

encontrar diferentes padrões de atividade ou toxicidez dos produtos obtidos. Em adição, 

existem poucos estudos que relatem possível ação genotóxica de compostos liquênicos, 

especialmente aqueles relacionados ao ácido úsnico. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Geral 

 

Verificar a atividade citotóxica e genotóxica de extratos orgânicos de Cladonia 

substellata, ácido úsnico isolado dessa espécie e derivados pirazólicos deste composto. 

 

3.2. Específicos 

 

- Obter os extratos etéreo, clorofórmico e acetônico do talo in natura de C. substellata. 

- Isolar, purificar e identificar o ácido úsnico obtido de C. substellata; 

- Sintetizar derivados pirazólicos do ácido úsnico isolado de C. substellata; 

- Caracterizar quimicamente o extrato etéreo, o ácido úsnico isolado de C. substellata e 

os compostos derivados sintéticos através de Cromatografia em Camada Delgada 

(CCD), Infravermelho (IV), Ressonância Magnética Nuclear Protônica (RMN-H1) e 

Ressonância Magnética Nuclear de Carbono 13 (RMN-C13). 

- Verificar a citotoxicidade dos extratos orgânicos, do ácido úsnico e dos compostos 

derivados nas linhagens de células tumorais: NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide 

de pulmão humano), HEp-2 (carcinoma de laringe humana) e HL-60 (leucemia 

promielocitica aguda). 

- Avaliar a frequência de micronúcleos em eritrócitos de sangue periférico de 

camundongos tratados com ácido úsnico e os compostos derivados sintéticos. 

- Analisar a frequência de danos ao DNA, pelo ensaio cometa, em células sanguíneas de 

camundongos tratados com ácido úsnico de C. substellata e os compostos derivados 

sintéticos. 
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Resumo 

 

 

O ácido úsnico é um dos metabólitos secundários de líquens mais estudados devido 

suas diversas atividades biológicas tais como: antitumoral, antibacteriana, antipirética, 

antiinflamatória. Mesmo apresentando várias atividades biológicas, a utilização do ácido 

úsnico na terapêutica é muito limitada devido a algumas propriedades físico-químicas 

desfavoráveis, como a baixa hidrofilicidade e ainda devido a sua hepatotoxicidade, o que 

desperta o interesse na modificação de sua molécula estrutural visando solucionar essas 

dificuldades. Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo descrever a modificação 

estrutural do ácido úsnico isolado e purificado do extrato etéreo de C. substellata, bem como 

verificar a ação citotóxica in vitro dos extratos orgânicos, ácido úsnico purificado e seus 

derivados pirazólicos frente à diferentes linhagens de células tumorais e a genotoxicidade in 

vivo dos compostos derivados do ácido úsnico. Os extratos orgânicos foram obtidos a partir da 

extração em diferentes solventes por esgotamento a quente do talo in natura de C. substellata. 

O ácido úsnico foi obtido e purificado a partir do extrato etéreo, seguido por sucessivas 

cristalizações até obtenção de alto grau de pureza da substância. Os derivados pirazólicos 

foram sintetizados através da reação do ácido úsnico purificado com fenil-hidrazinas 

substituídas e quantidades equivalentes de bicarbonato de sódio (NaHCO3). Análises 

cromatográficas em camada delgada (CCD) e líquida de alta eficiência (CLAE), 

infravermelho (IV) e ressonância magnética nuclear de prótons (RMN-H1) e ressonância 

magnética de Carbono 13 (RMN-C13) foram realizadas para análise dos extratos orgânicos, do 

ácido úsnico purificado e derivados pirazólicos sintéticos. O ensaio de citotoxicidade foi 

realizado pelo método do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazólico), 

utilizando-se linhagens de células tumorais NCI-H292, HEp-2, HL-60 e MCF-7. Os testes de 

genotoxicidade in vivo, foram feitos pelo ensaio cometa e teste do micronúcleo. Os extratos 

orgânicos e o ácido úsnico purificado apresentaram porcentagem de inibição celular muito 

significativa (>70%), de modo que o extrato etéreo (100%) e o composto 3e (90,3%) 

apresentaram os melhores resultados para a linhagem celular MCF-7. O ácido úsnico 

purificado apresentou CI50 de 4, 97 µg/mL e 2,19 µg/mL às células NCI-H292 e HEp-2 

respectivamente, enquanto que o extrato clorofórmico foi o que apresentou maior atividade 

frente à linhagem celular HL-60 com CI50 de 3,34 µg/mL. A análise estatística do ensaio 

cometa e teste do micronúcleo demonstrou que o ácido úsnico purificado e todos os 

compostos derivados (3a-3f) não apresentaram valores significativos (p ≥ 0,05) quando 

comparados com o controle negativo. Desta forma, os compostos testados não foram 

genotóxicos e mutagênicos. Assim, os dados apresentados são animadores e ampliam os 

horizontes para realização de novos ensaios com o intuito de se aprofundar o conhecimento 

acerca destas novas moléculas. 

 

 

Palavras-chave: atividade genotóxica; ensaio cometa; hepatotoxicidade; hidrofolicidade. 
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Abstract 

 

 

The usnic acid is one of the most studied secondary metabolites of lichens due to their various 

biological activities such as antitumor, antibacterial, anti-pyretic, anti-inflammatory. Even 

with multiple biological activities, the use of usnic acid in therapy is very limited due to some 

unfavorable physicochemical properties, such as low hydrophilicity and also because of its 

hepatotoxicity, which arouses the interest in modifying their structural molecule order to solve 

these difficulties. Thus, this paper carried out the structural modification of the isolated and 

purified usnic acid organic extracts of C. substellata and verified the cytotoxic activity in vitro 

organic extracts, usnic acid and its derivatives across the different tumor cell lines and 

genotoxicity in vivo of the compounds derived from úsnico acid. The organic extracts were 

obtained from the extraction in different solvents by exhausting hot. The usnic acid was 

obtained by purification from ether extract, followed by repeated crystallisations to achieve 

high purity. The pyrazole derivatives were synthesized by the reaction of usnic acid with 

substituted phenylhydrazines and equivalent amounts of sodium bicarbonate (NaHCO3). Thin 

layer chromatographic analysis (TLC) and high pressure liquid (HPLC), infrared (IR) and 

nuclear magnetic resonance of protons (H1-NMR), and Carbon 13 magnetic resonance (C13-

NMR) were measured for the analysis of extracts, the usnic acid and synthetic products. The 

cytotoxicity assay was performed by the MTT method using tumor cell lines NCI-H292, 

HEp-2, HL-60 and MCF-7. The in vivo genotoxicity tests were made by the comet assay and 

micronucleus test. The organic extracts usnic acid showed very significant percentage of 

cellular inhibition (> 70%), so that the ethereal extract (100%) and Compound 3e (90.3%) 

showed the best results for cell line MCF- 7. The usnic acid showed IC50 4, 97 mg/mL and 

2.19 mg/mL to NCI-H292 cells and Hep-2 respectively, while the chloroform extract showed 

the most activity against the HL-60 cell line with IC50 3.34 mg/mL. Statistical analysis of the 

comet assay and micronucleus test showed that the usnic acid and its derivative compounds 

(3a-3f) showed no significant differences (p ≥ 0.05) when compared to the negative control. 

Thus, the compounds tested were not genotoxic and mutagenic. Thus, the data presented are 

encouraging and broaden the horizons for new tests in order to increase knowledge about 

these new molecules. 

 

Keywords: genotoxic activity; comet assay; hepatotoxicity; hidrofolicidade. 
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1 Introdução 

 

Dentre os diversos compostos isolados de líquens com atividade comprovada, o ácido 

úsnico tem sido um dos principais alvos de pesquisas. Essa substância pode ser encontrado 

principalmente nos gêneros Usnea, Cladonia, Cetraria, Ramalina e Parmelia [1-3] e 

apresenta diversas atividades biológicas, como antitumoral [4], antibacteriana [5], 

antiprotozoária [6], anti-inflamatória [7], antiviral [8] e antiproliferativa [9]. O ácido úsnico 

isolado de Cladonia arbuscula e Alectoria ochroleuca apresentou um efeito inibitório sobre o 

crescimento e a proliferação de duas linhagens de células humanas, T-47D (câncer de mama) 

e Capan-2 (câncer pancreático), e levou à perda do potencial de membrana mitocondrial [10]. 

