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RESUMO

O efeito da atividade bioldgica in vitro dos extratos orginicos e o dcido barbdtico purificado de
Cladia aggregata foi avaliado sobre microrganismos patdgenos e células cancerigenas. Os extratos
organicos foram obtidos a partir de 50g do talo liquénico in natura, através de extracdes por esgotamento
a frio e a quente, obedecendo a série eluotropica éter, cloroférmio e acetona. Os extratos etéreos
apresentaram cromatografia em camada delgada (CCD) e liquida de alta eficiéncia (CLAE) com menor
nimero de bandas e picos respectivamente com rendimento total de 1,690g para o extrato frio e 2,183g
para a quente. O 4cido barbético foi purificado a partir do extrato etéreo a quente, através de vdrias
lavagens com cloroférmio, cuja concentracdo demonstrada na CLAE foi de aproximadamente 96%. A
atividade antimicrobiana foi verificada através de screening em disco, biocromatograma e concentragio
minima inibitéria (CMI).O teste em disco foi feito contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e
fungo. O biocromatograma e a CMI apenas com Gram-positivas. Os discos de papel foram impregnados
com 21pL das solugdes dos extratos, a uma concentragdo de 43mg/mL e, do dcido barbético purificado
dissolvido em éter e dgua na mesma concentragdo. Os resultados demonstraram atividade contra
Staphylococcus aureus e o dcido barbdtico purificado dissolvido em dgua apresentou o melhor halo de
inibicdo, 13,5mm. Os resultados dos biocromatogramas dos extratos orginicos e dcido barbatico
purificado contra S. aureus, apresentaram sinergismo entre as substancias, verificando-se a presenca de
um unico halo de inibi¢do ao redor do cromatograma. O 4cido barbatico purificado foi submetido a
diluicdes em 9 partes a 2mg/mL e a CMI contra S. aureus ficou entre 200 - 50pg/mL. Para os testes
citotoxicos foram usados o extrato etéreo a quente a 50; 25; 12,5 e 6,5 pg/mL e o 4cido barbatico a 20;
10; 5 e 2,5 pg/mL , obtidos conforme metodologia anterior contra as seguintes linhagens de células
cancerigenas: Hep-2, NCI-H292 e KB. O extrato etéreo a quente inibiu o crescimento celular em 78; 72;
70 e 60% Hep-2; 63; 61; 36 e 42% NCI- H292; 80; 80; 52 ¢ 47% KB com CI50: < 6,5 pg/mL para Hep-2
e 6,5 — 12,5 pg/mL para NCI- H292 e KB. O 4cido barbdtico purificado inibiu Hep-2 em 61; 66; 54 ¢
49%; NCI — H292 63,4; 61,1; 36,7 ¢ 42%; KB 77; 71; 53 e 43%, com CI50: 2,5 - 5 pg/mL para Hep-2 e
KB e 5 pg/mL para NCI- H292. Os resultados demonstraram que os extratos organicos e o &dcido
barbdtico purificado apresentaram atividade antimicrobiana frente a S. aureus e atividade citotdxica para
as células cancerigenas testadas.
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ABSTRACT

The biological activity in vitro of the crude extracts and the purity barbatic acid from Cladia
aggregata was verified and evaluated against pathogen microrganism and cancerous cells. The crude
extracts were obtained starting from 50g in natura liquenic thallus, through cold and hot, exhaustion
extractions obeying eluotropic series ether, chloroform and acetone. The ethereal extracts introduced
chromatographies in thin layer (TLC) and efficiency high liquid (HPLC) with smaller number of bands
and peaks respectively with total revenue of 1,690g to the cold extract and 2,183 to the hot. The barbatic
acid was purified from the hot ethereal extract, through several washes with chloroform, whose
concentration demonstrated in HPLC belonged to about 96%. The antimicrobial activity was verified
through disk screening, biochromatogram and minimum inhibitory concentration (MIC). The disk test
was done against Gram-positive, Gram-negative microrganism and fungi. Biochromatogram and MIC just
with Gram-positive. The disks paper were impregnated with 21pulL extracts solutions, to a concentration
of 43mg/mL and, of purity barbatic acid dissolved in ether and water at the same concentration. The
results demonstrated activity against Staphylococcus aureus and purity barbatic acid dissolved in water
introduced the best inhibition halo, 13,5mm. The results of biochromatograms of the crude extracts
organic and purity barbatic acid against S. aureus, it introduced sinergism between substances, verifying
itself the presence of an only inhibition halo around of chromatogram. The purity barbatic acid was
submitted the dilutions in 9 parts to 2mg/mL and MIC against S. aureus stayed among 200 - 50pg/mL.
For the citotoxic tests were used the hot ethereal extract to 50; 25; 12,5 and 6,5 pg/mL and barbatic acid
to 20; 10; 5 and 2,5 pg/mL , obtained as previous methodology front the next cancerous cells lineages:
Hep-2, NCI-H292 and KB. The hot ethereal extract inhibited cellular growth in 78; 72; 70 and 60% Hep-
2; 63; 61; 36 and 42% NCI- H292; 80; 80; 52 and 47% KB with CI50: < 6,5 pg/mL for Hep-2 and 6,5 —
12,5 pg/mL for NCI- H292 and KB. The purity barbatic acid inhibited Hep-2 in 61; 66; 54 and 49%; NCI
— H292 63,4; 61,1; 36,7 and 42%; KB 77; 71; 53 and 43%, with CI50: 2,5 - 5 pg/mL for Hep-2 and KB
and 5 pg/mL for NCI- H292. Thes results demonstrated that the organic extracts and the purity barbatic
acid introduced antimicrobial activity against S. aureus and citotoxic activity for the tried cancerous cells.
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1. INTRODUCAO
1.1 Os liquens e as substancias liquénicas

Sao vdrias as opinides e defini¢cdes no decorrer do tempo a respeito do que seja um liquen. Porém,
durante a Reunido Geral da Internacional Association for Lichenology (IAL) em 1981, na Austrilia,
algumas proposicdes sobre as defini¢des formais para os liquens foram apresentadas. Entre elas: 1-
Liquen é uma associa¢do de fungo e alga (D.L. Harksworth, Commonwealth Agricultural Bureau); 2-
Liquen é uma associac@o estdvel de fungo e alga ou cianobactéria, ou ambas resultando em estrutura
estavel (A.L Huber e D. K Kidbey, Dept® of Soil Science and Plant Nutrition University of Western
Australia); 3- Liquen € uma associa¢do de um fungo e um simbionte fotossintético, resultando em talos
estdveis de ultraestrutura especifica (Comité de Terminologia da IAL) (PEREIRA, 2000).

Embora sejam descritos, classicamente, como uma associagdo simbiOntica entre organismos
fotossintéticos e fungos, os liquens sdo comunidades extremamente complexas (KORTEPETER, 1996;
BANFIELD 1999; RAVEN et al., 2001; PIOVANO et al., 2002). O micobionte (fungo), geralmente
dominante, € um organismo heterotréfico que obtém sua fonte de carbono do fotobionte (alga). A maioria
dos fungos s@ao Ascomycota, ou em menor propor¢do, Basidiomycota, cujos constituintes determinam a
classificacio dos liquens (NASH III, 1996). As algas sdo unicelulares pertencentes as divisoes
Chlorophycophyta e Cyanophycophyta (SILVA, 1980). Ocupam uma parte muito pequena do talo
variando de 5-10% da massa total, estando completamente envolvidas pelas hifas do fungo (HONDA &
VILEGAS, 1999).

Sendo assim, a liqueniza¢do pode ser considerada uma estratégia pela qual o fungo pode satisfazer
sua necessidade de carboidrato para respiracdo e crescimento. Para algas, os beneficios sdo relativos a
hidratacdo, onde o micobionte a protege da dessecacdo e da intensa luminosidade (HONDA &
VILEGAS, 1999). Como resultado dessa simbiose, tanto o fotobionte como o micobionte tem se
espalhado em muitos habitates, das regides tropicais as polares, onde separadamente na condi¢cdo de
organismo de vida livre ndo existiriam, ou seriam raros. Por exemplo, as algas de vida livre e cianoficeas,
em sua maioria, ocorrem em ambientes aquéticos ou bastante imidos, mas como parte de liquen ocorrem
abundantemente em ambientes secos (HONDA & VILEGAS, 1999).

Liquens podem se desenvolver sobre os mais variados substratos. Ha espécies que crescem
somente sobre o cortex de arvores, outras sobre folhas, rochas alcalinas ou acidas. Outras sdo mais
exigentes quanto ao pH do substrato, presenga de particulas no ar, umidade dos ventos e temperatura,

estando presente nos mais variados habitates e microclimas dependendo da disponibilidade de fatores
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fisicos e climaticos que proporcionem as condi¢des necessarias para seu desenvolvimento (HALE-JR,
1983; NASH III, 1996; HONDA & VILEGAS, 1999; PEREIRA, 2000).

Cada espécie tem um talo com forma definida, podendo ser arbustivo (Usnea, Ramalina, Cladonia,
Stereocaulon), folhoso (Parmelia, Collema, Leptogium) ou crustoso (Lecanora, Pertusaria, Graphis,
Chiodecton) (HALE-JR, 1983; NASH III, 1996; PEREIRA, 2000). O talo arbustivo caracteriza-se por ser
ramificado, no folhoso o corpo vegetativo parece uma folha e os crustosos sdo circulares e estdo aderidos
ao material que se encontra habitado, como por exemplo, rochas e arvores (SILVA, 1980).

Os liquens sdo conhecidos desde a antiguidade sendo indicados como remédios, na medicina
popular, baseados na “doutrina de sinais”. Por exemplo, a Usnea barbata, por ser filamentosa, era
indicada para fortalecer os cabelos; a Lobaria pulmonaria cuja superficie € reticulada, era designada para
problemas nos pulmdes; Xanthoria parietina, curava ictericia devido sua cor amarelada e a Peltigera
apthosa era indicada para erupcdes presentes na boca das criancas com afta ou estomatite (ABRAHAM
& FLOREY, 1949; SILVA et al., 1986). Sendo, portanto, utilizados como plantas medicinais (FALCAO
et al., 2002; RIBEIRO et al., 2002).

