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RESUMO

Os liquens sédo organismos simbiontes cosmopolitas, altamente adaptaveis.
Sdo amplamente mencionados na literatura devido as suas numerosas
propriedades biolégicas como antimicrobiana, anti-inflamatéria, cicatrizante,
antineoplésica dentre outras. O objetivo desse estudo foi avaliar a atividade
citotéxica in vitro dos estratos organicos de Ramalina usnea, os mesmos foram
obtidos por meio de esgotamento em aparelho de Sohxlet a 40° C por uma
hora, com os solventes, éter, cloroférmio e acetona. Depois de evaporar 0s
solventes em rotaevaporador, 0s extratos foram acondicionados em
dessecador até obter um peso constante, sendo posteriormente calculados os
rendimentos. A analise da composicdo fendlica foi realizada analise
cromatografica de camada delgada (CCD). O ensaio de citotoxicidade foi
realizado pelo método do brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2,5-difeniltetrazdlio
(MTT). Foi avaliado o efeito antiproliferativo do extrato da Ramalina usnea
frente as linhagens de células asciticas dos tumores experimentais Sarcoma
180 e Carcinoma de Ehrlich. Os resultados de CCD evidenciaram a presenca
de &cido divaricatico (Rf. 0,6) no extrato etéreo e sequicaico (Rf. 0,47) nos
extratos acetbnico e cloroférmico, além de compostos ndo identificados (Rfs
0,32 e 0,54) respectivamente. O efeito citotoxico dos extratos organicos
demonstrou que o extrato etéreo apresentou melhor atividade, com inibicdo de
42,15% frente a linhagem celular sarcoma 180 e 56,30% frente ao carcinoma
de ehrlich na concentracdo de 200ug/mL Os extratos cloroféormico e acetdnico
apresentaram baixa atividade. Uma vez que o acido divaricatico é o principal
componente do extrato etéreo sugere-se que este composto € o principio ativo

da espécie estudada.

Palavras chave: Citotoxicidade. Depsideos Antineoplasicos. Liquens.



ABSTRACT

Lichens are symbiotic organisms, highly adaptable and cosmopolitan. They are
widely mentioned in the literature due to its numerous biological properties such
as antimicrobial, anti-inflammatory, healing, antineoplastic among others. The
aim of this study was to evaluate the in vitro antineoplastic activity of the crude
extract obtained from Ramalina usnea, they were obtained through the hot
exhaustion with ether, chloroform and acetone solvents following the eluotropic
sequence. The solvents were evaporated in a rotary evaporator, the extracts
were placed in a desiccator until constant weight. The yields were so calculated.
The analysis of the phenolic composition was performed in thin layer
chromatographic analysis (TLC). The cytotoxicity tests was performed using the
method of 3- [4,5-dimethylthiazol-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT). It was
evaluated the antiproliferative effect of Ramalina usnea front extract the ascites
cell lines of experimental tumors Sarcoma 180 and Ehrlich carcinoma. The TLC
results showed the presence of divarikatik acid (Rf.0,6) In ether extract and
sekikaik (Rf.0,47) In acetone and chloroform extracts, there was also observed
unidentified compounds (Rfs 0,32 and 0,54). The cytotoxic effect of organic
extracts showed that the ether extract had a better activity, with inhibition of
56,30% compared to sarcoma cell line 180 and 42,15% front of the Ehrlich
carcinoma in the concentration of 200ug / mL The chloroform and acetone
extracts showed low activity. Once the divaricatic acid is the main component of
the ether extract we may suggest that this compound is the active principle of

the studied species.