Em ensaios in vivo, o ácido úsnico foi testado em camundongos frente ao tumor 

experimental sarcoma-180, obtendo-se uma inibição do tumor de 43% [5, 11]. Outros estudos 

demonstraram uma redução da proliferação celular in vitro do carcinoma epidermóide de 

laringe (HEp-2), quando o composto foi aplicado em suspensão e encapsulado [11].  

Zu-Qing et al. [7] estudaram o efeito protetor do ácido úsnico na lesão pulmonar aguda 

e verificaram que o pré-tratamento com ácido úsnico melhorou significativamente o edema 

pulmonar. O ácido úsnico apresentou forte atividade anti-inflamatória sobre macrófagos 

murinos da linhagem RAW 264.7, devido à regulação negativa de citocinas pró-inflamatórias 

e mediadores da via supressora de NF-kB (factor de transcrição nuclear) [12]. 

Leandro et al. [13] também avaliaram a genotoxicidade e o potencial antigenotóxico 

do ácido úsnico pelos teste micronúcleo e ensaio cometa em culturas de células V79 

(fibroblastos de pulmão de hamster chinês) e em camundongos Swiss. Os animais foram 

tratados nas doses de 25, 50, 100, e 200 mg/kg de peso corporal. As mesmas concentrações de 

ácido úsnico foram combinadas com metanossulfonato de metilo (MMS) para a avaliação de 

antigenotoxicidade. Os resultados in vitro demonstraram que o ácido úsnico induziu dano no 

DNA em concentrações de 60 e 120 µg/mL no ensaio de cometa. No entanto, nenhum efeito 

genotóxico foi observado no ensaio de micronúcleo usando células V79 nas concentrações 

testadas. Já nos ensaios de antigenotoxicidade, a administração combinada do ácido úsnico 

com o MMS reduziu significativamente as frequências de micronúcleos e os danos do DNA 

in vitro e in vivo, quando comparada com o tratamento com MMS sozinho. 

Mesmo apresentando várias atividades biológicas, a utilização do ácido úsnico na 

terapêutica é muito limitada devido a algumas propriedades físico-químicas desfavoráveis, 

como a baixa hidrofilicidade e ainda devido a sua hepatotoxicidade [16]. Deste modo, a 

utilização do ácido úsnico torna-se bastante restrita sendo necessárias alternativas para 
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contornar suas limitações físico-químicas, diminuir seus efeitos tóxicos e manter suas 

atividades biológicas [14-18]. Uma das formas já citadas na literatura é o bioisosterismo, 

processo mais utilizado para a obtenção de novos compostos bioativos, onde se modificam as 

propriedades físicas e químicas de um composto protótipo através da introdução ou 

substituição de novos grupos funcionais [19]. Neste sentido o ácido úsnico é certamente uma 

estrutura protótipo com grande potencial, sendo elevadas as chances de se encontrar diferentes 

padrões de atividade ou toxidez dos produtos obtidos. Em adição, existem poucos estudos que 

relatem possível ação genotóxica de compostos liquênicos, especialmente aqueles 

relacionados ao ácido úsnico. 

Desta forma, o presente trabalho descreve a modificação estrutural do ácido úsnico 

isolado e purificado do extratos etéreo de Cladonia substellata, visando a melhoria de seu 

potencial biológico e o aumento de sua solubilidade em solventes orgânicos, bem como 

verificar a ação citotóxica in vitro dos extratos orgânicos, ácido úsnico e seus derivados frente 

à diferentes linhagens de células tumorais e a genotoxicidade in vivo dos compostos derivados 

do ácido úsnico. 

 

2 Materiais e Métodos  

 

2.1 Coleta do material liquênico 

 

O material liquênico foi coletado no município de Mamanguape – PB a uma longitude 

-35º 07’ 34” e latitude -06º 50’ 19” e armazenado em caixas de papelão no Laboratório de 

Química de Produtos Naturais, Departamento de Bioquímica do Centro de Ciências 

Biológicas da Universidade Federal de Pernambuco. O líquen foi identificado pelas 

características morfológicas e químicas do talo, pela taxonomista MSc. Lourdes Buril. Uma 

exsicata foi depositada no Herbário UFPE - Geraldo Mariz, do Departamento de Botânica, da 

Universidade Federal de Pernambuco sob o número de tombamento UFP 77.682. 

 

2.2 Obtenção dos extratos orgânicos a partir do talo in natura 

  

Para obter os extratos orgânicos, o material liquênico (75 g) foi pesado, limpo e seco. 

Em seguida, foram adicionados 300 mL de éter dietílico em aparelho de Soxhlet a 40ºC por 

72 h em banho maria. Posteriormente, o extrato foi filtrado e concentrado até a secura em 

rotaevaporador acoplado a banho-maria a 40 ºC. O resíduo foi mantido em dessecador até 
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peso constante para posterior cálculo de seu rendimento. O mesmo processo foi repetido para 

obtenção dos extratos clorofórmico e acetônico. 

 

2.3 Isolamento, purificação e análise química do ácido úsnico 

 

Para purificação da substância (ácido úsnico), o extrato etéreo de C. substellata foi 

fracionado em coluna de sílica Gel (porosidade 70-230) e eluída com o sistema de solvente 

clorofórmio: n-hexano (80:20 v/v) conforme a metodologia de Odabasoglu et al. [20]. 

 

2.4 Síntese dos derivados pirazólicos do ácido úsnico purificado 

 

Os compostos pirazólicos derivados do ácido úsnico purificado (200 mg) foram 

obtidos através de reação com quantidades equivalentes de fenilidrazinas devidamente 

substituídas em meio etanólico com quantidades equivalentes de bicarbonato de sódio 

(NaHCO3), à temperatura de refluxo, e sob agitação [21] (Figura 1). A reação foi 

acompanhada por Cromatografia em Camada Delgada (CCD). Ao final da reação, o solvente 

foi filtrado em funil de fundo poroso G4 e evaporado até a secura. Os compostos obtidos da 

reação foram mantidos em dessecador até peso constante. As substâncias resultantes da 

síntese tiveram suas estruturas confirmadas através de métodos usuais de Ressonância 

Magnética Nuclear de Prótons (RMN-H1), Carbono 13 (RMN-C13) e Infravermelho (IV) 

(Tabela 1).   

 

Figura 1. Esquema reacional da síntese dos derivados pirazolólicos. A: Ácido úsnico purificado; B: 

Fenilhidrazina; C: Derivado pirazólico do ácido úsnico purificado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Rocha, 2015. 
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2.5 Análise química dos compostos 

 

Os extratos orgânicos (etéreo, clorofórmico e acetônico), o ácido úsnico purificado e 

os derivados pirazólicos sintéticos foram submetidos a análises por Cromatografia em 

Camada Delgada (CCD), Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE). Também foram 

feitas análises de RMN-H1, RMN-C13 e IV do ácido úsnico purificado e seus derivados. 

 

2.5.1 Cromatografia em camada delgada (CDD) 

 

Os extratos orgânicos, o ácido úsnico purificado, o padrão de ácido úsnico Merck e os 

derivados pirazólicos sintéticos foram submetidos a CCD ascendente, unidimensional [22]. 

Amostras foram dissolvidas em 1 µL de metanol e aplicadas sobre as placas de sílica Gel 

F254+366 Merck, e desenvolvidas no sistema de solventes (tolueno/dioxano/ácido acético, 

180:45:5 v/v/v). Após a evaporação dos solventes, as placas foram observadas sob luz UV 

curta e longa (254nm e 366nm). Posteriormente, foram borrifadas com ácido sulfúrico a 10%, 

e aquecidas a 60 ºC por 10 min para reação de coloração e posterior revelação. Os resultados 

foram avaliados mediante valores do fator de retenção (Rf) das amostras testadas e coloração 

das bandas, comparados ao ácido úsnico padrão Merck. 

 

2.5.2 Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

 

Os ensaios em CLAE seguiram a metodologia de Vicente e Legaz [23], em 

cromatógrafo líquido Thermo acoplado a detector de UV com arranjo de Diador (DAD) a 254 

nm, coluna C18 de fase reserva, usando metanol/água, ácido acético (80:19,5:05, v/v/v) como 

fase móvel, em sistema isocrático a temperatura de 20ºC. Os extratos orgânicos, o ácido 

úsnico purificado e os derivados pirazólicos sintéticos foram dissolvidos em 1 mg/mL-1 de 

clorofórmio espectroscópico e injetados 20 μL na coluna. Os resultados foram avaliados 

mediante tempo de retenção (TR) das substâncias na coluna e área dos picos cromatográficos. 