Segundo a literatura, seus metabdlitos sdao ativos contra fungos e bactérias (VARTIA, 1949;
INGOLFSDOTTIR et al., 1985, 1998; PEREIRA et al., 1991, 1996; ESIMONE & ADIKWU, 1999;
PERRY et al., 1999; ING()LFSDOTTIR, 2002; PIOVANO et al., 2002), tumores e células cancerigenas
(LIMA et al., 1990; PEREIRA et al., 1994 a, b; PERRY et al., 1999), sao antivirais, analgésicos (PERRY
et al, 1999; PIOVANO et al., 2002) e anti-inflamatérios (VIJAYAKUMAR et al., 2000; MAIA et al.,
2002), além de serem considerados bons filtros solares (RANCAN er al., 2002). Sido eficientes
acumuladores de muitos elementos, devido ndo apresentar sistemas de excregdo e por terem a capacidade
de manter sua morfologia conservada ao longo do tempo e seu tipo de alimentagdo, exclusivamente
higroscopica. Aparentemente podem refletir um razodvel equilibrio entre suas necessidades e os
elementos disponiveis no ambiente, sendo por isso conhecidos por reter uma variedade de contaminantes,
particularmente os metais pesados, como, uranio, cobalto, cobre, ferro, niquel, manganés, chumbo e zinco
(PIGNATA et al., 2002; REIS et al., 2002; ADAMO et al., 2003; BACKOR et al., 2003; LOPPI et al.,
2003), ou ainda hidrocarbonetos provenientes do fluxo de veiculos e aquecedores domésticos nas grandes
cidades (GUIDOTTI et al., 2003).

Por esta razdo poucas espécies podem sobreviver onde os niveis de polui¢do sdo relativamente
altos, como em dreas urbanas, onde o diéxido de enxofre (SO;), um poluente atmosférico, € resultante da
polui¢do industrial (PURVIS et al., 1993; HONDA & VILEGAS, 1999). Algumas espécies sao utilizadas
como biomarcadores de nitrogénio e depdsitos acidos (GUZMAN et al., 1984; WALKER et al., 2003),

outras aceleram a degradacdo de minerais por métodos quimicos e fisicos (PRIETO et al, 1997;
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BANFIELD, 1999). Os liquens sdo capazes de produzir dleos essenciais aromdticos e substancias
fixadoras de esséncias de perfume, corante de tecidos, graxas e 6leos, podem ser usados na manufatura de
cerveja, conhaques e dlcool (LLANO, 1951; HALE-JR, 1983; NASH III, 1996; BANGUET, 2000;
PEREIRA, 2000). As substincias liquénicas tém um importante papel na protecdo do talo contra a acio
de radicais livres que sdo toxicos e podem ser causados por altos niveis de luminosidade, ou pela acdo de
poluentes (CAVIGLIA et al., 2001).

Um grande niimero de metabdlitos fendlicos e alifaticos € por eles produzidos, sendo quase todos
extracelulares, sob a forma de cristais, que podem ser insoluveis em dgua. Os insoliveis estdo depositados
sobre as hifas do micobionte e, os soliveis podem estar ligados as paredes celulares e ao protoplasma
(HALE-JR, 1983; HONDA & VILEGAS, 1999). Polidis como glicerol, eritrol, arabitol, ribitol, D-
volemitol, D-sifulitol e agucares como glucose, sacarose, trealose e outros sdo comuns nos liquens. Estes
produtos sdo resultantes da atividade fotossintética do ficobionte e ocorrem também em plantas
superiores. Alanina, dcido glutamico, sarcosina, taurina, citrulina e 4dcido-f-aminobutirico sdo exemplos
de alguns aminodcidos presentes nas proteinas liquénicas (HONDA & VILEGAS, 1999).

Os produtos extracelulares freqiientemente chamados metabdlitos secunddrios, ou &cidos
liquénicos, também sdo encontrados na medula ou no coértex, raramente em ambas camadas. Substincias
que apresentam cor, como a maior parte das antraquinonas, derivados do 4dcido pulvinico e dcido dsnico,
outras incolores como atranorina e liquexantona sdo exemplos tipicos de substancias presentes no cortex
(HALE-JR, 1983; NASH III, 1996; HONDA & VILEGAS, 1999). A concentracdo de metabdlitos
secunddrios pode variar de 0,1 a 10% em relacdo ao peso seco do talo liquénico, embora em alguns casos
a concentracdo possa ser mais alta. A maior parte desses metabodlitos sdo compostos oriundos das
seguintes vias: 1- acetato-polimalonato, onde sdo sintetizadas a maioria das substincias tipicas, como as
quinonas, depsideos, depsidonas e dcidos graxos; 2- dcido mevalonico, onde ocorre a formacdo dos
terpendides e esterdis; 3- dcido chiquimico, que origina muitos pigmentos amarelos; 4- aminodcidos, que
conduzem a formacdo de compostos alifaticos, como &cidos graxos de cadeia longa e substancias
aromaticas do tipo 4cidos fendlicos (HALE- JR, 1983; HONDA & VILEGAS, 1999).

No Brasil sdo encontradas diversas espécies de liquens. Particularmente no Nordeste, cita-se a
Cladonia substellata e Cladia aggregata, que t€m como compostos principais os dcidos usnico e
barbdtico, respectivamente.

O género Cladia foi descrito por Nylander em 1870 (PEREIRA et al., 1991, 1997). Neste género
estd incluida a espécie C. aggregata, que pode ser reconhecida por apresentar pseudopodécios perfurados,
lustrosos cuja colorag@o varia do amarelo claro a marrom. Suas extremidades sdo densamente ramificadas

com 4pices rigidos e encurvados e apotécios agregados. Predomina em dreas abertas, geralmente sobre
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solos, ou cortex de arvores (STENROOS, 1988; AHTI et al., 1993). Filson (1981) cita como
caracteristica tipica da C. aggregata sua plasticidade fenotipica que depende, prioritariamente, das
condi¢des ambientais.

O 4cido barbético (Ci9H2007) é um composto tipico de C. aggregata e, também estd presente em
outras espécies de Cladonia, como: C. floerkeana, C. coccifera, C. amaurocrea C. cristatella C.
incrassata C. sallzmanii e C. salmonea (ASAHINA & SHIBATA, 1954; KORTEPETER,
1996;YAMAMOTO et al., 1996; PEREIRA, 1998). Ocorre também em Rhizocarpon geographicum
(ASAHINA & SHIBATA, 1954) e Usnea longissima MALLAVADHANI et al., 2004).

Este dcido € um depsideo formado por 2 anéis aromdticos A e B interligados entre si por uma
ligacdo éster. Apresenta uma unica diferenca no anel B, que contém um grupamento aldeido
(PEREIRA,1998). Possui como propriedades fisico-quimicas ponto de fusdo 187°, dissolve facilmente em
éter, etanol, acetona, cloroférmio e benzeno levemente aquecido; da coloracdo azul violeta quando
adicionado ao cloreto férrico e, reacdo positiva de homofluorescina com hidréxido de sédio e
cloroférmio (ASAHINA & SHIBATA, 1954). Culberson (1969) reporta que o 4cido barbatico também
pode ser chamado de 4cido alectdrico, rizdico, rizdnico, coccelico, coenomicina e cenomicina.

Huneck & Yoshimura (1996) destacam a seguinte estrutura quimica para o dcido barbético (Figura

01):

CH,  H;C COOH

HO cC—0O OH

HOOC OH HO CHO

Figura 01. Estrutura quimica do acido barbatico, segundo Huneck & Yoshimura (1996)

1.2 Atividade antimicrobiana
Uma das descobertas terapéuticas mais importantes do século XX foi a dos agentes bacterianos, o
que modificou drasticamente o curso de muitas doencas, com redu¢do da mortalidade e morbidade.

Porém, os antibidticos estdo entre os agentes mais indiscriminadamente prescritos, sendo um fator de
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contribui¢do para o crescimento do problema internacional de resisténcia bacteriana aos antibidticos
(PAGE et al., 1999).

Na busca de novas drogas com poténcia antibacteriana e antiftingica verifica-se que, além dos
microrganismos, outros organismos, tais como algas, fungos, liquens, vegetais superiores e mesmo células
animais produzem substancias antagonicas. Os actinomicetos sio responsdveis pela elaboragdo de mais de
50% de antibidticos; de 10 a 11% sdo produzidos por bacilos e por fungos imperfeitos (Aspergilalles);
menos de 1% por liquens; 14% por plantas superiores e ainda, cerca de 2% sido de origem animal
(KURYLOWICZ, 1981).

O uso de liquens na medicina popular ndo é novidade e pesquisas demonstram que os acidos
liquénicos sdo ativos contra fungos, bactérias, tumores e células cancerigenas (PEREIRA et al., 1991;
1994 a, b; 1996). Sao ainda antivirais, analgésicos, antipiréticos (PIOVANO et al., 2002) e antimitSticos
(OSWIECIMSKA et al., 1979). Extratos organicos de vdrias espécies de liquens sdo ativos ndo somente
contra bactérias dlcool- acido resistentes, como Mycobacterium tuberculosis, var. bovis, avium e hominis
(CAPRIOTTI, 1961; MAIA et al., 2002). Outras espécies sao também mencionadas Ramalina aspera, por
exemplo, produz o 4cido tsnico, um potente bactericida (SANTOS et al., 2003).

Vartia (1949) verificou que das 149 espécies de liquens por ele pesquisadas, 75 foram ativas contra
o crescimento de vdrias bactérias Gram-positivas. Relatou que os &cidos pindstrico, pulvinico,
divaricatico, giroférico, d- protoliquesterinico, d-liquesterinico, atranol, dcido fisédico e 4cido dsnico
inibiram efetivamente o crescimento de alguns tipos dessas bactérias e fungos.

Linhagens de Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Candida
albicans, Escherichia coli, Aspergillus niger foram testados com metabdlitos de Stereocaulon alpinum,
Peltigera aphthosa e Thamnolia subuliformis. Os metabdlitos liquénicos (atranorina, dcidos lobdrico,
protoliquesterinico, salazinico e tsnico) foram ativos contra Mycobacterium aurum, que é um organismo
ndo patogénico, mas possui sensibilidade semelhante ao M. fuberculosis. Os resultados foram comparados
com drogas antibacterianas como, rifampicina, estreptomicina e isoniazida (INGOLFSDOTTIR et al.,
1985; 1998).

Esimone & Adikwu (1999), utilizaram teste de difusdo em disco e Concentracio Minima
Inibitéria (CMI) para verificar a atividade de compostos liquénicos como, depsideos, depsidonas,
antraceno glicosideo, proteinas, carboidratos e outros produtos do liquen Ramalina farinacea e, obtiveram
atividade contra S. aureus, E. coli e Candida albicans.