Keywords: Antineoplastic depsides. Citotoxic activity. Lichens.
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1 INTRODUCAO

Os liquens sdo seres oriundos do processo simbidtico onde participam um
fungo, micobionte, e uma alga ou cianobactéria, fotobionte (HARKSWORTH &
HILL 1984). Esta associacéo Ihes confere grande capacidade adaptativa além
de metabdlitos secundarios Unicos com propriedades biolégicas notaveis tais
como bioindicadores, antimicrobianos (FALCAO, 2004), acdo analgésica
(OKUYAMA Et al., 1995), antineoplasica (SHRESTHA, 2014), mutagénica
(GULLUCE, 2011) e citotoxica (ARAUJO, 2014), esta Gltima bastante relevante
como triagem ao descobrimento de +6875 novos antitumorais. Neste trabalho
foi avaliada a atividade citotoxica de Ramalina usnea um liquen pouco
apresentado a literatura e cujos metabdlitos secundarios ainda sao pouco
estudados.

As pesquisas para obtencdo de novos compostos antineoplésicos e sua
avaliacdo em varios sistemas tumorais e cultura de tecidos, objetivando
selecionar compostos mais efetivos para o tratamento e controle das
neoplasias esta em continua expansdo (HUSSAR, 2000; ASLANI et al., 2000).

Os metabdlitos secundarios liquénicos séo classificados em grupos
quimicos bioenergeticamente relacionados, tais como: depsideos, depsidonas,
dibenzofuranos e acidos usnicos (NASH lll, 2008).

Esses organismos apresentam uma grande importancia como
Bioindicadores e biomonitores de qualidade do ar (FERRY et al, 1973,
WOLTERBEEK, 2001).

A atividade antineoplasica é amplamente descrita, Cain (1961, 1963,
1964, 1966) estudou a acdo do acido polipérico e seus derivados como
agentes antitumor, e Hirayama et al. (1980) testaram, acidos liquénicos e seus
produtos de degradacdo, quanto a atividade antitumor frente aos carcinomas
ascitico e de Erlich. Verificaram que os 4&cidos nefrosterinico e
protoliquesterinico foram efetivos contra o carcinoma de Erlich. Silva (2014)
avaliou a atividade antitumoral significativa, in vitro e in vivo do acido salazinico
isolado de Ramalina complanata.

A mutagenicidade é também descrita, Shibamoto et al. (1984) testaram
fisoddlico quanto a mutagenicidade no teste de Ames: o qual exibiu
mutagenicidade dose dependente.
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Os acidos usnico e difractaico apresentam também atividade analgésica e
antipirética quando testados em ratos (OKUYAMA et al., 1995).

Na atividade antineoplasica, Bogo (2008) mostra que modificacbes
estruturais feitas no acido lecandrico isolado do liquem Parmotrema
tinctorum,apresentaram aumento potencial na taxa antineoplésica.

Levando em consideracdo todas as informacdes descritas acima este
trabalho tem a finalidade de estudar a atividade citotoxica da Ramalina usnea,
frente as células tumorais acisticas do Sarcoma 180 e do Carcinoma de
Erlhich. Com o intuito de trazer uma nova perspectiva, com o vislumbre de
possiveis novos compostos isolados de liquens, a descoberta de novos
compostos protétipo com atividade citotoxica e eventualmente antineoplésica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 LIQUENS ASPECTOS GERAIS

Definem-se liguens como organismos simbiéticos compostos por um
fungo (micobionte) e uma ou mais algas (fotobionte) (NASHIII, 1996a). Embora
possuam uma descricdo simples, estes organismos s&o, na verdade,
comunidades extremamente complexas (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007).
Calcula-se que existam 13.500 espécies (aproximadamente 630 géneros) de
fungos liguenizados, o que correspondem a 20% dos fungos conhecidos
(HARKSWORTH et al.,1984; Smith et al., 1987). As algas mais comuns
encontradas na associacdo sdo as cloroficeas e destas a mais frequente € um
género de Trebouxia, em aproximadamente 70% dos géneros de liquens.
Além dessa, ocorrem também géneros de Coccomyxa e Trentepohlia, entre as
algas verde-azuladas (cianoficeas), as mais comuns sdo a Nostoc e
Scytonema. (AHMADJIAN, 1967).