 

2.5.3 Análise por Ressonância Magnética Nuclear de Prótons (RMN-H1) e Ressonância 

Magnética Nuclear de Carbono 13 (RMN-C13) 

 

Os espectros de RMN-H1 e RMN-C13 do ácido úsnico purificado e seus derivados 

pirazólicos sintéticos foram registrados em espectrofotômetro Varian Unity Plus a 300 MHz, 
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utilizando DMSO-d6 como solvente em tubos de 5 mm a temperatura ambiente realizado no 

Departamento de Química Fundamental da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). 

 

2.5.4 Espectroscopia do Infravermelho (IV)  

 

Os espectros de infravermelho obtido a partir do ácido úsnico purificado e seus 

derivados pirazólicos sintéticos, foram realizados em espectrômetro acoplado a transformador 

Bruker Fourier (modelo IF 566), pela técnica de pastilhas de brometo de potássio (KBr), 

sendo utilizado na resolução de 4.0 cm-1.  

 

2.6 Ensaio de Citotoxicidade 

 

A atividade citotóxica dos extratos orgânicos, do ácido úsnico purificado e dos 

derivados pirazólicos sintéticos foi avaliada através do método do MTT [brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio] [24, 25]. As linhagens de células tumorais humanas 

utilizadas foram NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide de pulmão humano) e HEp-2 

(carcinoma de laringe humana) mantidas em meio de cultura DMEM, MCF-7 

(adenocarcinoma de mama humana) e HL-60 (leucemia promielocitica aguda) mantidas em 

meio de cultura RPMI. Os meios foram suplementados com 10 % de soro fetal bovino, 1 % de 

solução de antibiótico (penicilina 1000 UI/mL + estreptomicina 250 mg/mL) e 1% de L-

glutamina (200μM).  

As células foram cultivadas em placas de 96 poços nas seguintes concentrações: 2 x 

105 células/mL (NCI-H292, MCF-7 e HEp-2) e 0,3 x 106 células/mL (HL-60), incubadas em 

estufa a 37 ºC em atmosfera úmida enriquecida com 5 % de CO2, durante 24 h. Em seguida, 

os extratos orgânicos, o ácido úsnico purificado e os derivados pirazólicos sintéticos foram 

dissolvidos em concentração estoque de 10 mg/mL e 5 mg/mL de DMSO (0,5 %), 

respectivamente, e adicionados aos poços nas concentrações seriadas (0.195 - 25 µg/mL) para 

os compostos puros (ácido úsnico purificado e derivados pirazólicos sintéticos e (0,39 - 50 

µg/mL) para os extratos orgânicos. O fármaco doxorrubicina (0,009 - 5 µg/mL) foi utilizada 

como controle positivo e DMSO (10 mg/mL) como controle negativo. Após 72 h de 

reincubação, foram adicionados em cada poço 25 µL de MTT (5 mg/mL) e após 3 h de 

incubação, o meio de cultura com o MTT foi aspirado e 100 µL de DMSO foram adicionados 

a cada poço para a dissolução dos cristais de formazan. A absorbância dos compostos foi 

medida em um leitor de microplacas no comprimento de onda de 560 nm. 

http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole


57 

Rocha, T.A. 2015                       Avaliação da Citotoxicidade e Ação Genotóxica de Extratos Orgânicos de Cladonia..., 

Para triagem inicial dos extratos orgânicos, ácido úsnico purificado e derivados 

pirazólicos sintéticos, o percentual de inibição do crescimento celular (IC%) foi determinado 

considerando a média do controle negativo como 100% de proliferação. Uma escala de 

intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotóxico das amostras testadas. Amostras 

sem atividade (inibição de crescimento celular variando de 1 a 50%), com pouca atividade 

(inibição de crescimento celular variando de 50 a 70%), com moderada atividade (inibição de 

crescimento celular variando de 70 a 90%) e com alta atividade (inibição de crescimento 

variando de 90 a 100%) [26]. As substâncias que causaram uma inibição maior que 70% 

foram submetidas ao ensaio de determinação da concentração que inibe 50% do crescimento 

celular em relação ao controle negativo (CI50). A porcentagem de inibição x log da 

concentração foi registrada, e suas CI50 e os respectivos intervalos de confiança (IC 95%) 

foram calculados a partir da regressão não linear no programa GraphPad Prism 5.0. Os 

experimentos foram realizados em quintuplicatas e a percentagem de inibição foi calculada no 

programa GraphPad Prism 5.0.  

 

2.7 Ensaio de Genotoxicidade 

 

Foram utilizados 30 camundongos swiss albino machos, com aproximadamente 8 

semanas de idade, pesando em torno de 30 a 50 g. Durante o experimento, os animais foram 

acomodados em caixas de polipropileno adequadas (5 camundongos por caixa), que foram 

mantidas a temperatura de 22 ± 2 °C, umidade relativa de 50 ± 5%, com ciclo de 12 h/12 h 

luz/escuro. Os animais receberam água potável e comida ad libitum. O experimento teve 

aprovação do Comitê de Ética em Experimentação Animal (CEUA) sob o nº 

23076.052055/2014-21. 

 Os animais foram distribuídos igualmente em seis grupos (n = 5) e organizados de 

acordo com os tratamentos realizados. Três grupos receberam os derivados pirazólicos 

sintéticos (3a, 3b e 3e). Outro grupo recebeu o ácido úsnico purificado. Cada grupo tratado 

recebeu uma dose de 15 mg/kg de peso do animal. O grupo controle negativo recebeu apenas 

100 µL de DMSO e PBS (Tampão fosfato-salino), o veículo no qual o ácido úsnico purificado 

e os derivados pirazólicos sintéticos foram dissolvidos; um grupo controle positivo recebeu a 

ciclofosfamida, um agente mutagênico bem estabelecido na literatura científica. Os grupos 

tratados, controle negativo e positivo receberam seus tratamentos por via intraperitoneal.  

Os camundongos foram anestesiados com xilazina 100 mg/Kg e quetamina 10 mg/Kg, 

por via intraperitoneal. O sangue periférico foi coletado por punção retro-orbital 48 h após o 
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tratamento. Logo depois da coleta do sangue, os animais foram eutanasiados com mais uma 

injeção de combinação de xilazina e quetamina. 

 

2.7.1 Ensaio Cometa  

 

O ensaio cometa foi realizado de acordo com a metodologia de Umbuzeiro e Roubicek 

et al. [27]. O sangue coletado foi homogeneizado com agarose de baixo ponto de fusão (LM) 

e depositado nas lâminas previamente preparadas com uma cobertura de agarose padrão; estas 

lâminas foram cobertas com lamínulas e, em seguida, levadas para o refrigerador a 

temperatura de 4ºC, por 10 minutos. Depois da refrigeração, as lamínulas foram retiradas e as 

lâminas depositadas em cubas com solução de lise (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM 

TRIS, 1% Triton X-100, DMSO 10%, com pH 10). Todo procedimento após a coleta do 

material foi feito em uma sala com luz vermelha (sem a presença de luz branca), pois o 

experimento é fotossensível. Após o tempo necessário para a lise (48 h até uma semana), 

seguiu-se o processo de eletroforese, em que as células lisadas foram submetidas a uma 

corrente de ± 300 mA, com diferença de potencial de 32V, por 20 minutos, em uma cuba 

contendo solução tampão alcalina (1M NaOH e 200 mM EDTA, pH 13). Logo depois, as 

lâminas foram neutralizadas com tampão (0.4 M Tris-HCl, pH 7.5) e coradas com 30μL de 

brometo de etídio (0, 0002%, p/v) por lâmina. Como controle positivo foi utilizado peróxido 

de hidrogênio (200 mM), de modo que as lâminas previamente preparadas com o sangue são 

mergulhadas por 10 minutos em uma cuba com 170 mL de tampão de eletroforese e 30 mL de 

peróxido de hidrogênio 10 volumes. 

A avaliação foi feita em microscópio de epifluorescência (Zeiss M2) com filtro Alexa 

flúor 546. Foram feitas duas lâminas para cada animal, sendo analisados 100 nucleoides por 

animal, com observação da relação entre o comprimento da cauda e o tamanho da cabeça do 

cometa. Cada nucleoide analisado foi classificado visualmente em uma de cinco classes: 0 

(sem dano aparente); 1 (com pouco dano aparente); 2 (dano médio); 3 (dano médio com cauda 

mais longa) e 4 (dano máximo). Desta forma, os valores obtidos para cada indivíduo podem 

variar de 0 (nenhum dano: 100 células x 0) a 400 (com dano máximo: 100 células x 4); a este 

valor damos o nome de índice de dano (ID) por animal. A frequência de danos (FD) também 

foi calculada de acordo com a porcentagem de todos os nucleoides com algum dano (classe 1 

a classe 4) em relação ao total de nucleoides contados, que vai da classe 0 a classe 4 (nº total) 

(Figura 2) [28]. 
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Figura 2- Classificação do dano do DNA das células analisadas por ensaio cometa. 0 (sem dano aparente); 1 

(com pouco dano aparente); 2 (dano médio); 3 (dano médio com cauda mais longa) e 4 (dano máximo). 