Atividade antimicrobiana, antiviral e citotoxica também foram amplamente analisadas em 69
espécies de liquens da Nova Zelandia, verificando-se a presenca de compostos fendlicos nos extratos

ativos. Os dcidos dsnico, rangiférmico, estitico e atranorina foram testados, pelo método de difusdo em
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disco, contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos, como por exemplo, Candida albicans,
com extratos organicos e substancias purificadas, com bons resultados para as Gram-positivas. Neste
screening a Cladia aggregata mostrou bons resultados contra o B. subtilis (PERRY et al., 1999).
Algumas substancias liquénicas com atividade bioldgica foram também identificadas em liquens coletados
no sul da Espanha, cujos melhores resultados foram obtidos frente a bactérias Gram-positivas (GARCIA
et al.,, 1999).

Piovano et al. (2002) testaram os Aacidos divaricatico, difractidico e lobdrico contra 19
microrganismos entre eles S. aureus e E. coli e vérios fungos. Fizeram teste de difusdo em disco utilizando
100puL do inéculo (107) e a Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) de 2.5 a 60mg/mL. Os resultados
mostraram que os dcidos foram ativos contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Costa-Filho ef al. (1991), consideram que o dcido barbdtico exibiu a¢do antimicrobiana contra o B.
subtilis.

A presenca de derivados fendlicos nos extratos liquénicos pode ser o determinante na atividade
antimicrobiana nos liquens. Shibata et al. (1948) estudaram os efeitos da substitui¢cdo nos anéis A e B do
dcido usnico na agdo antibidtica deles. Verificaram que esterificando as duas hidroxilas livres do primeiro
anel com o acido acético, a atividade do acido usnico se reduz em 50% sobre M. tubeculosis avium. A
hidrogenacdo da dupla ligacdo, convertendo o dcido dsnico em dihidrotdsnico, reduz a % sua capacidade
antibidtica. Essas observacodes indicam que as duas hidroxilas livres (C-8; C-10) no primeiro anel, sdo
fundamentais como suporte da atividade antibidtica do 4cido dsnico.

Os mecanismos da a¢@o antibidtica de 4cidos liquénicos sugerem que estes compostos modificam
a estrutura das proteinas. Essas modificacdes poderdo resultar em alteracdes de certas capacidades
metabdlicas das células infectantes (permeabilidade de parede, de membrana e atividade enzimética),
causando-lhes, as vezes, alteracdes irreversiveis e até mesmo conduzindo a morte celular (VICENTE,

1975).

1.3 Atividade citotoxica
Os aumentos de cancer no mundo inteiro tém estimulado os pesquisadores a buscar novos
caminhos que venham solucionar ou controlar esta patologia. Existem inimeros produtos farmacéuticos,
naturais ou sintéticos, que sdo destinados ao tratamento do cancer, porém particularidades de cada tipo de
tumor e possiveis resisténcias as drogas quimioterdpicas, estimulam os pesquisadores a buscarem novas
drogas com atividade antineoplédsica (GERAN et al., 1990).
Pesquisas na 4rea da cancerologia experimental sdo favorecidas através da cultura de células, que é

utilizada com sucesso nos testes de citotoxidade, que permitem investigar a acdo direta, bem como os
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mecanismos de acdo de certas drogas e outros produtos. Este teste € importante, como uma triagem
preliminar na pesquisa de drogas antineopldsicas, uma vez que servem de parametros para aferir o
possivel dano causado “in vitro”, pois estes experimentos ndo podem ser aplicados no homem ou em
outros animais (CARVALHO, 1996).

Nos experimentos de cancerologia experimental, o teste de citotoxicidade de um certo produto tem
como objetivo determinar a concentra¢do que inibe 50% do crescimento celular (Clsg), que serd utilizada
como critério para sele¢do dos produtos para testes “in vivo” (GERAN et al., 1990).

O teste de citotoxidade permite analisar um elevado nimero de substincias naturais, ou de sintese,
fornecendo rdpidos resultados em um espago curto de tempo, na pesquisa de fairmacos com atividade
antitumoral (YOUNG & HALLOWEA, 1973). A aplicacdo de quimioterdpicos liquénicos em culturas de

tecidos propiciard a descoberta de andlogos, ou mesmo sua produgdo por via de sintese.

2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Pesquisas para encontrar compostos com propriedades antitumoral e antimicrobiana, produzidos
por diversos tipos de organismos vém sendo conduzidas hd mais de 40 anos e, novos compostos tém sido
encontrados. Esse interesse aumentou devido ao desenvolvimento de resisténcia das enfermidades as
drogas (COSTAS, 2002).

As pesquisas pioneiras com liquens revelaram sua eficicia medicamentosa no combate a
tuberculose pulmonar, dlceras, ictericia e aftas infantis. Posteriormente, detectou-se a¢@o contra o Bacillus
subtilis, Proteus vulgaris, Escherichia coli e Corynebacterium diphteriae com produtos isolados de vdrias
espécies e com cardter antibidtico (SILVA, 1980).

Além da importancia das interagdes liquen-microrganismo, liquen-planta e liquen-animal, as
investigacdes podem ter significado ecoldgico sob o ponto de vista comercial, como por exemplo, no
desenvolvimento de agentes antimicrobianos, herbicidas e inseticidas (INGOLFSDOTTIR, 2002).

No nordeste do Brasil sdo encontradas diversas espécies de Cladoniaceae, entre elas, Cladonia
substellata, C. salzmannii e Cladia aggregata, cujos constituintes podem contribuir para quimica de

produtos naturais, possibilitando o estudo de novos farmacos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral:
Avaliar o efeito in vitro dos extratos organicos e substincia purificada (dcido barbdético) de

Cladia aggregata (Sw) Nyl sobre microrganismos e células cancerigenas.

3.2 Especificos:
e Verificar as substincias presentes no talo in natura de C. aggregata, coletada no municipio
de Bonito — PE.
e Isolar, purificar e identificar o dcido barbdtico, principal composto de C. aggregata.
e Verificar a atividade antimicrobiana in vitro dos extratos organicos e do dcido barbdtico
purificado de C. aggregata sobre bactérias Gram-positiva, Gram-negativa e fungo.
e Verificar a atividade citotéxica in vitro do extrato etéreo e do dcido barbatico purificado

sobre células cancerigenas.
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5.1 Capitulo I

Atividade antimicrobiana in vitro dos extratos organicos e acido barbatico
purificado de Cladia Aggregata (Sw.) Nyl.*
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Atividade antimicrobiana in vitro dos extratos organicos e acido barbatico purificado de Cladia
Aggregata (Sw.) NyL*

Moénica, C. B. Martins" Marcio. J. G. de Limal; Nicéacio, H. da Silva® Eugénia, C. Pereiraz; Eulalia,
Azevedo-Ximenes®

' Departamento de Bioquimica; “Departamento de Ciéncias Geogréficas; *Departamento de AntibiGticos. Universidade Federal
de Pernambuco. Av. Moraes Rego, s/n, Cidade Universitdria. Cep: 50.740-530, Recife-PE, Brasil.

RESUMO - (Atividade antimicrobiana in vitro dos extratos organicos e 4cido barbdtico purificado de
Cladia Aggregata (Sw.) Nyl.). Com o objetivo de avaliar a atividade bioldgica in vitro, os extratos
organicos e substancia purificada (dcido barbético) de Cladia aggregata (Sw.) Nyl. foram testados frente a
microrganismos Gram-positivos, Gram-negativos e fungos. Os extratos organicos foram obtidos a partir
do talo liquénico in natura, através de extragdes por esgotamento a frio e a quente com éter, cloroférmio e
acetona. O 4cido barbatico foi purificado a partir de 1,421g do extrato etéreo obtido a quente. Os extratos
organicos e o dcido barbdtico purificado foram submetidos a cromatografias em camada delgada (CCD) e
liquida de alta eficiéncia (CLAE). Os resultados demonstraram eficicia dos extratos organicos e do BAR
frente a Staphylococcus aureus. O método de extragdo ndo (frio e quente) ndo influenciou na atividade
antimicrobiana. Foi observado nos biocromatogramas, sinergismo entre as substancias. A CMI detectada
foi satisfatoria, ficando entre 200-50pg/mL, valor inferior a outras substincias liquénicas bioativas. Esses
dados atribuem ao acido barbatico de C. aggregata eficicia contra microrganismos patogénicos.

PALAVRAS - CHAVE: liquen, atividade bioldgica, Staphylococcus aureus

ABSTRACT - (Antimicrobial activity in vitro of crude extracts and barbatic acid from Cladia aggregata
(Sw.) Nyl.). The effect of the biological activity in vitro of crude extracts and barbatic acid extracted and
purified from Cladia aggregata (Sw.) Nyl about Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Candida
albicans was evaluated. The crude extracts were obtained through cold and hot exhaustion extractions
with ether, chloroform and acetone. The barbatic acid, however, was purified starting from 1,421g of
ethereal extract obtained from hot extraction. Being, both, the samples were submitted chromatograthies
in thin layer (TLC) and liquid performance high (HPLC). The results observed through disk test in
diffusion, biochromatogram and MIC, demonstrated, both crude extracts and barbatic acid were active
against S, aureus lineages. The extraction methods did not influence in the antimicrobial activity of the
tried samples. There was sinergism among substances submitted to biochromatogram. The CMI values
stayed input 200-50pg/mL. It was assigned to the barbatic acid the principle enable of the species.

KEY-WORDS: biological activity, Staphylococcus. aureus, lichen.
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Introducao

Os liquens sdo conhecidos e usados desde a antiguidade contra diversas enfermidades (Silva et al.,
1986). Sao, portanto, usados como plantas medicinais (Falcdo et al., 2002). Seus metabdlitos sdo ativos
contra fungos e bactérias (Piovano et al., 2002; Ingolfsdottir, 2002), tumores e células cancerigenas
(Pereira et al., 1994) e antiinflamatérios (Vijayakumar et al., 2000), além de serem considerados bons
filtros solares (Rancan et al., 2002).

As pesquisas pioneiras com liquens revelaram sua eficdcia medicamentosa no combate a tuberculose
pulmonar, ulceras, ictericia e aftas infantis. Posteriormente, detectou-se acdo contra o Bacillus subtilis,
Proteus vulgaris, Escherichia coli e Corynebacterium diphteriae com produtos isolados de vérias espécies
e com carater antibiético (Silva, 1986).