A natureza da simbiose liquénica esta sendo bastante discutida frente a
conceitos mais recentes relativos as interacdes entre micobionte e fotobionte.
Enquanto alguns consideram o0s liguens como um caso classico de
mutualismo, de modo que os organismos envolvidos (micobionte e fotobionte)
(HARKSWORTH, 1984), se beneficiam da associa¢do, outros 0os consideram
como um exemplo de parasitismo controlado, pois o fungo parece ser mais
beneficiado e o fotobionte pode crescer mais lentamente no estado liquenizado
do que na condicao de organismo de vida livre (AHMADJIAN, 1993).

Os liguens sé@o encontrados desde o nivel do mar até as montanhas
mais altas. Porém, sdo relativamente raros em altitudes acima de 5.000 m e em
matas excessivamente escuras (KAPPEN, 1973). Podem, também, ser
encontrados em desertos onde a temperatura € bastante variavel, e em regides
polares, com temperaturas extremamente baixas. Seu limite de tolerancia as
oscilagdes climaticas é superior a qualquer outro vegetal. (HONDA et al., 1998)

Os liguens séao classificados dentro de trés formas de crescimento:

crostosos, foliosos e fruticosos, cada forma de crescimento € caracterizada por
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um arranjo particular de tecido - cortical, algal ou medular - e por diferentes
formas de fixacao (HALE, 1983).

A Ramalina usnea apresenta um crescimento fruticoso (Figura 1) que &
espesso, arbustiforme, com ramulos distintamente formados, muito longos e
pendentes, ou curtos e mais ou menos eretos, ou ainda finos filamentos
formando um emaranhado semelhante a cabeleira. Fixam-se ao substrato por
um grampo situado na base do eixo principal ou por varios pontos ao longo dos
ramos (Hale, 1983)

Figura 1 - Liquen fruticoso do género Usnea sobre cortex de arvore.

Fonte: Honda et al., 1998

A Ramalina usnea foi descrita pela primeira vez, como Lichen usnea, por
Linnaeus (1767) e é amplamente distribuida nas partes mais quentes do

mundo (Figura 2).
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2.2 METABOLITOS SECUNDARIOS LIQUENICOS

Os liquens possuem diversas substancias quimicas que sédo agrupadas,
de acordo com a localizagdo no talo, em produtos intracelulares e
extracelulares. Sendo o talo liquénico uma estrutura composta, alguns produtos
sdo sintetizados pelo fungo, outros pela alga (Hale,1983). A concentracao
destes compostos pode variar de 0,1 a 5% em relagcdo ao peso seco do talo
liquénico, (MARCANO, 1994; LAWREY, 1995; ELIX,1996).

Os produtos intracelulares (carboidratos, carotenoides, vitaminas,
aminodcidos e proteinas) estéo ligados na parede celular e no protoplasto. Sao
frequentemente sollveis em agua e podem ser extraidos com agua quente.
Esses compostos ocorrem ndao somente em liquens, mas em fungos e algas de
vida livre e em plantas superiores (HALE, 1983). Outros produtos que estdo na
medula ou no cortex, raramente nas duas camadas, s&o metabolitos
secundarios que apresentam cor, como a maior parte das antraquinonas,
derivados do acido pulvinico e acido usnico (NASH lll, 1996), outras incolores
como atranorina e liquexantona, sdo exemplos tipicos de substancias
presentes no cortex (HONDA et al., 1998). O esquema do talo de um liquen

fruticoso é mostrado a seguir (Figura 3).
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Figura 3 — Modelo esquematico da microestrutura do talo liquénico. (A)
Fotobionte, ou camada gonodial; (B) Hifas medulares ou medula; (C) Hifas
corticais ou coOrtex superior

Fonte: Pereira, 2000.

Mais de 800 metabdlitos secundarios liquénicos foram descobertos.
Alguns séo exclusivos da micota liquenizada (HAUCK AND HUNECK, 2007).
Dentre estas moléculas séo identificados meta e para - depsideos, depsidonas,
dibenzofuranos, &cidos Usnicos e derivados do &cido pulvinico (Figura 4)
(HONDA et al., 1998). Diversos destes compostos sdo exclusivos da micota
liquenizada (ELIX 1996), ndo sendo encontrados em fungos de vida livre
(GALUN 1988). Muitos deles desempenham importantes papéis ecolbgicos, o

que inclui a manutencéo do equilibrio entre os simbiontes (M. BAC'KOROVA et
al.2012).
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Figura 4. Estrutura quimica de alguns acidos encontrados nos liquens.