 

Fonte: Rocha, 2015. 

 

2.7.2 Teste do Micronúcleo 

 

Para esse teste, foi utilizada a técnica descrita por Hayashi et al. [29]. Foram colocados 

5µL de sangue periférico sobre lâminas previamente preparadas com laranja de acridina, 

cobrindo-se com uma lamínula para espalhar uniformemente o material. Foi estabelecida a 

proporção de eritrócitos policromáticos (EPC) em relação ao total de eritrócitos da seguinte 

maneira: EPC/ (EPC+ENC), onde ENC significa eritrócitos normocromáticos. Uma 

comparação entre a proporção de EPC de cada animal tratado foi feita com a do grupo 

controle negativo. A não ser que a proporção de EPC em um dado grupo seja menor do que 

20% da proporção de EPC no grupo controle negativo (caso em que o animal será descartado 

do estudo), 2000 EPC serão contados por grupo para se quantificar a presença de EPC 

micronucleados (EPCMn) [30]. Os eritrócitos policromáticos foram analisados em 

microscópio de epifluorescência (Zeiss M2) com filtro Alexa flúor 488. 
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2.7.3 Análise Estatística 

A análise estatística foi feita por análise de variância, comparando-se os grupos 

tratados com o grupo controle negativo, tanto para o teste do micronúcleo, quanto para o 

ensaio cometa. Análises de diferença entre as variâncias e de normalidade foram feitos 

previamente para a escolha entre um teste paramétrico (ANOVA) e um teste não-

paramétrico (Kruskal-Wallis), sempre com α = 5, considerando p ≤ 0,05. O software R 3.1.0 

foi usado para todas as análises.  

 

3 Resultados  

 

3.1 Análises químicas dos extratos orgânicos e do ácido úsnico purificado de C. 

substellata e derivados pirazólicos sintéticos  

 

Os extratos etéreo, clorofórmico e acetônico obtido da C. substellata apresentaram 

como quimiotipo principal o ácido úsnico. Os extratos etéreo, clorofórmio, acetônico, bem 

como o ácido úsnico purificado apresentaram rendimento de 6,48%, 4,2%, 1,8%, 2,43%, 

respectivamente. A cromatografia em camada delgada (CCD) demonstrou a presença de uma 

banda no extrato etéreo (Rf 0,59), compatível com a banda do padrão de ácido úsnico Merck 

(Rf 0,59), bem como o ácido úsnico purificado (Rf 0,59), além de uma banda (Rf 0,60) nos 

extratos clorofórmico e acetônico que correspondem provavelmente ao ácido úsnico e outras 

4 bandas correspondentes a possíveis compostos fenólicos não identificados no extrato 

clorofórmico (0,80; 0,72; 0,46; 0,36) e duas bandas no extrato acetônico (0,78; 0,49) (Figura 

3).  

Estes resultados estão de acordo com a análise por cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE). O tempo de retenção (TR), dos extratos etéreo, clorofómico e acetônico foi de 25,88 

min, 25,92 min e 25,88 min, respectivamente. Tais resultados condizem com o tempo de retenção 

do padrão do ácido úsnico Merck (TR 26,39 min), sendo o percentual de pureza em torno de 95% 

(Figura 21 em anexo). 
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Figura 3. Cromatografia em camada delgada dos extratos orgânicos e do ácido úscico purificado. 1 - Padrão do 

ácido úsnico Merck; 2 – Ácido úsnico purificado de Cladonia substellata a partir do extrato etéreo; 3 – Extrato 

etéreo; 4 – Extrato clorofórmico; 5 – Extrato acetônico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Rocha, 2015. 

 

Após isolado, o ácido úsnico purificado teve sua estrutura confirmada por análises dos 

espectros de IV e RMN-H1. Os dados espectrométricos estão apresentados a seguir:  

Cristais amarelos, com ponto de fusão determinado Pf = 201-203ºC, rendimento de 

2,43%, Rf (0,59) determinado através de CCD, utilizando-se sistema de eluição 

tolueno/dioxano/ácido acético, 180:45:5 (v/v/v), seu TR (26,39) foi determinado através de 

CLAE, utilizando-se sistema de eluição metanol/água/ácido acético (80:19,5:0,5 v/v/v). IV 

(KBr, λmax
cm-1): 3069 (-OH), 2929 (R-O-R), 1632 (C=O symm), 1540 e 1454 (C=C), 1290 (-C-

O-C- éter), 840 (C-H aromático axial). RMN-H1 (DMSO-d6, 300 MHz), δH: (s, 3H, CH3-14), 

2,00 (s, 3H, CH3-19), 2,50 (s, 3H, CH3-23), 2,65 (s, 3H, CH3-17), 6,26 (s, 1H, C-7-H), 11,23 

(s, 1H, C-10-OH), 13,36 (s, 1H, C-12-OH), 18,89 (s, 1H, C-6-OH). 

 

3.2 Síntese dos derivados pirazólicos (3a-f) do ácido úsnico purificado  

 

Os compostos pirazólicos síntéticos devidamente substituídos apresentaram-se 

cristalinos e estáveis com elevadas temperaturas de fusão. A pureza dos compostos foi 

monitorada através de CCD que demonstrou a presença de uma única banda para todos os 

compostos derivados (Figura 4).  

 

 

 

       1     2     3     4      5 

0,59 0,59 0,59 0,60 0,60 

0,46 

0,36 
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0,80 0,78 
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Figura 4. Cromatografia em camada delgada dos derivados pirazólicos do ácido úsnico purificado. 1 - Padrão do 

ácido úsnico Merck; 2 – Ácido úsnico purificado; 3 – composto 3a; 4 – Composto 3b; 5 – Composto 3c; 6 – 

Composto 3d; 7- Composto 3e; 8- Composto 3f. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Rocha, 2015. 

 

As estruturas químicas foram confirmadas através de técnicas usuais de RMN-H1, 

RMN-C13 e IV, sendo os respectivos dados transcritos a seguir. 

 

3.2.1 16-Acetil-13,15-diidroxi-3,6,14-trimetil-1-(8-fenil)-1H-[1]benzofuro[9,5-f]indazol 

10(2H)-ona (3a) 

Cristais amarelos, com ponto de fusão determinado Pf = 192-194ºC, rendimento 

reacional de 72%, Rf (0,87) determinado através de CCD, utilizando-se sistema de eluição 

tolueno/dioxano/ácido acético, 180:45:5 (v/v/v), TR (10,87) determinado através de CLAE, 

utilizando-se sistema de eluição metanol/água/ácido acético (80:19,5:0,5 v/v/v). IV (KBr, 

λmax
cm-1): 3109 (-OH), 2925 (R-O-R), 1631 (C=O symm), 1595 e 1475 (C=C), 1290 (-C-O-C-, 

éter), 1047 (-C-N- axial), 845 (C-H aromático axial). RMN-H1 (DMSO-d6, 300 MHz), H: 1,75 

(s, 3H, CH3-17), 1,97 (s, 3H, CH3-27), 2,48 (s, 3H, CH3-31), 2,62 (s, 3H, CH3-19), 6,53 (s, 

1H, C-H-10), 7,59 (m, 5H, H21, H22, H23, H24 e H25), 11,20 (s, 1H, C-13-OH), 13,34 (s, 1H, C-

15-OH). RMN-C13 (DMSO-d6, 300 MHz), δC: 7,43 (s, 1C, C27), 13,0 (s, 1C, C17), 30,04 (s, 

1C, C19), 30,98 (s, 1C, C31), 59,71 (s, 1C, C3), 89,88 (s, 1C, C10), 101,14 (s, 1C, C12), 104,29 

(s, 1C, C13), 106,35 (s, 1C, C14), 110,14 (s, 1C, C5), 123,79 (s, 2C, C21 e C25), 128,58 (s, 1C, 

C23), 129,12 (d, 1C, C9), 129,67 (s, 2C, C22 E C24), 137,48 (s, 1C, C20), 148,39 (s, 1C, C6), 

    1        2         3        4       5        6        7       8 

0,86 0,86 0,87 
0,91 0,90 

0,86 
0,85 

0,27 
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150,23 (s, 1C, C11), 156,49 (d, 1C, J= 410 Hz, C2), 162,43 (s, 1C, C15), 172,12 (s, 1C, C16), 

196,12 (s, 1C, C4), 200,90 (s, 1C, C29).  