A presenca de derivados fendlicos nos extratos liquénicos pode ser determinante na atividade
antimicrobiana nos liquens. Shibata et al. (1948) estudaram os efeitos da substitui¢cdo nos anéis A e B do
4cido tsnico, verificando que esterificando as duas hidroxilas livres do primeiro anel com o 4cido acético,
a atividade do écido dsnico se reduz em 50% sobre Mycobacterium tubeculosis avium. A hidrogenacao da
dupla ligacdo, convertendo o dcido dsnico em dihidrotdsnico, reduz a % sua capacidade antibiética. Essas
observacdes indicam que as duas hidroxilas livres (C-8; C-10) no primeiro anel sdo fundamentais como
suporte da atividade antibidtica deste dcido. (Honda & Vilegas, 1999).

Os mecanismos da agdo antibidtica de acidos liquénicos sugerem que estes compostos modificam a
estrutura das proteinas. Essas modificacdes poderdo resultar em alteragdes de certas capacidades
metabdlicas das células infectantes (permeabilidade de parede, de membrana e atividade enzimdtica),
causando-lhes, as vezes, alteracdes irreversiveis e até mesmo conduzindo a morte celular (Vicente, 1975).

No nordeste do Brasil s@o encontradas diversas espécies de Cladoniaceae, entre elas, Cladonia
substellata, C. salzmannii e Cladia aggregata, cujos constituintes podem contribuir para quimica de
produtos naturais, possibilitando o estudo de novos farmacos.

Este trabalho objetivou verificar e avaliar a atividade bioldgica dos extratos organicos de Cladia
aggregata (Sw.) Nyl. procedente do municipio de Bonito - PE e a substancia purificada de seu talo, o

4cido barbadtico, contra microrganismos patégenos ao homem.

Materiais e Métodos

Material liquénico: coleta e armazenamento: cerca de 500g de C. aggregata (Sw.) Nyl. foram
coletados no municipio de Bonito —PE, no més de Novembro de 2003. O liquen foi acondicionado em

sacos de papel e conservado a temperatura ambiente (28 ° C + 3° C) até a realizacdo dos testes. A espécie
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foi identificada pela Dr* Eugénia Pereira, a partir de caracteres morfolégicos e quimicos do talo, no
laboratério de Produtos Naturais da Universidade Federal de Pernambuco. A exsicata se encontra

depositada no Herbdrio da UFP da Universidade Federal de Pernambuco, sob o registro n® 36431.

Obtencao dos extratos organicos do talo

Extracao por esgotamento a frio: 50g do talo de C. aggregata limpo, foram triturado em almofariz e, a
partir dos solventes organicos (250mL) éter, cloroférmio e acetona, foram submetidos a duas extracdes
sucessivas em agitador mecanico, obedecendo a série eluotrépica. Apds 24 horas em repouso no
refrigerador, os extratos foram filtrados, concentrados, pesados e mantidos em dessecador (Pereira et al.,
1996).

Extracao por esgotamento a quente: 50g do talo de C. aggregata limpo, foram triturados conforme a
metodologia anterior e, entdo foram submetidos a duas extra¢des sucessivas em aparelho Soxhlet, a
temperatura de ebuli¢do dos solventes, durante 8 horas. Os extratos obtidos foram concentrados, pesados e
mantidos em dessecador (Pereira ef al., 1996).

Isolamento e purificacdo do acido barbatico: o talo da C. aggregata apresenta como composto principal
o 4cido barbdtico que foi isolado e purificado a partir do extrato etéreo, obtido por extragdo a quente
conforme metodologia anterior. Este depois de concentrado até a secura, foi lavado em funil poroso G-4,
com cloroférmio (4x), de acordo com Asahina & Shibata (1954).

Cromatografia em camada delgada (CCD): foi utilizada cromatografia em camada delgada (CCD) para
deteccao qualitativa dos compostos fendlicos predominantes no talo in natura e o acido barbdtico
purificado de C. aggregata. Amostras foram diluidas em seus respectivos solventes, sendo aplicadas em
placas de silica Gel 60 Fjs4 + 36sMerk de 20cm x 20 cm, e desenvolvidos de forma ascendente no sistema
de solventes A (tolueno/dioxano/dcido acético, 180:45:5, v/v). Apds evaporacdo dos solventes, as bandas
foram visualizadas sob luz UV curta (256 nm) e longa (366 nm). Posteriormente as placas foram
borrifadas com &4cido sulftrico a 10%, e aquecidas a 80° C por 40min, para que fossem evidenciadas as
bandas por reacdo de coloragdo, segundo Culberson (1972). Os resultados foram avaliados mediante
célculo dos valores de Rf, que foram comparados ao padrao utilizado (dcido barbatico).

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC): os extratos organicos e o dcido barbdtico
isolado do talo foram submetidos a CLAE. Os extratos organicos e o acido barbdtico purificado foram
diluidos na fase mével (metanol/dgua/acido acético, 80:19,5:0,5 v/v) a 0,1 mg/mL para a substincia pura e
1,0mg/mL para os extratos organicos, filtrados em filtros millipore (didmetro do poro-0,45um) e
previamente degaseificado. As andlises foram realizadas em cromatégrafo liquido HITACHI acoplado a

um detector de UV a 254nm, sob um fluxo de 1,0 mL.min'l, volume de injecdo de 20uL, atenuagdo de
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0,04 e temperatura ambiente de 25 + 3 °C. Foi utilizada coluna de fase reversa C18, com desenvolvimento
isocratico da andlise, segundo metodologia de Legaz & Vicente (1983). Foi utilizado o dcido barbético
como padrdo e os resultados foram avaliados mediante drea dos picos e tempo de retenc¢do das substancias
na coluna.
Testes in vitro
Preparacido dos meios cultura e dos in6culos dos microrganismos: o meio Mueller — Hinton foi
utilizado para o crescimento das bactérias (Staphylococcus aureus e Escherichia coli) e o Sabouraud para
levedura (Candida albicans). Os meios liquidos foram utilizados para os inéculos dos microrganismos e
os sOlidos para manutencdo das culturas e avaliacdo da atividade antimicrobiana. Ambos foram
preparados segundo as instrugdes dos fabricantes e esterilizados em autoclave por 15 min a 121° C. Essas
culturas foram diluidas em 5 mL de dgua destilada, sendo sua opacidade ajustada segundo o tubo 0,5 da
escala de MacFarland, o que equivale a 10" UFC/mL.
Preparaciao das placas e semeio dos microrganismos: as placas de Petri (90 mm), previamente
esterilizadas em estufa a 180° C por 1h:50 min, receberam 18 mL dos meios sélidos Mueller-Hinton ou
Sabouraud e colocadas em superficie plana por 24h e verificagdo de contaminagdo. Com auxilio de swabs,
os microrganismos padronizados foram semeados por esgotamento em toda a superficie das placas. Em
seguida, os discos de papel foram impregnados com os extratos organicos e substincia purificada sendo
depositados na superficie do meio sélido. As placas foram incubadas por 24 h a 37° C.
Atividade antimicrobiana: os testes qualitativos foram realizados através do teste em difusdo em disco
em meio solido. Placas de Petri (90 mm) contendo SmL de meio Agar Mueller — Hinton, para bactérias
(Gram-positivas e Gram-negativas) e Sabouraud para a levedura (Candida albicans), foram inoculadas
com 500 pL da suspensdo dos microrganismos teste a 10" UFC. mL", segundo Bauer et al. (1966). Discos
de papel de 6,0 mm foram impregnados com 21 pL das solugdes de cada extrato (éter, cloroférmio e
acetona) ou a substancia purificada, dcido barbatico (BAR), a uma concentracdo de 43mg/mL, sendo
depositadas sobre o meio previamente inoculado. As placas foram incubadas a 37° C, para bactérias e
leveduras, por 24 horas. Os resultados foram obtidos através da mensuracdo das zonas de inibi¢do
formadas ao redor dos discos, expressos em milimetros (mm).
Biocromatogramas: os microrganismos mais sensiveis no teste de disco foram selecionados, sendo
inoculados em meio Mueller-Hinton, 20 antes e, em seguida incubados a 37° C, por 24h.

Os extratos ativos e o dcido barbdtico purificado no ensaio de disco foram submetidos a cromatografia
de camada delgada (CCD), desenvolvida segundo a metodologia de Culberson (1972), utilizando o
sistema de solventes A (tolueno/dioxano/dcido acético, 180/45/5 v/v). Foi utilizado como padrio o 4cido

barbdtico. Os cromatogramas resultantes foram depositados em placas de Petri e, sobre eles, 0 meio com
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microrganismo previamente inoculado, segundo o método de Homans & Fuchs (1970), modificado por
Costa-Filho et al. (1991).

Os resultados foram avaliados mediante formacao de halo inibitério ao redor da substancia separada
por CCD, que foi ativa contra microrganismo testado.
CMI: para os testes quantitativos, os ensaios foram realizados através do teste Concentracdo Minima
Inibitéria (CMI), descrito por Courvalin et al. (1985), em linhagens previamente selecionadas no
screening anterior. As culturas dos microrganismos teste foram incubadas por 18 h em SmL de meio
liquido de Mueller-Hinton, sendo diluidas em novo meio a fim de obter a turbidez adequada, o que
equivale ao tubo 0,5 da escala de MacFarland, (10" UFC/ mL). As placas de Petri foram preparadas com
18mL de Mueller-Hinton sélido e com diluigdes do dcido barbético purificado, em 9 partes, a uma
concentracdo inicial de 2mg/mL. Os microrganismos selecionados foram semeados com swabs e, entdo as
placas incubadas por 24 h a 37° C. A CMI foi definida como a menor concentracao da droga na qual ndo

foi observado crescimento visivel de microrganismo.

Resultados e Discussao

O rendimento em percentual para as extracdes organicas por esgotamento a frio e a quente estd
descrito na tabela 01. Nela verifica-se que a extra¢do por esgotamento a quente apresenta um rendimento
total superior em relagdo a outra extragao.