COOCH5

Atranorina [3]

OH o]

H{COOC i . 0" SCH,

OH 0]

Liquexantona [4] Hemaventosina [5]

FONTE (Honda et al.,1997)

A Ramalina usnea apresenta fendis liquénicos distintos dependendo da
regido de origem (HOWE, 1972). Os &cidos ramalindlico e sequicéico (Figura
4), estas sdo as Unicas substancias relatadas por Follmann & Huneck (1969) e
Culberson (1969,1970) encontradas em Ramalina usnea. E comum a co-
ocorréncia do acido divaricatico e sequicaico no género das Ramalina.

Figura 5 - Estrutura quimica dos acidos encontrados em Ramalina usnea.

C3H7 0
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Acido divaricatico Acido sequicaico

Fonte: Honda et al.,1997
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2.3 ATIVIDADE ANTINEOPLASICA EM LIQUENS OU SEUS METABOLITOS

Os liqguens de um modo geral ou seus derivados isolados séo utilizados
em diversos trabalhos que avaliam sua atividade frente as células tumorais
Sarcoma 180 e Ehrlich.

Silva (2014) trdas em seu trabalho que o acido salazinico purificado
apresentou inibicdo da divisdo celular de 29,45% para o Carcinoma de Ehrlich
e 29,37% para Sarcoma 180. antitumoral promissor frente aos tumores
experimentais de Sarcoma- 180 e Carcinoma de Ehrlich.

Lacerda (2012) demonstrou que o extrato etéreo da Pseudociphellaria
aurata, apresentou relevante atividade antitumoral com reducdo 67% do
crescimento tumoral do Sarcoma 180 e 56% do Carcinoma Erhlich, e ainda
atividade antineoplasica com inibicdo do processo mitético.

Rabelo et al. (2011) avaliaram a acdo redox e citotoxica do acido Usnico
em células neuronais humanas, 0s ensaios In vitro, mostram que a
lipoperoxidagdo foi reforcada por UA e mudou a viabilidade celular na
concentracdo mais elevada de 20 pg / mL para 1 e 4 h, bem como 2 e 20 ug /
mL durante 24 h de tratamento, de acordo com o ensaio de reducdo de MTT.

Manojlovi'c (2012) mostrou que o &cido salazinico e o &cido protocetrarico
encontrados nos extratos acetdnicos do liquen Parmelia mostraram que ambos
0os compostos foram altamente ativos com valores de concentracdo inibitoria
minima variando 0,015-1 mg/mL. A atividade antineoplasica foi avaliada frente
linhagens de células tumorais como, FemX (melanoma humano) e LS174
(carcinoma do colon humano) utilizando o método de MTT, e apresentou forte
atividade em ambas as linhagens celulares, com valores de Clso variando entre
35,67-60,18 pug/mL 35,67-60,18 pg/mL, respectivamente.

Esses resultados se mostraram bastante promissores, principalmente na
linha de pesquisa de novos farmacos que buscam tratamentos menos
agressivos para pacientes com cancer, considerada uma das principais causas
de morte no mundo. No Brasil a incidéncia de novos casos de cancer é
crescente, como mostra pesquisa do INCA (2015), a estimativa para o ano de
2014, que sera valida também para o ano de 2015, aponta para a ocorréncia
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de aproximadamente 576 mil casos novos de cancer, incluindo os casos de
pele ndo melanoma, reforcando a magnitude do problema do céncer no pais
(INCA, 2015).

Verweij & Jonge (2009) sugeriram que as substancias quimicas
produzidas por esses simbiontes possam fornecer uma promissora fonte de
futuras terapias no tratamento de patologias.