 

3.2.2 16-Acetil-13,15-diidroxi-3,6,14-trimetil-1-(8-bromofenil)-1H-[1]benzofuro[9,5-

f]indazol 10(2H)-ona (3b) 

Cristais amarelos, com ponto de fusão determinado Pf = 165-167ºC, rendimento 

reacional de 82%, Rf (0,91) determinado através de CCD, utilizando-se sistema de eluição 

tolueno/dioxano/ácido acético, 180:45:5 (v/v/v), TR (7,88) determinado através de CLAE, 

utilizando-se sistema de eluição metanol/água/ácido acético (80:19,5:0,5 v/v/v). IV (KBr, 

λmax
cm-1): 3100 (-OH), 2929 (R-O-R), 1505 e 1480 (C=C), 1622 (C=O symm), 1289 (-C-O-C-, 

éter), 1045 (-C-N- axial), 847 (C-H aromático axial). RMN-H1 (DMSO-d6, 300 MHz), H: 1,70 

(s, 3H, CH3-17), 1,91, (s, 3H, CH3-27), 2,45 (s, 3H, CH3-32), 2,57 (s, 3H, CH3-19), 6,52 (s, 

1H, C-H-10), 7,52 (d, 2H, H22 e H24, J=0,02), 7,62 (d, 2H, H21 e H25, J=0,02), 11,07 (s, 1H, C-

13-OH), 13,25(s, 1H, C-15-OH). RMN-C13 (DMSO-d6, 300 MHz), C: 7,38 (s, 1C, C27), 

12,97 (s, 1C, C17), 30,06 (s, 1C, C19), 30,91 (s, 1C, C32), 59,73 (s, 1C, C3), 89,79 (s, 1C, C10), 

101,06 (s, 1C, C12), 104,16 (s, 1C, C13), 106,41 (s, 1C, C14), 110,28 (s, 1C, C5), 121,32 (s, 1C, 

C23), 125,67 (s, 2C, C21 e C25), 132,57 (s, 1C, C20), 136,74 (s, 2C, C22 e C24), 148,55 (s, 1C, 

C6), 149,52 (d, 1C, C9), 150,50 (s, 1C, C11), 156,41 (d, 1C, J= 488 Hz, C2), 162,44 (s, 1C, 

C15), 172,19 (s, 1C, C16), 196,00 (s, 1C, C29), 200,73 (s, 1C, C4). 

 

3.2.3 16-Acetil-13,15-diidroxi-3,6,14-trimetil-1-(8-clorofenil)-1H-[1]benzofuro[9,5-f]indazol 

10(2H)-ona (3c) 

Cristais amarelos, com ponto de fusão determinado Pf = 108-110ºC,  rendimento 

reacional de 30,5%, Rf (0,90) determinado através de CCD, utilizando-se sistema de eluição 

tolueno/dioxano/ácido acético, 180:45:5 (v/v/v), TR (24,49) determinado através de CLAE, 

utilizando-se sistema de eluição metanol/água/ácido acético (80:19,5:0,5 v/v/v). IV (KBr, 

λmax
cm-1): 3102 (-OH), 2925 (R-O-R), 1626 (C=O symm), 1507 e 1476 (C=C), 1288 (-C-O-C-, 

éter), 1046 (-C-N- axial), 845 (C-H aromático axial).  RMN-H1 (DMSO-d6, 300 MHz), H: 1,74 

(s, 3H, CH3-17), 1,97 (s, 3H, CH3-27), 2,49 (s, 3H, CH3-32), 2,62 (s, 3H, CH3-19), 6,59 (s, 

1H, C-H-10), 7,65 (d, 2H, H22 e H 24), 7,70 (d, 2H, H21 e H25), 11,16 (s, 1H, C-13-OH), 13,33 

(s, 1H, C-15-OH). RMN-C13 (DMSO-d6, 300 MHz), δC: 7,42 (s, 1C, C27), 12,98 (s, 1C, C17), 

30,00 (s, 1C, C19), 30,96 (s, 1C, C32), 59,76 (s, 1C, C3), 89,87 (s, 1C, C10), 101,136 (s, 1C, 

C12), 104,27 (s, 1C, C13), 106,38 (s, 1C, C14), 110,25 (s, 1C, C5), 125,51 (s, 2C, C21 e C25), 
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129,64 (s, 2C, C22 e C24), 132,91 (s, 1C, C23), 136,32 (s, 1C, C20), 148,67 (s, 1C, C6), 149,55 

(d, 1C, C9), 150,42 (s, 1C, C11), 156,46 (d, 1C, J= 426 Hz, C2), 162,43 (s, 1C, C15), 172,28 (s, 

1C, C16), 196,13 (s, 1C, C29), 200,84 (s, 1C, C4). 

 

3.2.4 16-Acetil-13,15-diidroxi-3,6,14-trimetil-1-(8-carboxamidafenil)-1H-[1]benzofuro[9,5-

f]indazol 10(2H)-ona (3d) 

Cristais amarelos claros, com ponto de fusão determinado Pf = 189-191ºC,  

rendimento reacional de 53,2%, Rf (0,27) determinado através de CCD, utilizando-se sistema 

de eluição tolueno/dioxano/ácido acético, 180:45:5 (v/v/v), TR (18,30) determinado através 

de CLAE, utilizando-se sistema de eluição metanol/água/ácido acético (80:19,5:0,5 v/v/v). IV 

(KBr, λmax
cm-1): 3068 (-OH), 2929 (R-O-R), 1627 (C=O symm), 1523 e 1479 (C=C), 1289 (-C-

O-C-, éter), 1046 (-C-N- axial), 845 (C-H aromático axial). RMN-H1 (DMSO-d6, 300 MHz), δH: 

1,69 (s, 3H, CH3-17), 1,96 (s, 3H, CH3-27), 2,49 (s, 3H, CH3-33), 2,61 (s, 3H, CH3-19), 6,63 

(s, 1H, C-H-10), 7,52 (d, 2H, H22 e H24, J=0,02), 8,09 (d, 2H, H21 e H25, J=0,02), 11,15 (s, 1H, 

C-13-OH), 13,33 (s, 1H, C-15-OH). RMN-C13 (DMSO-d6, 300 MHz), δC: 7,44 (s, 1C, C27), 

13,01 (s, 1C, C17), 30,04 (s, 1C, C19), 30,98 (s, 1C, C33), 59,80 (s, 1C, C3), 90,03 (s, 1C, C10), 

101,15 (s, 1C, C12), 104,28 (s, 1C, C13), 106,41 (s, 1C, C14), 110,38 (s, 1C, C5), 123,29 (s, 2C, 

C21 e C25), 128,50 (s, 1C, C23), 128,96 (s, 2C, C22 e C24), 133,89 (s, 1C, C20), 139,57 (d, 1C, 

C9), 148,68 (s, 1C, C6), 150,38 (s, 1C, C11), 156,47 (d, 1C, J= 426 Hz, C2), 162,44 (s, 1C, 

C15), 166,78 (s, 1C, C31),  172,36 (s, 1C, C16), 196,19 (s, 1C, C29), 200,82 (d, 1C, C4). 