O 4cido barbatico purificado a partir do extrato etéreo a quente mostrou um rendimento de 2,84%.
Segundo Hale-Jr (1983) e Nash III (1996), a concentragdo dos dcidos liquénicos podem variar de 0,1 a
10% em relacdo ao peso seco do talo sendo, em alguns casos, com valores mais altos. Vartia (1949),
observou teores diferentes de dcidos em espécies liquénicas, tais como: Parmelia tinctorum com 23,5% de
4cido lecanorico; Lepraria chlorina com 10.5% de éacido pulvinico; Alectoria ochroleuca com 5.5% de
acido udsnico; 0,9 de acido barbatico em Cladonia submedusina (encontrada na Amazonia) e 14,2 de acido
barbético em C. hokkaidensis (Huovinen & Ahti, 1986). Kortepeter (1996), encontrou um percentual de
0.7% de acido barbético em C. incrassata

Segundo Ahti et al. (1993) em C. aggregata ha predominéncia do 4cido barbatico, podendo também,
ser verificada a presenga de outras substancias, como por exemplo, os 4cidos nortistico, estitico,
fumarprotocetrdrico entre outros, dependendo das dreas de ocorréncia. Porém, os autores consideram
como quimiotipo dos individuos ocorrentes no Brasil espécimes com o &4cido barbatico, como por
exemplo, a Cladonia didyma encontrada do Amazonas ao Rio Grande do Sul, a C. miniata de Sergipe e a

C. salzmannii da Paraiba e Pernambuco. Houvinen & Ahti (1986) relatam ainda que liquens do género
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Cladonia apresentam como substdncia medular mais freqiiente os dcidos barbdtico, esquamdtico,
tamnolico e dsnico.

Nas extracOes em éter, cloroférmio e acetona de ambos os extratos organicos de C. aggregata
observa-se a presenca dos dcidos barbdtico (Rf — 29). Os extratos etéreos das duas extracdes merecem
destaque, uma vez que apresentam bandas quase que exclusivamente deste acido, além do D-barbatico; os
extratos cloroférmicos apresentaram além do édcido barbdtico, duas bandas nao identificadas. Os extratos
acetdonicos apresentaram um maior nimero de compostos fendlicos, provavelmente os dcidos
fumarprocetrarico (Rf — 7.,5), estitico (Rf -11), nortistico (Rf — 46) e duas ndo identificadas Rf — 73 e 74),
como demonstrados no cromatograma em camada delgada (Fig. 01).

Os extratos organicos obtidos por esgotamento a frio e a quente, assim como a substancia purificada
(BAR), foram submetidos a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e apresentaram picos
correspondentes ao 4cido barbatico padrdao (Tr 17min). O BAR extraido e purificado de C. aggregata foi
detectado pela CLAE em 22.9 min. e seu percentual de pureza foi de 96.3 (Fig.02).

Os extratos etéreo, cloroférmico e acetdnico obtidos a frio e a quente apresentaram-se diversificados,
com picos correspondentes a outros compostos fendlicos ndo identificados. Apesar de estar presente em
todos os extratos, o acido barbatico foi extraido com mais eficiéncia com éter e cloroférmio devido a sua
polaridade ser mais adequada a estes solventes (Fig.03 e 04).

Esses métodos de anédlise sdo usados com sucesso para detectar todas as classes quimicas de
substancias aromdticas, trazendo resultados 6timos e rdpidos, detectando, portanto, com eficiéncia fendis
de liquens. Juntos, CLAE e CCD sdo geralmente precisos para o screening qualitativo e quantitativo,
respectivamente, dos principais compostos aromaticos liquénicos, como por exemplo os dos géneros
Cladina e Cladonia (Huovinen, et al., 1985). O 4cido fumarprotocetrarico de C. verticillaris e atranorina,
de C. sandstedei, por exemplo, foram detectados de suas respectivas espécies por Xavier-Filho (1984;
1985) entre 4.2 e 5.0, respectivamente.

Os extratos organicos € 0 BAR purificado foram submetidos a testes de difusdo em disco em meio
sOlido contra microrganismos. Os resultados demonstraram que os extratos organicos e o dcido barbatico
ndo apresentaram atividade contra os microrganismos Gram-negativos e os fungos, entretanto formaram
halo de inibi¢@o contra as linhagens bacterianas Gram-positivas de S. aureus (Tab.02).

De acordo com a tabela 03 os extratos organicos a frio demonstraram halos de inibi¢do superiores
quando comparados com os extratos a quente, destacando-se o extrato cloroférmico a frio (Fig. 05, 06, 07,
08). O é4cido barbético purificado parcialmente solubilizado em dgua apresentou halo de inibi¢do maior

que todas as outras amostras testadas (Fig. 09, 10).
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Substancias liquénicas, especialmente os fendis, sdo estudadas e testadas ha décadas. Vartia (1949),
verificou a inibi¢do efetiva do crescimento de microrganismos Gram-positivos e fungos testados com os
acidos liquesterinico, pindstrico, pulvinico, giroférico, d-protoliquesterinico, d-liquesterinico, divaricético,
atranol, fisédico e usnico.

Metabolitos liquénicos de Stereocaulon alpinum, Peltigera aphthosa e Thamnolia subuliformis, com
destaque para o B-metil orselinato, foram também ativos contra linhagens de S. aureus, B. subtillis, P.
aeruginosa, C. albicans, E. coli e Aspergillus niger. Os melhores resultados foram obtidos a partir dos
extratos cloroférmico e acetdnico contra as bactérias Gram-positivas, e os fungos, C. candida e A. niger
(Ingolfsdottir et al., 1985).

Exemplos brasileiros de substancias liquénicas ativas sd@o encontrados nas Cladonia substellata e C.
crispatula de Santa Rita e Alhandra (PB), respectivamente, que possuem grande quantidade de 4cido
usnico, um metabdlito de importancia e relevante atividade contra microrganismos. Este dcido foi ativo
ndo sé contra bactérias, mas também contra fungos (Pereira et al., 1991; 1996; 1997). O mesmo aconteceu
com algumas espécies predominantemente de Pernambuco, que também apresentaram inibi¢do contra E.
coli. Outras espécies dos géneros Parmelia, Ramalina e Pseudocyphellaria tiveram seus extratos testados
com comprovada eficdcia contra S. aureus, através de teste de disco, com um percentual de 92% de
inibi¢do e halos variando entre 11 e 25mm (Silva et al., 1986; 1987).

Testes de difusdo em disco com substincia extraida Ramalina farinacea, entre elas, depsideos,
depsidonas, derivado de antraceno, proteinas e carboidratos, dissolvidos em éter, cloroférmio e dgua
apresentaram atividade antibacteriana e antifingica (Esimone & Adikwu, 1999). Perry et al. (1999)
testaram dcidos liquénicos de diversos géneros e observaram que os 4cidos dsnico, rangiférmico, estitico e
atranorina, além de extratos organicos, apresentaram atividade sobre as linhagens de bactérias Gram-
positivas e negativas, além de fungos. Os géneros Cladia, Cladonia, Stereocaulon e Usnea foram os que
tiveram alta atividade antimicrobiana. A C. aggregata procedente da Bahia mostrou resultados
satisfatorios contra o Bacillus subtillis (Costa-Filho, et al., 1991).

Pesquisas recentes com testes em discos com 19 microrganismos, entre eles S. aureus e E. coli
utilizando 100uL do inéculo (107), demonstraram que os acidos divaricético, difractdico e lobarico foram
ativos contra bactérias Gram-positivas (Piovano et al., 2002). Ing6lfsdottir (2002) também destaca a
atividade do 4cido usnico contra microrganismos.

Drogas liquénicas ativas, como atranorina e os dcidos lobdrico, protoliquesterinico, salazinico e usnico
ja foram comparadas com antibiéticos comprovadamente eficazes, tais como rifampicina, estreptomicina e

isoniazida (Ingdlfsdaéttir, et al., 1998).
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Os extratos liquénicos, etéreo, cloroférmico e acetdnico obtidos por esgotamento a quente, bem como
o 4cido barbdtico purificado, foram submetidos a biocromatogramas contra duas linhagens de
Staphylococus aureus, SAIC 155 e uma multi resistente. Os resultados observados nas figuras 11 e 12
demonstram o halo de inibic@o ao redor dos pontos de aplica¢do, com possivel sinergismo das substiancias
testadas, tendo em vista que os extratos orgdnicos apresentam outras substancias ativas além do acido
barbatico.

Estes resultados sdo também observados por Falcdo et al. (2002), cujos extratos etéreos, cloroférmico,
acetOnico e dcido usnico e difractdico foram ativos contra microrganismos Gram-positivos. Outros
microrganismos Gram-positivos, como S. aureus e, Gram-negativos como E. coli, assim como
Xanthomonas campestris pv. campestris € Ralstonia solonacearum by. também foram testados por Ribeiro
et al. (2002), que observaram atividade dos extratos etéreos e cloroférmicos, atribuindo-se a atividade
bioldgica positiva aos dcidos divaricatico e homosequicdico.

Os testes quantitativos, que determinam a concentrac@o inibitéria minima (CMI), foram realizados
com as linhagens de S. aureus multi resistentes (311, 155 e 404). As dilui¢des da droga purificada (acido
barbdtico) foram feitas em nove partes (v/v), partindo de uma concentracdo de 200 - 0,78 pg/mL,
dissolvido em acetona pura.

De acordo com as figuras 13 e 14 as concentracdes, que variaram de 200pug/mL a 100pg/mL ndo
demonstraram crescimento bacteriano para as linhagens multi resistente, 311 e 155. Apenas a linhagem
404 apresenta um discreto crescimento na concentracdo de 100 pug/mL (figura 14) e crescimento normal
na concentrac¢do de 50 pg/mL (Fig. 15). Na concentragdo de 25 pg/mL foi observado crescimento normal
para todas as linhagens de S. aureus testadas (Fig. 16). O crescimento bacteriano foi observado na placa
controle, o que possibilita dizer que o solvente ndo influenciou nos resultados obtidos (Fig. 17).

Substancias isoladas dos liquens Stereocaulon alpinum e Peltigera apthosa, como o metil-p-orselinato
(produto da hidrdlise da atranorina), o metil orselinato e o etil orselinato, respectivamente, também foram
ativos contra bactérias Gram-positivas, Candida albicans e Arpergillus niger, onde os resultados da CMI
se apresentaram entre 80 e 160 pg/mL para o B-orselinato e 160 a 500 pg/mL para a mistura do etil, metil-
orselinato. Para Pseudomonas aeruginosa, os valores ficaram entre 30 e 40 pg/mL para o B-metil
orselinato e 200 a 260 pg/mL para a mistura (Ingélfsdéttir ez al., 1985).