Diante do exposto fica clara a importancia dos compostos liquénicos como
fonte de novos compostos prototipo para o tratamento de doencas neoplasicas
de maneira geral e a relevancia do presente trabalho, especialmente diante do
impacto do crescente niumero de casos de doencgas neoplasicas, no mundo e

no Brasil.
2. 4 HIPOTESE
Extratos de Ramalina usnea apresentam atividade citotdéxica. O que pode

ser evidenciado em modelo experimental que utilize células de tumores

asciticos.
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3 OBJETIVOS

Geral: Estudar a atividade citotoxica do liguen Ramalina usnea

Especificos:
e Obter os extratos etéreo, cloroférmico e acetbnico do talo in natura de R.
usnea.
e Investigar a agdo citotoxica in vitro dos extratos organicos da R. usnhea
frente as células tumorais sarcoma 180 e carcinoma de ehrlich.
e Determinar a dose minima dos extratos organicos de R. usnea com

maior eficacia na atividade citotdxica.



23

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENCAO DO MATERIAL LIQUENICO

O material botanico foi coletado no estado de Santa Catarina,
identificado através das caracteristicas morfolégicas e quimicas do talo pelo Dr.

Emerson Gumboski.

4.2 PREPARACAO DOS EXTRATOS

Para se obter os extratos organicos de Ramalina usnea, o material
liquénico foi limpo, seco e pesado (3 g). Os extratos foram preparados através
do método de esgotamento a quente, em aparelho de Soxlet, seguindo-se a
série eluotrépica dos solventes, éter, cloroférmio e acetona. Foram adicionados
80 mL de éter dietilico em aparelho de Soxhlet a 40°C por 72 h.
Posteriormente, o extrato foi concentrado até a secura em rotaevaporador
acoplado a banho-maria a 40 °C. O extrato foi mantido em dissecador, sob
Vvacuo, até peso constante para posterior célculo de seu rendimento. O mesmo

processo foi repetido para obtengéo dos extratos cloroférmico e acetoénico.

4.3 ANALISE CROMATOGRAFICA

Depois do peso estavel atingido, os extratos foram submetidos a
cromatografia em camada delgada (CCD). Amostras foram dissolvidas em
metanol e aplicadas sobre as placas de silica Gel F254 Merck, e eluidas no
sistema de solventes (tolueno/dioxano/acido acético, 180: 45: 5 v/viv)
(Culberson 1964). Ap6s a evaporacdo dos solventes, as placas foram
observadas sob a luz UV curta e longa (254nm e 366nm). Posteriormente,
foram reveladas com uma solucédo de acido sulfurico a 10%, e aquecidas a 60
°C por 10 min para reacdo de coloracdo. Os resultados foram avaliados
mediante comparacao dos valores dos fatores de retencdo (Rf) das bandas

visualizadas e os padrdes de acido usnico e divaricatico.
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4.4 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados no Laboratorio de
Nanotecnologia, Biotecnologia e Cultura de Células do Centro Académico de
Vitéria/ UFPE utilizando as células carcinoma de Erhlich e Sarcoma 180, em
fase exponencial de crescimento. As células foram mantidas em estufa a 37 °C
com 5% de CO; e 80% de umidade em meio DMEM, suplementado com 10%
de soro fetal bovino (GIBCO), 1% de solucdo de antibidtico (penicilina 1000
Ul/mL + estreptomicina 250 mg/ml) e 1% de L-glutamina 200Mm (Santos et al.,
2005). Uma suspensdo celular (10° células/ml) foi distribuida em placa de
cultura com 96 pocos (220 pl/ pocgo). As placas foram incubadas a 37°C em
estufa (Sedas, Mildo-Italia), com atmosfera imida enriquecida com 5% de CO..
Os extratos orgéanicos foram dissolvidos em DMSO e, e adicionados a placa de
cultura (22 pl/poco) obtendo-se as concentracdes finais no poco de 12,5; 25;
50; 100; 200 upg/mL. Foram realizados controles com DMSO 48h apds o
tratamento, os efeitos citotoxicos das amostras testes foram avaliados de
acordo com o protocolo do National Cancer Institute (NCI) (GERAN et al.,
1972), utilizando o método colorimétrico de MTT (Brometo de 3- [4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio).