 

3.2.5 16-Acetil-13,15-diidroxi-3,6,14-trimetil-1-(8-metilfenil)-1H-[1]benzofuro[9,5-f]indazol 

10(2H)-ona (3e) 

Cristais brancos, com ponto de fusão determinado Pf = 166-168ºC, rendimento 

reacional de 81%, Rf (0,88) determinado através de CCD, utilizando-se sistema de eluição 

tolueno/dioxano/ácido acético, 180:45:5 (v/v/v), TR (3,89) determinado através de CLAE, 

utilizando-se sistema de eluição metanol/água/ácido acético (80:19,5:0,5 v/v/v). IV (KBr, 

λmax
cm-1): 3108 (-OH), 2925 (R-O-R), 1626 (C=O symm), 1520 e 1483 (C=C), 1288 (-C-O-C-, 

éter), 1045 (-C-N- axial), 809 (C-H aromático axial). RMN-H1 (DMSO-d6, 300 MHz), δH: 1,72 

(s, 3H, CH3-17), 1,94 (s, 3H, CH3-27), 2,39 (s, 3H, CH3-31), 2,46 (s, 3H, CH3-32), 2,59 (s, 

3H, CH3-19), 6,47 (s, 1H, C-H-10), 7,38 (d, 2H H22 e H24, J=0,02), 7,54 (d, 2H, H21 e H25, 

J=0,02), 11,20 (s, 1H, C-13-OH), 13,31 (s, 1H, C-15-OH). RMN-C13 (DMSO-d6, 300 MHz), 

δC: 7,41 (s, 1C, C27), 12,98 (s, 1C, C17), 20,62 (s, 1C, C32), 30,05 (s, 1C, C19), 30,94 (s, 1C, 

C31), 59,64 (s, 1C, C3), 89,85 (s, 1C, C10), 101,09 (s, 1C, C12), 104,25 (s, 1C, C13), 106,34 (s, 
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1C, C14), 110,02 (s, 1C, C5), 123,63 (s, 2C, C21 e C25), 130,04 (s, 2C, C22 e C24), 135,10 (s, 1C, 

C23), 138,25 (s, 1C, C20), 148,20 (s, 1C, C6), 149,15 (d, 1C, C9), 150,10 (s, 1C, C11), 156,48 

(d, 1C, C2), 162,43 (s, 1C, C15), 171,92 (s, 1C, C16), 196,0 (s, 1C, C29), 200,84 (s, 1C, C4). 

 

3.2.6 16-Acetil-13,15-diidroxi-3,6,14-trimetil-1-(8-metoxifenil)-1H-[1]benzofuro[9,5-

f]indazol 10(2H)-ona (3f) 

Cristais marrons, com ponto de fusão determinado Pf = 195-197ºC,  rendimento 

reacional de 56,3%, Rf (0,85) determinado através de CCD, utilizando-se sistema de eluição 

tolueno/dioxano/ácido acético, 180:45:5 (v/v/v), TR (27,50) determinado através de CLAE, 

utilizando-se sistema de eluição metanol/água/ácido acético (80:19,5:0,5 v/v/v). IV (KBr, 

λmax
cm-1): 3068 (-OH), 2929 (R-O-R), 1522 e 1477 (C=C), 1627 (C=O symm), 1678 (CH3-O- 

metoxi), 1290 (-C-O-C-, éster), 1047 (-C-N- axial), 831 (C-H aromático axial). RMN-H1 

(DMSO-d6, 300 MHz), δH: 1,71 (s, 3H, CH3-17), 1,94 (s, 3H, CH3-27), 2,46 (s, 3H, CH3-33), 

2,59 (s, 3H, CH3-19), 6,42 (s, 1H, C-H-10), 7,39 (d, 2H H22 e H24, J=0,02), 7,53 (d, 2H, H21 e 

H25, J=0,02), 11,22 (s, 1H, C-13-OH), 13,31 (s, 1H, C-15-OH). RMN-C13 (DMSO-d6, 300 

MHz), δC: 7,39 (s, 1C, C27), 12,96 (s, 1C, C17), 30,07 (s, 1C, C19), 30,93 (s, 1C, C33), 55,53 (s, 

1C, C32), 59,59 (s, 1C, C3), 89,75 (s, 1C, C10), 101,06 (s, 1C, C12), 104,21 (s, 1C, C13), 106,31 

(s, 1C, C14), 109,83 (s, 1C, C5), 114,68 (s, 2C, C22 e C24), 125,36 (s, 2C, C21 e C25), 130,49 (s, 

1C, C23), 148,16 (s, 1C, C20), 149,04 (d, 1C, C9), 149,92 (s, 1C, C6), 156,48 (d, 1C, C2), 

159,18 (d, 1C, C11), 162,41 (s, 1C, C15), 171,74 (s, 1C, C16), 195,90 (s, 1C, C29), 200,80 (s, 

1C, C4). 

 

3.3 Atividade Citotóxica 

 

O ácido úsnico purificado e derivados pirazólicos sintéticos foram testados na 

concentração de 25 µg/mL, enquanto que extratos orgânicos foram testados na concentração 

de 50 µg/mL, apresentando porcentagem de inibição celular conforme descrito na tabela 2: 
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Tabela 1. Determinação da porcentagem de inibição celular dos extratos orgânicos, ácido úsnico 

purificado e derivados pirazólicos sintéticos. 

 

Amostras 

% de Inibição 

±SEM 
 

NCI-H292 Hep-2 HL-60 MCF-7 

Extrato etéreo 11,67 ± 0,23 98,03 ± 2,80 87,24 ± 0,30 100,0 ± 0,00 

Extrato clorofórmico 18,22 ± 2.26 90,48 ± 2,51 85,46 ± 0,76 77,89 ± 2,94 

Extrato acetônico 82,08 ± 3,32 92,68 ± 2,20 87,69 ± 0,67 58,75 ± 2,33 

Ácido úsnico purificado 83,58 ± 4,38 89,31 ± 1,64 85,94 ± 0,45 71,82 ± 4,83 

Composto 3a 63,2 ± 1,9 87,1 ± 1,4 59,1 ± 4,7 79,2 ± 4,3 

Composto 3b 35,0 ± 0,0 77,2 ± 3,7 66,5 ± 4,7 84,9 ± 1,2 

Composto 3e 41,5 ± 2,2 61,9 ± 5,3 73,0 ± 4,1 90,3 ± 0,5 

Doxorrubicina 94,15 ± 1,99 79,39 ± 2,65 92,91 ± 0,63 74,77 ± 2,09 

SEM = standard erro médium. Extratos orgânicos: 50µg/mL. Ácido úsnico purificado e derivados 

pirazólicos sintéticos: 25 µg/mL. Doxorrubicina: 5 µg/mL. 

 

Fonte: Rocha, 2015. 

 

Os resultados demonstram que o extrato etéreo apresentou porcentagem de inibição 

alta (inibição de crescimento celular variando de 90 a 100%) frente à linhagem celular Hep-2 

e MCF-7, atividade moderada (inibição de crescimento celular variando de 70 a 90%) frente à 

linhagem HL-60, enquanto que a linhagem celular NCI-H292 não apresentou atividade 

(inibição de crescimento menor que 50%).  

O extrato clorofórmico demonstrou alta atividade inibitória (90 a 100% de inibição) 

frente à linhagem celular Hep-2, inibição moderada frente às linhagens celulares HL-60 e 

MCF-7 e não apresentou porcentagem de inibição significativa frente à linhagem celular NCI-

H292. O extrato acetônico demonstrou alta atividade inibitória frente à linhagem celular HEp-

2, inibição moderada frente às linhagens celulares NCI-H292 e HL-60 e baixa atividade frente 

à linhagem celular MCF-7.  

O ácido úsnico purificado apresentou porcentagem de inibição moderada frente a 

todas as linhagens celulares testadas. Já os compostos derivados 3a e 3b apresentaram 

inibição moderada apenas para as linhagens HEp-2 e MCF-7, enquanto que o composto 3e 

apresentou alta atividade para linhagem celular MCF-7 e moderada atividade para HL-60. 

Determinando-se a concentração que inibe 50% do crescimento em relação ao controle 

negativo (CI50) com respectivos intervalos de confiança (IC 95%), calculados a partir da 

regressão não linear no programa GraphPad Prism 5.0 (Tabela 3), podemos dizer que o ácido 
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úsnico purificado apresentou maior atividade citotóxica frente às células Hep-2 e NCI-H292, 

enquanto que o extrato clorofórmico foi o que apresentou maior atividade frente a linhagem 

celular HL-60. Assim, os extratos orgânicos testados, o ácido úsnico purificado e os derivados 

pirazólicos sintéticos mostraram uma atividade citotóxica potencial frente às linhagens de 

células tumorais testadas. 

 

Tabela 2. CI50 dos compostos testados frente às linhagens de células neoplásicas. 

 
CI50 (µg/mL) 

Intervalo de confiança 

Linhagens NCI-H292 HEp-2 HL-60 MCF-7 

Extrato etéreo n.t. 
10,05 

7.73 – 13.06 

5,10 

3.73 – 6.96 
- 

Extrato clorofórmico n.t. 
14,87 

11.13 – 19.86 

3,34 

2.31 – 4.82 
- 

Extrato acetônico 
5,24 

4.58 – 6.00 

5,35 

3.96 – 7.23 

6,33 

4.48 – 8.94 
n.t. 