Sele¢do in vitro contra Mycobacterium aurum (organismo nio patogénico, mas com sensibilidade
similar ao M. tuberculosis) testado com acido usnico de Cladonia arbuscula exibiu CMI com valores de
32 pg/mL e atranorina e 4cido lobdrico, extraidos de Stereocaulon alpinum, o 4cido salazinico de
Parmelia saxatilis e acido protoliquesterinico de Cetraria islandica mostraram valores de CMI > 125

pg/mL (Ingdlfsdottir et al., 1998).
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Os extratos de Ramalina farinacea foram testados contra S. aureus, B. subtilis, P. aeruginosa, C.
albicans, Salmonella typhi, Trichophyton rubrum, T. metagrophytes, e a CMI variou entre 90 e 650
pg/mL. Os melhores resultados foram contra a T. mentagrophytes com CMI de 97.7 pg/mL (Esimone et
al., 1999). Também os 4cidos divaricdtico e difractdico, cuja CMI ficou entre 17-15ug/mL e 50pg/mL
respectivamente, mostraram-se ativos contra bactérias Gram-positivas (Piovano et al., 2002).

Também recentemente testes com dacido usnico extraido de Cladonia substellata contra varias
linhagens de S. aureus, demonstraram que a CMI ficou entre 7 e 30pug/mL (Duarte, 2002).

Como esta apresentado na tabela 04, testes antimicrobianos utilizando-se diferentes fendis sdo ativos
contra vdrios microrganismos, no entanto, apenas os acidos usnico, divaricdtico e difractdico e B-
orselinato demonstraram valores de CMI inferiores ao do 4cido barbdrtico extraido e purificado de C.
aggregata.

Portanto, os dados demonstram a eficdcia dos extratos organicos € BAR purificado de C. aggregata

contra S. aureus,inclusive em baixas concentragoes.
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Tabela 01. Percentual de rendimento das extracoes organicas a frio e a
quente a partir de 50g do talo in natura de C. aggregata

Solventes Extracdo a frio| Rendimento | Extragdo a quente| Rendimento
(2 % () %
Eter 1,443 2,88 1,421 2,84
Cloroférmio 0,084 0,17 0,533 1,06
Acetona 0,163 0,33 0,229 0,46
Total 1,69 3,38 2,183 4,36
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Figura 01. Cromatograma demonstrando a presenca de fendis nas extracdes a frio e a quente e do acido
barbdtico de C. aggregata. USN-padrao de acordo com os Rf; BAR-padrio; extratos organicos etéreo (Etf),
cloroférmico (CIf) e acetdonico (Acf), extraido por esgotamento a frio; extratos organicos etéreo (Etq),
cloroférmico (Clq) e acetdnico (Acq), extraidos por esgotamento a quente e, BAR purificado
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Figura 02. Cromatograma (HPLC) demonstrando: A- acido barbatico
(BAR) padrao e, B- BAR extraido e purificado de C. aggregata
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Figura 03. Cromatograma (HPLC) demonstrando os extratos organicos obtidos por
esgotamento a frio. A- etéreo; B- cloroférmico e C- acetdnico
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Figura 04. Cromatograma (HPLC) demonstrando os extratos organicos obtidos por
esgotamento a quente. A- etéreo; B- cloroférmico e C- acetonico
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Tabela 02 - Atividade antimicrobiana de extratos organicos e BAR purificado
obtidos de C. aggregata

Extratos Organicos Acido Barbatico
Microrganismos 43mg/mL 43mg/mL

Etereo | Cloroférmico | Aceténico
Staphylococcus aureus + + + +
MH ATCC 6538
Staphylococcus aureus + + + +
SAIC 155
Staphylococcus aureus + + + +
Multi resistente
Staphylococcus aureus + + + +
Multi resistente 311
Staphylococcus aureus + + + +
Multi resistente 404

Escherichia coli

IC - 84
Escherichia coli
IC - 2366
Candida albicans
IC-3

Candida albicans

DAUFPE 1007
+ presenca de halos de inibicao

- auséncia de halos de inibicao
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Tabela 03 Atividade antimicrobiana dos extratos organicos € BAR purificado de
C. aggregata contra S. aureus

.Halos de inibicdo (mm)

Extratos Organicos 43mg/mL Ac. Barbitico

purificado 43mg/mL.
Microrganismos Extracdo . Extracdo Halos (mm)
Staphylococcus por esgotamento a frio| por esgotamento a quente
aureus Eter | Cloroférmio| Acetona | Eter Cloroférmio AcetonaEter |Agua destilada
SAIC 155 12 12 04 | 09 07 06 | 09 13,5

ATCCC 6538 T’ 12 12 | o7 10 06 | 09 11
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Figura 05: Teste de difusdo em disco
demonstrando atividade antimicrobiana dos
extratos organicos extraido de C. aggregata
obtidos por esgotamento a frio, contra o S.
aureus — SAIC 155. 1-etéreo; 3-
cloroférmico e 5-aceténico

Figura 07: Teste de difusdo em disco
demonstrando atividade antimicrobiana dos
extratos organicos extraido de C. aggregata
obtidos por esgotamento a quente, contra o S.
aureus — SAIC 155. 1-etéreo; 4-
cloroférmico e 6-acetonico

ATCC 6538 " &

Figura 06: Teste de difusdo em disco
demonstrando atividade antimicrobiana dos
extratos organicos extraido de C. aggregata
obtidos por esgotamento a frio, contra o S.
aureus — ATCC 6538. 1-etéreo; 3-
cloroférmico e 5-acetonico

Figura 08: Teste de difusdao em disco
demonstrando atividade antimicrobiana dos
extratos organicos extraido de C. aggregata
obtidos por esgotamento a quente, contra o S.
aureus — ATCC 6538. 2-etéreo; 3-
cloroférmico e 6-acetdnico
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Figura 09: Teste de difusdo em disco Figura 10: Teste de difusdo em disco
demonstrando atividade antimicrobiana do demonstrando atividade antimicrobiana do
BAR purificado de C. aggregata contra S. BAR purificado de C. aggregata contra S.
aureus — SAIC 155, solubilizado em: 3- éter; aureus — ATCC 6538, solubilizado em: 3- éter;

4- jgua 4- jgua
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Figura 11. Biocromatograma indicando a atividade antimicrobiana dos
extratos organicos e BAR purificado de C. aggregata, contra S. aureus
- SAIC 155. P-BAR; 1- etéreo; 2- cloroféormico e 3-acetdnico

Figura 12. Biocromatograma indicando a atividade antimicrobiana dos
extratos organicos € BAR purificado de C. aggregata, contra S. aureus
(multi resistente). P — BAR; 1- etéreo; 2- cloroférmico, 3- acetonico
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200 pg/mL — 100 pg/mL

Figura 13. CMI demonstrando atividade Figura 14. CMI demonstrando atividade
antimicrobiana do BAR purificado de C. antimicrobiana do BAR purificado de C.
aggregata contra as linhagens de S. aggregata contra as linhagens de S.
aureus. 200pug/mL aureus. 100pg/mL

50 pg/mL —_— 25 pg/mL

Figura 15. CMI demonstrando atividade Figura 16. CMI demonstrando atividade
antimicrobiana do BAR purificado de C. antimicrobiana do BAR purificado de Cladia
aggregata contra as linhagens de S. aureus. aggregata contra as linhagens de S. aureus.

50 pg/mL 25pg/mL
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Figura 17. Placa controle com acetona pura
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Tabela 04 Resultado comparativo entre a CMI de substincias liquénicas

com a do BAR purificado de C. aggregata

CMI
Sl.leEaI.ICIaS Microrganismos ng/mL Referéncias
liquénicas
Staphylococcus aureus
. Candida albicans 80 - 160
p- orselinato Aspergillus niger
Pseudomona aeruginosa 30 -40
Ingolfsdéttir et al., 1985
Staphylococcus aureus
Candida albicans 160 - 500
Etil e metil orselinato Aspergillus niger
Pseudomona aeruginosa | 200 - 260
Acido Gsnico 3
Mycobacterium aurum Ingolfsdéttir et al., 1998
Atranorina, ac.
Lobarico, salazinico | Mycobacterium aurum
. .. > 125
e protoliquesterinico
Ex. organicos de Trichohyton )
Ramalina farinacea mentagrophytes 90 - 650 Esimone et al., 1999
Ac. l?lvan?tlco ¢ Staphylococcus aureus 17-15 Piovano et al., 2002
difractaico
Stahylococcus aureus
Acido barbatico Multi resistente, 311, 155 | 50 - 200 Presente trabalho

e 404
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Capitulo II

Atividade citotoxica in vitro do extrato etéreo e acido barbatico de Cladia

aggregata (SW.) Nyl.
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Atividade citotoxica in vitro do extrato etéreo e acido barbatico de Cladia aggregata (Sw.) Nyl.

n . 12: . . 1-2 ., . . 2: ~ .. 3 .

Mbnica, C. B. Martins ~ Marcio. J. G. de Lima *; Nicécio, H. da Silva™ Eugénia, C. Pereira’; Silene,
. . 4

Carneiro. Do Nascimento.

'Mestrado em Bioquimica; “Departamento de Bioquimica; *Departamento de Ciéncias Geograficas; ‘Departamento de

Antibidticos. Universidade Federal de Pernambuco. Av. Concei¢do Moraes Rego, s/n, Cidade Universitaria. Cep: 50.740-530,
Recife-PE, Brasil.

RESUMO - (Atividade citotoxica in vitro do extrato etéreo e acido barbéatico purificado de Cladia
aggregata (Sw.) Nyl.).O extrato etéreo e o principal fenol (4cido barbatico) de Cladia aggregata (Sw.)
Nyl. foram utilizados para verificar a atividade citotoxica in vitro sobre células cancerigenas. O extrato
organico foi obtido a partir de 50g do talo liquénico in natura sendo extraido por esgotamento a quente. O
4cido barbdtico foi obtido a partir de um extrato etéreo. Os testes citotoxicos foram realizados com as
linhagens de células cancerigenas: Hep-2 (adenocarcinoma de laringe), NCI-H292 (carcinoma muco
epidermdide de pulmio) e KB (carcinoma epiderméide nasofaringeo). O extrato organico foi testado nas
concentracdes de 50; 25; 12,5 e 6,5 ug/mL e o 4cido barbdtico purificado com 20; 10; 5 e 2,5 pg/mL. Os
percentuais de inibi¢do do crescimento celular foram os seguintes: Hep-2, 78; 72; 70 e 60%; NCI-H292,
63; 61; 36 e 42% e KB, 80; 80, 52 e 47% para os extratos organicos e, Hep-2, 61; 66; 54 e 49%; NCI-
H292, 63,4; 61,1; 36,7 ¢ 42% e KB, 77; 71; 53 e 43% para o 4cido barbético purificado nas respectivas
concentragdes anteriormente citadas. A Clsy para a substancia purificada ficou em: 2,5 — 5 pg/mL para
Hep-2; 5 pg/mL, NCI-H292 e 2,5 - 5 pg/mL, KB. E a Cls( do extrato etéreo ficou aproximadamente em:
6,5 — 12,5 pg/mL para NCI- H292 e KB e < 6,5 ng/mL para Hep-2.Portanto, o extrato organico e o BAR
purificado demonstraram citotoxidade contra as células canceringenas, tornando-se adequado estudos
mais aprofundados com as substancias de C. aggregata contra células e tumores cancerigenos.