A leitura da absorbancia foi realizada em leitor de Elisa, utilizando
comprimento de onda de 630 nm. A média das absorbancias do grupo controle
foi considerada como 100% de viabilidade. Com isso, os resultados foram
avaliados pela determinacéo da inibicdo da proliferacdo celular em relacdo ao

controle. Os resultados foram apresentados pela média + D.P.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISES CROMATOGRAFICA DOS EXTRATOS ORGANICOS DE
RAMALINA USNEA

Os extratos organicos (etéreo, clorofémico e acetdnico) de Ramalina
usnea apresentaram rendimentos de 6,9%, 1,51% e 1,32%, respectivamente. A
cromatografia em camada delgada (CCD) demonstrou um padréo distinto de
bandas para os trés extratos o que reforca o poder seletivo de extragcdo dos
solventes utilizados. O extrato etéreo apresentou duas bandas (Rf. 0,32 e 0,6),
uma delas com Rf equivalente ao do padrdo de acido divaricatico (0,6). O
extrato cloroférmico apresentou duas bandas néo identificadas (Rf. 0,47 e 0,32)
0 extrato acetbnico também apresentou duas bandas nado identificadas (Rf.
0,54 e 0,47). Nao foi identificada a presenca de acido Usnico (Rf. 0,89) na
amostra analisada (Figura. 6). Os dados obtidos estdo de acordo com Follmann
& Huneck (1969) e Culberson (1969,1970) que identificaram a presenca de
acido divaricatico e sequicaico em co-ocorréncia com acido ramalindlico na

espécie.

Figura 6 - CCD dos extratos da Ramalina usnea: Padrdes de acido divaricatico

(D) e usnico (U); E- extrato etéreo: C- extrato cloroformico; A- extrato

acetonico.
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Fonte: Conceicao, 2015
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5.2 Atividade Citotoxica

Os dados dos ensaios de atividade citotoxica sdo apresentados na
tabela 1. Os resultados mostraram que apenas o extrato etéreo de R. usnea
mostrou-se ativo frente as duas linhagens celulares estudadas, sendo mais
efetivo contra as células de carcinoma de Ehrlich, ( 56,30% ). Os dados
demonstram claramente (Figuras 7 e 8) que existe uma relacéo dose / resposta
0 que caracteriza um farmaco especifico (FRAGA 2014). Pode — se verificar
ainda que os extratos acetdnico e cloroférmico ndo apresentaram atividade,
uma vez gque este composto ndo apresenta a mesma composicdo quimica do
extrato etéreo sugere-se que o0 principio ativo da espécie corresponda ao acido
divaricético, ausente nestes extratos e presente no extrato etéreo como
composto majoritario (Figura 5). Dentre os componentes descritos a espécie
encontra-se o acido sequicaico (FOLLMANN & HUNECK 1969), este composto
provavelmente corresponde a banda Rf. 0,47 e ndo existe qualquer mencao a
este composto quanto a atividade antineoplasica ou citotoxica. Estes resultados
estdo de acordo com, (GONCALVES 2013) que verificou a atividade
antineoplésica in vitro do &cido divaricatico em extratos etéreos de Ramalina
aspera. A autora em seu trabalho obteve relevantes resultados citotoxicos com
0 extrato acetbnico, sugerindo que a atividade do extrato acetdnico, estaria
relacionada aos dois componentes majoritarios, os acidos homosequicéico e
sequicaico. Entretanto ndo pode atribuir, com certeza a atividade a este ultimo,

uma vez que nao o isolou.
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Tabela 1- Determinacdo da porcentagem de inibicdo celular dos extratos

organicos de Ramalina usnea frente as linhagens de células tumorais Sarcoma

180 e Carcinoma de Ehrlich.