Ácido úsnico purificado 
4,97 

3.91 – 6.32 

2,19 

1.64 – 2.93 

22,48 

19.39 – 26.07 
- 

Composto 3a n.t. - n.t. - 

Composto 3b n.t. - n.t. - 

Composto 3e n.t. n.t. 
13,0 

10.5 – 16.0 
- 

Doxorrubicina 
0,08 

0.06 – 0.12 

0,31 

0,26 – 0,36 

0,06 

0,05 – 0,07 

0,12 

0.08 – 0.15 

n.t. = não testado 

Fonte: Rocha, 2015. 

 

 

3. 4 Atividade Genotóxica 

 

 Nos testes de ensaio cometa foram avaliados os compostos derivados do ácido úsnico 

purificado (3a-3f) e o ácido úsnico purificado. No tratamento foi utilizado uma dose de 15 

mg/kg para todos os compostos (3a-3f), correspondente a décima parte da DL50 do ácido 

úsnico descrita por Santos et al. [4].  

 De acordo com os resultados calculados para o índice de dano, que mede a intensidade 

do dano no DNA e para a frequência de dano, que mostra se houve dano ou não no DNA 

através do teste estatístico ANOVA e pós-teste de Tukey, os compostos não se mostraram 

genotóxicos, exceto o composto 3c.  Houve diferença significativa quando comparamos todos 

os compostos com o controle positivo (p ≤ 0,05), mas quando comparados entre si e com o 

controle negativo não houve diferença significativa (p ≥ 0,05), exceto para o composto 3c que 
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apresentou um dano genético maior que o controle negativo como também em relação aos 

outros compostos (Tabela 4).  

 

Tabela 3 - Resultados dos testes de genotoxicidade pelo teste do micronúcleo e ensaio cometa. 

 
TESTES 

Grupos 
MN 

Média ± DP 

ID 

Média ± DP 

FD 

Média ± DP 

Composto 3a 2.2 ± 2.9 24.2 ± 19.9 19.0 ± 15.2 

Composto 3b 1.0 ± 1.4 45,2 ± 38,3 25.0 ± 14.5 

Composto 3c 4,2 ± 4,7 168,8 ± 29,2* ** 88,6 ± 9,7 

Composto 3d 4,8 ± 3,6 36,0 ± 30,4 21,4 ± 13,4 

Composto 3e 2.4 ± 2.5 43.4 ± 34.0 26.2 ± 18.1 

Composto 3f 3,8 ± 2,7 119,4 ± 100,3 59,2 ± 24,7 

Ácido úsnico purificado 2.4 ± 2.3 79.0 ± 51.0 40.6 ± 24.7 

DMSO+PBS 1.0 ± 0,7 53.4 ± 33.5 28.4 ± 15.2 

Ciclofosfamida 33.4 ± 13.0* - - 

Peróxido de hidrogênio - 351 ± 31.3* 100 ± 0.0* 

DP: desvio padrão; MN: micronúcleo; ID: índice de dano pelo ensaio cometa; FD: fator de 

dano em percentagem pelo ensaio cometa; * diferença significativa com o controle negativo; 

** diferença significativa com todos os grupos. 

 

Fonte: Rocha, 2015. 

 

 

Também foram analisados os eritrócitos policromáticos com micronúcleo (EPCMn) 

dos animais tratados com os compostos (3a-3f) e o ácido úsnico purificado. De acordo com as 

análises estatísticas, constatou-se que houve diferença (p ≤ 0,5) quando cada grupo foi 

comparado com o controle positivo, mas não houve diferença significativa comparando-se os 

grupos tratados com o controle negativo e comparando-se os compostos entre si. Sendo assim, 

os agentes tratados não se mostraram mutagênicos no teste do micronúcleo. Os EPCMn foram 

encontrados em todos os grupos tratados (Figura 5).  
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Figura 5. Eritrócitos Normocromáticos corados em verdes; Eritrócitos Policromáticos corados em vermelho; 

Eritrócitos Policromáticos com Micronúcleo apontados pela seta vermelha. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     Fonte: Rocha, 2015. 

 

 

 

4 Discussão 

 

Grande parte dos fármacos utilizados nos dias de hoje têm em sua constituição 

moléculas encontradas na natureza, despertando o interesse para o uso de produtos naturais. 

Cerca de 30% do mercado farmacêutico mundial é representado por drogas derivadas de 

produtos naturais [31]. Neste contexto, a maioria das substâncias liquênicas apresenta uma 

estrutura química muito simples facilitando a produção de derivados em laboratório, e 

fornecendo grandes quantidades de materiais sem afetar o ecossistema [32]. Desta forma, o 

ácido úsnico é certamente uma estrutura protótipo para modificação estrutural com grande 
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potencial, sendo grandes as chances de se encontrar diferentes padrões de atividade biológica 

ou toxidez dos produtos obtidos. 

Neste sentido, o presente trabalho se propôs a estudar a possível citotoxicidade e a 

genotoxicidade de derivados pirazólicos sintéticos do ácido úsnico purificado e extratos 

orgânicos obtidos a partir de C. substellata. 

A modificação estrutural do ácido úsnico purificado possibilitou um aumento da 

solubilidade que foi observada em todos os compostos sintetizados, podendo ser atribuído a 

substituição da hidroxila do carbono 3. Luzina et al. [21] também obtiveram derivados 

fenilhidrazínicos (halo alquilo, alcóoxi e nitro) do ácido úsnico, entretanto, utilizaram como 

solvente reacional o metanol, enquanto que neste trabalho, utilizou-se etanol de acordo com 

uma química “verde” que não agride o meio ambiente.  

A atividade citotóxica do ácido úsnico isolado e purificado do líquen C. substellata e 

seus derivados pirazólicos sintéticos, juntamente com seus extratos orgânicos foi avaliada em 

quatro linhagens de células neoplásicas (HEp-2, NCI-H292, HL-60, MCF-7). Os compostos 

3a e 3e apresentaram porcentagem de inibição muito significativa frente à linhagem celular 

MCF-7, evidenciando que a modificação da estrutura do ácido úsnico purificado levou ao 

aumento da atividade citotóxica quando comparado com o ácido úsnico purificado, 

considerando também que esta linhagem de célula tumoral é responsável pelo tipo de câncer 

mais incidente no Brasil, o câncer de mama [33]. Uma elevada atividade citotóxica também 

foi verificada para o extrato clorofórmico que apresentou uma CI50 de 3,34 frente à linhagem 

celular HL-60 e para o ácido úsnico purificado com CI50 de 2,19 frente à linhagem HEp-2, de 

modo que são considerados com uma potente atividade antineoplásica aqueles compostos que 

apresentam CI50 < 30 [34]. Os resultados apresentados confirmam o estudo feito por Correché 

et al. [35] que realizaram ensaios in vitro de citotoxicidade frente à cultura de linfócitos de 

baço de ratos Hoffmam, confirmando também uma quase total inibição do crescimento 

celular, quando a cultura foi incubada com o ácido úsnico e seus derivados nas concentrações 

de 10 a 80 μg/mL. Cardarelli et al. [36] também reportaram que a propriedade do ácido 

úsnico sobre a proliferação de células da linhagem HE-50 e K562 foi dose e tempo 

dependente. Outros estudos demonstraram que o ácido úsnico apresenta atividade 

antiproliferativa contra as linhagens de células humanas malignas T-47D (mama), Panc-1 

(pâncreas) e PC-3 (próstata) [37].  

Em relação ao sistema teste empregado para a avaliação da genotoxicidade, o ensaio 

cometa detecta danos ao DNA tais como quebras de fitas simples e duplas, sítios álcali lábeis, 

locais de reparo incompleto e instabilidade genômica [38]. Este ensaio tem se mostrado ser 
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muito sensível e é, portanto, útil para a detecção de danos genéticos em células individuais. O 

sistema-teste de micronúcleo é um ensaio amplamente utilizado para a detecção de agentes 

clastogênicos e aneugênicos e está sendo empregado como um método de triagem no 

desenvolvimento de novos fármacos [39]. É importante ressaltar que o potencial de muitos 

compostos naturais de modelar os efeitos genotóxicos tem sido identificado utilizando-se o 

teste do micronúcleo como parâmetro de análise [40]. 

Al-Bekairi et al. [41] avaliaram a genotoxicidade do ácido úsnico (+) após a 

administração oral em camundongos. O ácido úsnico induziu a formação de micronúcleos na 

medula óssea, mas os valores não foram estatisticamente significativos quando comparados 

com o controle negativo. Recentemente, Leandro et al. [13] avaliaram a genotoxicidade e o 

potencial antigenotóxico do ácido úsnico pelos teste de micronúcleo e ensaio cometa e 

observaram que não houve efeito genotóxico nas diferentes concentrações testadas do ácido 

úsnico. Estes resultados corroboram com os resultados do presente trabalho, em que não 

foram observados frequência de micronúcleo significativa, bem como dano expressivo no 

DNA das células dos grupos animais tratados com o ácido úsnico purificado e seus derivados 

pirazólicos. No entanto, a presença de atividade genotóxica para o composto 3c pode ser 

causada pela presença do elemento cloro que possui toxicidade comprovada e está presente na 

estrutura química do composto [42].  