PALAVRAS - CHAVES: células cancerigenas, liquen, fenol

ABSTRACT - (Citotoxic activity in vitro of the ethereal extract and purity barbatic acid from Cladia
aggregata (Sw.) Nyl.). The purity barbatic acid and hot ethereal extract , extracted each one starting from
50g of Cladia aggregata (Sw.) Nyl were tried against the cancerous cells of the lineages Hep-2 (larynx
adenocarcinom), NCI- H292 (lung epidermoid carcinom) and KB (naseopharynx carcinom). For the crude
extract in the concentrations of 50, 25, 12,5 and 6,5ug/mL, the rate of inhibition and Clsy went of about:
Hep-2, 78; 72; 70 and 60% with Clso de NCI-H292, 63; 61; 36 and 42%, with Clsy of and KB, 80; 80; 52
and 47%, with CI50 of. The acid barbatico purified purified in the concentrations of 20, 10, 5 and
2,5ug/mL demonstrated the inhibition rate next: Hep-2, 61; 66; 54 and 49%; NCI- H292, 63.4; 61,1; 36,7
and 42% and KB, 77; 71; 53 3 43% and Clsg input 2,5 - SmL to Hep-2 and KB and Sug/mL for NCI-
H292. Both the substances demonstrated citotoxidad on cancerous cells. The ethereal extract introduced
sinergism.

KEY — WORDS: cancer cells, lichen, phenol.
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Introducao

Os liquens sdo importantes sob o ponto de vista ecoldgico, uma vez que sdo utilizados como
bioindicadores e biomonitores de grande qualidade (Loppi et al., 2003). Suas substancias extracelulares,
sob a forma de cristais, s@o também utilizadas contra diversas afeccdes, sendo conhecidos e usados desde
a antiguidade como plantas medicinais (Falcdo et al., 2002).

As aplicagdes farmacoldgicas das substancias extraidas de liquens envolvem, entre outras, pesquisas
contra fungos, bactérias, tumores e células cancerigenas (Pereira et al., 1994; Ingolfsdoéttir, 2002). Os
resultados sdo promissores, pois o dcido usnico extraido de Cladonia substellata, demonstrou um
percentual de inibicao de 80% sobre o sarcoma-180 (Lima et al., 1990).

As pesquisas na drea da cancerologia experimental, utilizam testes de citotoxidade, que permitem
investigar a acdo direta de certas drogas, como uma triagem preliminar, visto que servem de parametros
para aferir o possivel dano causado in vitro (Young & Hallowea, 1973).

Portanto, esta pesquisa teve como objetivo avaliar a atividade citotéxica do extrato etéreo e 4cido
barbético (BAR) purificado de Cladia aggregata, a fim de fornecer resultados em curto espago de tempo

na pesquisa de novos farmacos com atividade antitumoral.

Material e Método

Material liquénico: coleta e armazenamento: cerca de 500g de C. aggregata (Sw.) Nyl. foram
coletados no municipio de Bonito —PE, no més de Novembro de 2003. O liquen foi acondicionado em
sacos de papel e conservado a temperatura ambiente (28 ° C £ 3° C) até a realizacdo dos testes. A espécie
foi identificada pela Dr* Eugénia Pereira, a partir de caracteres morfolégicos e quimicos do talo, no
laboratério de Produtos Naturais da Universidade Federal de Pernambuco. A exsicata se encontra

depositada no Herbdrio da UFP da Universidade Federal de Pernambuco, sob o registro n° 36431.

Obtencao do extrato etéreo a partir do talo

Extracao por esgotamento a quente: 50g do talo de C. aggregata limpo, foram triturados em almofariz
e, submetidos a duas extracdes sucessivas com éter em aparelho Soxhlet, a temperatura de ebulicdo do
solvente, durante 8 horas. O extrato obtido foi concentrado até a secura, pesado e mantido em dessecador
(Pereira et al., 1996).

Isolamento e purificacao do acido barbatico: o acido barbatico foi isolado e purificado a partir de um
extrato etéreo a quente. Este depois de concentrado até a secura, foi lavado em funil poroso G-4, com

cloroférmio (4x), de acordo com Asahina & Shibata (1954).
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Cromatografia em camada delgada (CCD): foi utilizada cromatografia em camada delgada (CCD) para
detec¢do qualitativa dos compostos fendlicos predominantes no talo in natura e o acido barbdtico
purificado de C. aggregata. Amostras foram diluidas em éter, sendo aplicadas em placas de silica Gel 60
Fos4 + 366Merk de 20cm x 20 cm, e desenvolvidos de forma ascendente no sistema de solventes A
(tolueno/dioxano/4cido acético, 180:45:5, v/v). Apds evaporagdo do solvente, as bandas foram
visualizadas sob luz UV curta (256 nm) e longa (366 nm). Posteriormente as placas foram borrifadas com
dcido sulftrico a 10%, e aquecidas a 80° C por 40min, para que fossem evidenciadas as bandas por reagao
de coloracdo, segundo Culberson (1972). Os resultados foram avaliados mediante célculo dos valores de
Rf, que foram comparados ao padrio utilizado (dcido barbatico).

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE): o extrato organico e o dcido barbatico isolado do talo
foram submetidos a CLAE. O extrato organico e o 4cido barbdtico purificado foram diluidos na fase
movel (metanol/dgua/dcido acético, 80:19,5:0,5 v/v) a 0,1 mg/mL para a substincia pura e 1,0mg/mL
para o extrato organico, filtrados em filtros millipore (didmetro do poro-0,45um) e previamente
degaseificado. As andlises foram realizadas em cromatégrafo liquido HITACHI acoplado a um detector de
UV a 254nm, sob um fluxo de 1,0 mL.min"", volume de inje¢io de 20uL, atenuagdo de 0,04 e temperatura
ambiente de 25 + 3 °C. Foi utilizada coluna de fase reversa C18, com desenvolvimento isocratico da
andlise, segundo metodologia de Legaz & Vicente (1983). Foi utilizado o dcido barbético como padrdo e
os resultados foram avaliados mediante drea dos picos e tempo de retenc¢do das substancias na coluna
Atividade citotdxica: os testes de citotoxidade foram realizados com células das linhagens HEp-2
(adenocarcinoma de laringe), NCI-H292 (carcinoma muco epiderméide de pulmdo) e KB (carcinoma
epidermoéide nasofaringeo), provenientes do Laboratério de Cultura de Células do Departamento de
Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco.

Meios de cultura e manutencdo das células: As células foram mantidas em DMEM — Minimum
Essencial Medium, Ealgle modificado Dulbeccco’s (SIGMA), suplementado com 10% de soro fetal
bovino (GIBCO), 1% de solu¢do antibidtico (penicilina 1000 U/mL + estreptomicina 250mg/mL) e 1% de
L-glutamina 200 Mm (Carvalho et al., 1996).

Viabilidade celular: suspensdes celulares (10° células/mL) foram distribuidas em placas de cultura com
96 pocos (220 uL/ pogo). As placas foram incubadas a 37° C em estufa (Sedas, Mildo-Itdlia), com
atmosfera imida enriquecida com 5% de CO,, Apds 24 h de incubagdo foram adicionados 22ul/poco do
extrato organico, ou do acido, diluidos em DMSO (dimetilsulf6xido), nas concentracdes finais de 50; 25;
12,5 e 6,5 ug/mL para o extrato orgéanico e 20; 10; 5 e 2,5ug/mL para o dcido barbatico purificado. Foi
realizado controle com DMSO. Apés 72h do tratamento, os efeitos citotoxicos das amostras testes foram

avaliados pelo método colorimétrico de MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2,5-difeniltetraz6lio). A viabilidade
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celular foi determinada utilizando o corante vital Azul de Tripan (Merck) 0,4%. Os resultados foram
avaliados pela determinacdo da inibicdo celular em relacio ao controle, que permite verificar a

percentagem de células vivas e mortas (Geran et al., 1990).

Resultados e discussao

O 4cido barbatico que foi purificado a partir de um extrato etéreo, por apresentar um menor nimero de
bandas no cromatograma e o extrato organico, foram submetidos a cromatografias em camada delgada
(CCD) e liquida de alta eficiéncia (CLAE). A figura 01 representa o CCD do extrato organico, com uma
das bandas correspondente ao acido barbatico (Rf-29) e a outra ao D-barbatico (Rf-15), além do 4cido
barbdtico purificado (Rf-29), ambas em relacdo ao padrao. A figura 02 representa a CLAE, confirmando a
presenga do dcido barbdtico no extrato orginico a uma concentragdo de 98,4% e, o percentual de pureza
deste 4acido extraido de C. aggregata, 96,3%.

As linhagens de células cancerigenas submetidas ao extrato orgénico etéreo extraido a quente nas
concentragdes de 50; 25; 12 e 6,5ug/mL, apresentaram os seguintes percentuais de inibicdo: Hep-2, 78;
72; 70 e 60%; NCI-H292, 63; 61; 36 ¢ 42% e KB, 80; 80; 52 e 47% respectivamente (figura 03). O 4dcido
barbatico purificado apresentou percentuais de inibicdo inferiores aos anteriores, sugerindo-se sinergismo
entre as substincias presentes no extrato organico, sendo Hep-, 61; 66; 54 e 49%; NCI-H292, 63.4; 61,1;
36,7e42% e KB, 77; 71, 53 e 43% nas concentracdes de 20; 10; 5 e 25 pg/mL (figura 04).

A ClIsp da substancia purificada ficou aproximadamente entre 2,5 - Sug/mL para Hep-2 e KB; 5pg/mL
-10pg/mL, NCI-H292, e o extrato organico apresentou os valores de > 6,5 pg/mL, Hep-2; 6,5 — 12,5
pg/mL, KB; e 12,5 - 25ug/mL NCI-H292 para a Clsy.