Percentual de Inibicdo +SEM

CONC SARCOMA 180 CARCINOMA DE EHRLICH
(ng/mL) Extrato Extrato Extrato Extrato Extrato Extrato
etéreo cloroférmico | acetbnico etéreo cloroférmico acetobnico
0 0%0 040 0+0 020 0£0 00
12,5 0,73+0,021 2,48+0,130 |11,38+0,037 | 6,84+0,031 2,75+0,087 4,46+0,093
25 9,87 +0,039 | 23,46+0,036 |21,83+0,021 | 8,89+0,061 3,32+0,124 -3,67+0,102
50 35,09 +0,061 | 18,18+0,029 | 1,90+0,057 | 31,72+0,062 | 3,970,132 -3,87+0,028
100 41,46 +0,068 | 13,76+0,165 | 8,46+0,113 | 55,65+0,012 | -2,50+0,113 11,41+0,126
200 42,15 +0,058 | 18,03+0,054 | 7,63+0,037 | 56,30+0,036 | 10,62+0,017 19,35+0,054

Fonte: Conceicdo, 2015

As células do Carcinoma de Ehrlich quando incubadas com diferentes
concentracbes dos extratos organicos (12,5, 25, 50, 100 e 200 (pg/ mL)), se
mostraram sensiveis com uma expressiva inibicdo de 55,65% e 56,30% sobre
a proliferagéo celular na concentragdo de 100 e 200 ug/mL, respectivamente
(Figura 6). Enquanto nas concentragdes de 12,5 ug/mL, 24 pg/mL e 50 pg/mL
8,89% e 31,72%,
respectivamente. Portanto, o extrato etéreo mostrou ser mais ativo contra essa

apresentou inibicdo no crescimento de 6,84%,

linhagem celular.
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Figura 7- Porcentagem de inibicdo do extrato etéreo frente a linhagem celular

Carcinoma de Ehrlich em vérias concentracdes
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Fonte: Conceic¢ao,2015

Por outro lado as células do Sarcoma 180 quando incubadas com
diferentes concentracdes dos extratos organicos (12,5, 25, 50, 100 e 200 (ug/
mL), sofreram uma expressiva reducdo de 42,15% e 41,46% na proliferacédo
celular na concentragdo de 100 e 200 upg/mL, respectivamente (Figura 7).
Enquanto nas concentragdes de 12,5 ug/mL, 24 ug/mL e 50 yg/mL a inibicéo
do crescimento foi de 0,73%, 9,87% e 35,09%, respectivamente. Portanto, o

extrato etéreo se mostrou mais ativo contra essa linhagem celular.
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Figura 8- Porcentagem de inibicdo do extrato etéreo frente a linhagem celular

Sarcoma 180 em varias concentragdes.
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Fonte: Conceicao, 2015

E plenamente crivel que a atividade citotoxica in vitro observada esteja
relacionada ao &cido divaricatico. Branislav et al. (2011) detectou atividade
antineplasica de extratos acetdnicos de Cladonia furcata, Lecanora atra e
Lecanora muralis através do método do MTT em células FemX e Ls174. Os
autores realizaram a determinacao de fendis totais nos extratos e atribuiram a
atividade observada aos altos niveis de fenois detectados. O acido divaricatico
também é um composto fendlico, mais especificamente um meta - depsideo
(HONDA et al. 1998).
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6 CONCLUSOES

A analise em Cromatografia em camada delgada identificou a
presenca de &cido divaricatico, no extrato etéreo (Rf 0,6), e sequicaico nos
extratos cloroformico e acetdnico (Rf 0,47), além de outros dois compostos
ainda néo identificados. Dentre os trés extratos da R. usnea, o etéreo
demonstrou uma atividade citotoxica , frente as linhagens de células de
Carcinoma de Erhlich e Sarcoma 180, e apresentou uma atividade citotoxica
dose dependente ou seja o resultado da atividade varia de acordo com a dose,
com isso os resultados obtidos sugerem que o acido divaricatico corresponde

ao principio ativo da espécie estuda.
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