A ausência da ação genotóxica e mutagênica da maioria dos compostos sintetizados 

testados tende a ser um ponto positivo para o desenvolvimento de novos fármacos, pois 

compostos químicos que apresentam indícios de genotoxicidade ou mutagenicidade e que 

interagem de alguma forma com o DNA,  podem causar alterações no funcionamento normal 

da célula, de modo que, em tratamentos sucessivos, pode acabar ocasionando danos mais 

efetivos ao material genético, representando  um risco ao consumo humano, especialmente em 

situações em que o contato com a substância ocorre de forma repetida, como nos tratamentos 

medicinais. Sendo assim, a pesquisa da potencial atividade genotóxica é uma etapa importante 

do desenvolvimento de novos fármacos [43].  

Desta forma, os resultados obtidos no presente trabalho mostram elevados índices de 

citotoxicidade demonstrada para os extratos orgânicos, ácido úsnico purificado e seus derivados 

quando testados em várias linhagens de células tumorais como também não foram encontrados 

propriedades genotóxicas e mutagênicas para compostos testados. No entanto, futuros testes 

deverão ser realizados a fim de elucidar melhor o potencial biológico dessas moléculas e os 

possíveis ajustes de suas estruturas químicas para os cuidados na sua utilização ou indicação 

como potencial fármaco. 
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5 Conclusões  

 

O procedimento de extração e as técnicas de recristalização utilizados foram 

adequados para a obtenção do ácido úsnico e dos extratos orgânicos, apresentando 

rendimentos satisfatórios. A abordagem sintética proposta foi considerada bastante satisfatória 

e ecologicamente mais adequada. Os compostos tiveram as estruturas previstas confirmadas 

para técnicas de RMN-H1, RMN-C13 e IV, e foram obtidos em rendimentos satisfatórios. O 

efeito citotóxico do ácido úsnico purificado e dos extratos orgânicos de C. substellata foi 

determinado e mostrou que o ácido úsnico purificado apresentou melhor atividade frente às 

linhagens de células neoplásicas NCI-H292 com CI50 de 4, 97 µg/mL e HEp-2 com CI50 de 

2,19 µg/mL. Os compostos analisados pelo ensaio cometa não se mostraram genotóxicos em 

relação ao índice de dano e a frequência de dano. A análise de micronúcleo também 

demonstrou que as substâncias testados não são mutagênicos para os animais tratados. Os 

dados apresentados são animadores e ampliam os horizontes para realização de novos ensaios 

com o intuito de se aprofundar o conhecimento acerca destas novas moléculas. 
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5. CONCLUSÃO GERAL 

 

 

 O procedimento de extração e as técnicas utilizados foram adequados para a obtenção 

dos extratos orgânicos (etéreo, clorofórmico e acetônico). 

 O ácido úsnico foi obtido através de técnicas de extração por esgotamento e 

cristalização a partir do extrato etéreo do talo in natura de Cladonia substellata. 

Analises cromatográficas, Ressonância Magnética Nuclear de Protóns e Carbono e 

Infravermelho, comprovaram a pureza desta substância liquênica.  

 A abordagem sintética dos derivados pirazólicos do ácido úsnico apresentou 

rendimento satisfatório. 

 O efeito citotóxico dos extratos orgânicos, ácido úsnico purificado e derivados 

pirazólicos sintéticos mostraram ser capaz de inibir mais de 50% de proliferação 

celular.  

 Os compostos analisados pelo ensaio cometa e teste de micronúcleo não se mostraram 

genotóxicos e mutagênicos, respectivamente. 
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6. ANEXOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexo 1 

Espectros de RMN-H1, RMN-C13, IV e CLAE do ácido úsnico 

e derivados pirazólicos sintéticos 
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Figura 1- Espectro de RMN-H1 do composto 3a.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2- Espectro de RMN-H1 do composto 3b. 

12

11

13

16

14

15

3

2
O
1

4 5

10

9

6

N
7

N
8

CH3
17

O
18

22
23

21

2420

25

CH3
19

29O
30

CH3
31

OH
28

OH
26

CH3
27 12

11

13

16

14

15

3

2
O
1

4 5

10

9

6

N
7

N
8

CH3
17

O
18

22
23

21

2420

25

CH3
19

29O
30

CH3
31

OH
28

OH
26

CH3
27 12

11

13

16

14

15

3

2
O
1

4 5

10

9

6

N
7

N
8

CH3
17

O
18

22
23

21

2420

25

CH3
19

29O
30

CH3
31

OH
28

OH
26

CH3
27 12

11

13

16

14

15

3

2
O
1

4 5

10

9

6

N
7

N
8

CH3
17

O
18

22
23

21

2420

25

CH3
19

29O
30

CH3
31

OH
28

OH
26

CH3
27

12

11

13

16

14

15

3

2

O
1

4 5

10

9

6

N
7

N
8

CH3
17

O
18

22
23

21
24

20
25

CH3
19

29

O
30

CH3
33

OH
28

OH
26

CH3
27

Br
31



78 

Rocha, T.A. 2015                       Avaliação da Citotoxicidade e Ação Genotóxica de Extratos Orgânicos de Cladonia..., 

 

Figura 3- Espectro de RMN-H1 do composto 3c. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4- Espectro de RMN-H1 do composto 3d. 
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Figura 5- Espectro de RMN-H1 do composto 3e. 

 

 

Figura 6- Espectro de RMN-H1 do composto 3f. 
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Figura 7- Espectro de RMN-H1 do ácido úsnico purificado. 

 
 

 

 

 
 

Figura 8- Espectro de RMN-C13 do composto 3a. 
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Figura 9- Espectro de RMN-C13 do composto 3b. 

 

 

 

 
Figura 10- Espectro de RMN-C13 do composto 3c. 
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Figura 11- Espectro de RMN-C13 do composto 3d. 

 

 

 

 
Figura 12- Espectro de RMN-C13 do composto 3e. 
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Figura 13- Espectro de RMN-C13 do composto 3f. 

 

 

 

 
Figura 14- Espectro de Infravermelho do composto 3a. 
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Figura 15- Espectro de Infravermelho do composto 3b. 

 

 

 

 
Figura 16- Espectro de Infravermelho do composto 3c. 
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Figura 17- Espectro de Infravermelho do composto 3d. 

 

 

 

 

 

 
Figura 18- Espectro de Infravermelho do composto 3e. 
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Figura 19- Espectro de Infravermelho do composto 3f. 

 

 

 

 

 

 
Figura 20- Espectro de Infravermelho do ácido úsnico purificado. 
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Figura 21- Cromatograma líquido de alta eficiência (CLAE): A- Extrato etéreo TR 25,88 min; B- Extrato 

clorofórmico TR 25,92; C- Extrato acetônico TR 25,88; D- Ácido úsnico purificado TR 26,39. 
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Figura 22-  Cromatograma líquido de alta eficiência (CLAE): A- Composto 3a TR 10,67; B- Composto 3b TR  

7,88; C- Composto 3c TR 24,49; D- Composto 3d TR 18,30; E- Composto 3e TR 3,89; F- Composto 3f TR 

27,50. 
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Anexo 2 

Ficha de Identificação Botânica 
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Universidade Federal de Pernambuco 

Centro de Ciências Biológicas 

Departamento de Botânica 

Herbário UFP – Geraldo Mariz 

 

N°: UFP 77.682 

 

Fam.: Cladoniaceae 

 

Sp.: Cladonia substellata Vainio 

 

Nome vulgar:  

 

Col.: Bruno Rodrigues, Lourdes Buril (nº 01-

04/III/2013). 
 

Det.: Lourdes Buril 14/III/2013. 

 

Proc.: PB. Mamanguape, Altitude de 51 m, 

Coordenadas: latitude 06º 50' 19" S e   Longitude 

35º 07' 34" W, área de solo arenoso 

 

 

Obs.: líquen fruticuloso 
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Anexo 3 

Carta de Aprovação do Comitê de Ética Animal 
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Anexo 04 

Guide for Authors 

(Bioorganic & Medicinal Chemistry) 
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