Outras espécies de Cladoniaceae (Cladonia substellata, Cladonia crispatula e Cladina dendroides)
ocorrentes em solos arenosos de tabuleiros (cerrado, Estado da Paraiba — Brasil), também foram testados
contra adenocarcinomas, observando-se maior eficdcia dos extratos de C. substellata, atribuida a presenca
dos &cidos usnico e estitico deste liquen. Os extratos organicos de C. substellata na concentragdo de
50pg/mL apresentaram inibicdo acima de 80% sobre os adenocarcinomas prostitico (PC3) e mamario
(MDA — MB 231) e acima de 90% sobre leucemia (P388 e L1210) (LIMA et al., 1990). Estes autores
também verificaram a atividade de liquens coletados em Alhandra e Santa Rita (Paraiba) e, notadamente a
C. substellata e C. verticillaris, inibiram 80% o sarcoma — 180, além de inibirem, respectivamente, em
73% e 64% o carcinoma de Ehrlich. A atividade foi atribuida aos 4cidos tsnico, fumarprotocetrarico e
atranorina presente nestas espécies (LIMA et al., 1990). Santos et al. (2003) também trabalharam com

sarcoma - 180 e, o dcido dsnico desta vez sob a forma nanoencapsulada demonstrou nao s6 a redugdo do
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tumor, como também uma considerdvel diminui¢do de agdes toxicas ao nivel dos hepatdcitos quando
comparado com sua forma livre.

Portanto estes dados indicam a citotoxidade do extrato organico e do dcido barbdtico extraido e
purificado de C. aggregata sobre as linhagens das células cancerigenas testadas, o que possibilita novos

estudos na cancerologia experimental.
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Figura 02. Cromatograma (HPLC), demonstrando a presenca do acido barbatico (BAR) no
extrato organico e seu percentual de pureza em relacdo ao padrao
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Figura 03. Percentuais de inibi¢ao in vitro sobre as linhagens
de células cancerigenas do extrato etéreo obtido
de C. aggregata
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6. CONCLUSOES

I- De acordo com os dados obtidos foi possivel concluir que as substincias presentes em Cladia
aggregata possuem acao antimicrobiana

2- O 4cido barbético apresentou baixa CMI, melhor que outras substancias liquénicas bioativas.
3- Os microrganismos mais sensiveis foram as linhagens de S. aureus.

4- O extrato organico etéreo e o BAR apresentaram citotoxidade

5- As células KB tiveram o maior percentual de inibi¢do do crescimento celular

6- O 4cido barbético foi considerado o principio ativo da espécie.

7. PERSPECTIVAS

Torna-se interessante um estudo mais aprofundado com substancias bioativas de C. aggregata,
tanto contra microrganismos como contra tumores e células cancerigenas.
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8. ANEXOS
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8.1 Trabalhos enviados ao 55° Congresso Nacional de Botinica — Vicosa,
Minas Gerais
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ATIVIDADE ANTIMICROBIANA “IN VITRO” DE EXTRATOS BRUTOS E ACIDO BARBATICO DE
Cladia aggregata (SW). NYL.

MARTINS, Moénica Cristina Barroso'”; LIMA, Marcio James Gongalves de'”; AZEVEDO-XIMENES, Eulilia>*; SILVA
Nicacio Henrique da“; PEREIRA, Eugénia Cristina>”. 1 Pés-Graduando; 2 Docente; 3-Departamento de Bioquimica; 4-
Departamento de Antibidticos; 5- Departamento de Ciéncias Geograficas/ CFCH. Universidade Federal de Pernambuco PE
(nhsilva@UOL.com.br).

No século XX, uma das descobertas terapéuticas importantes foi a dos agentes bacterianos, o que modificou drasticamente o
curso de muitas doencas. Porém, os antibidticos estdo entre os agentes mais indiscriminadamente prescritos, sendo um fator de
contribuicdo para o crescimento internacional de resisténcia bacteriana. A literatura relata que o uso de liquens na medicina
popular vem desde a antiguidade e pesquisas demonstram que os 4dcidos liquénicos sdo ativos contra grande variedade de
microrganismos. Assim, este trabalho objetivou verificar e avaliar a atividade bioldgica dos extratos orgnicos etéreo,
cloroférmico e acetonico e do dcido barbatico de Cladia aggregata (Sw). Nyl, coletada no municipio de Bonito — PE, “in vitro”
frente a microrganismos Gram-positivos — Staphylococus aureus; Gram-negativos — Escherichia coli e fungos — Candida
albicans. Os screenings foram feitos através do teste de disco e os resultados avaliados de acordo com o tamanho dos halos
formados medidos em mm. Os extratos organicos e o 4cido barbético foram analisados em cromatografia em camada delgada
(CCD). A concentragdo do dcido barbdtico foi analisada em HPLC. A C. aggregata ocorre, via de regra, em dreas de cerrado
e/ou de vegetagdo rupestre em distintas regides geograficas do Brasil. E comprovada a variacio de sua composicdo quimica,
sobretudo das substancias acessorias. Na amostra estudada houve predominancia do dcido barbatico e tracos e dcido usnico. Os
resultados obtidos demonstraram que o dcido barbdtico e os extratos organicos foram responsdveis pela atividade contra
Staphylococus aureus, e inativos para os demais.

ATIVIDADE CITOTOXICA DE EXTRATOS BRUTOS E ACIDO BARBATICO DE Cladia aggregata
(SW). NYL.

MARTINS, Monica Cristina Barroso'”.; LIMA, Marcio James Gongalves de'~.; NASCIMENTO Silene Carneiro >*.; SILVA
Nicacio Henrique da2’3.; PEREIRA, Eugénia Cristina>”. 1 P6s-Graduando; 2 Docente; 3-Departamento de Bioquimica; 4-
Departamento de Antibidticos; 5- Departamento de Ciéncias Geograficas/ CFCH. Universidade Federal de Pernambuco PE
(nhsilva@UOL.com.br).

Desde a antiguidade os liquens sdo usados na medicina popular. As pesquisas demonstram que os dcidos liquénicos sdo ativos
ndo s contra microorganismos, mas também, contra tumores e células cancerigenas. Por isso, este trabalho objetivou avaliar a
acdo citotdxica do extrato organico e do dcido barbatico (BAR) de Cladia aggregata (SW.) Nyl., procedente de Bonito, brejo
de altitude de Pernambuco. O extrato organico etéreo, extraido por esgotamento a frio foi utilizado nas concentragdes de 50, 25,
12,5 e 6,5 pg/mL. A substincia pura, o dcido barbatico, foi usada nas concentracdes de 20, 10, 5 e 2,5 ug/mL. Ambas as
amostras foram aplicadas contra as seguintes linhagens de carcinomas: HEp-2 (adenocarcinoma de laringe), NCI-H292
(carcinoma muco epidermédide de pulmdo) e HB (carcinoma epiderméide nasofaringeo), provenientes do Laboratério de
Cultura de Tecidos do Departamento de antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco. Os resultados foram obtidos
através do percentual de inibicdo do crescimento celular em relacdo ao grupo controle. O extrato organico apresentou os
seguintes percentuais de inibicdo: HEp2 — 78, 72, 70, 60%; NCI-H292 — 63, 61, 36, 42% ¢ KB — 80, 80, 52, 47% nas
concentracdes acima citadas respectivamente. O dcido barbdtico mostrou os seguintes resultados: HEp-2 — 61, 66, 54, e 49%;
NCI-H292 - 63,4, 61,1, 36,7 e 42% e KB - 77, 71, 53 e 46%, também nas concentragdes citadas acima. Esses resultados
demonstram a eficiéncia do extrato bruto de C. aggregata sobre as linhagens celulares empregadas, mostrando que
provavelmente houve um sinergismo, tendo em vista, que o acido barbdtico teve um percentual de inibi¢do inferior. Segundo o
protocolo utilizado extratos sdo tidos bons para re-teste quando a inibi¢do de 50% da proliferagdo celular em torno de 30pg/mL.
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8.2 Trabalhos enviados a VII* Reunido Regional da SBBq e 2™
Internacional Symposium in Biochemistry of Macromolecules and
Biotechnology — Recife, Pernambuco
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r- / EVALUATION OF ANTIMICROBIAL ACTIVITY
OF Cladia aggregata (SW.) NYL. (LICHEN)

Ménica C. B. Martins'; Marcio J. G. de Lima'>; Euldlia A. Ximenes®*; Nicacio H. da Silva®?; Eugénia
C. Pereira®. 1 Pés-Graduando; 2 Docente; 3-Departamento de Bioquimica; 4- Departamento de
Antibioticos; 5- Departamento de Ciéncias Geograficas/ CFCH. Universidade Federal de Pernambuco
PE (mjgl3@hotmail.com).

Universidade Federal de Pernambuco — Email: mjgl3@hotmail.com — Rua da Amizade 156, 33B — Gragas,
Recife — PE, CEP — 52011-260

During the XX Century, one of the most important therapeutic discovering was the antibacterial product. This
had modified the development of several diseases. Thus, the antibiotics used in an inadequate way, causing the
bacterial resistence. These lichens are used since thousand years ago, and the research shows that the lichen
substances are active against a large microoganism spectrum. This way, the objective of this work was
evaluate and verify the antimicrobial activity (in vitro) of organic extracts and barbatic acid obtained from
Cladia aggregata (Sw.) Nyl., occurred in Bonito County, Pernambuco State, NE of Brazil. There were used
strains of Gram-positive bacteria (Staphylococus aureus), Gram-negative bacteria (Escherichia coli), and fungi
(Candida albicans). The sreening were realized through paper discs tests and the results expressed in
millimeters of inhibition halos. The organic extracts and barbatic acid were analysed by Thin Layer
Chromatography (TLC) and High Performance Liquid Chromatography (HPLC). Due to the diversified
occurrence area of C. aggregata, its chemical composition also varies in accordance with the geographical
area, mainly in its accessory substances. In the studied samples the major compound was the barbatic acid,
with little amount of usnic acid. The organic extracts and the barbatic acid were active against Staphylococus
aureus, but did not show any activity against the other tested microorganisms.
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Oytotoxic activity of barbatic acid from Cladia aggregata (Sw.) Nyl

In this paper barbatic acid was tested against cancer cells in vitro, Hep2 (larynx adenocarcimom), NCI-
H292 (lung epidermoid carcinom), KB (naseopharynx carcinom). The obtained results, regardins the

rate (%), should inhibition barbatic acid, at 2,5 pg/ml, of 49% for Hep-2, 42% NCI-H292 and 43%
for KB cells. The findinds suggest futher investigations with the substances, that exhited good resulis.

Introdugiio

Pesquisas para encontrar compostos com
propriedades  antitumoral e  antimicrobiana,
produzidos por diversos tipos de organismos vém
sendo conduzidas ha mais de 40 anos e, novos
compostos tém sido encontrados. Esse mteresse
aumentou devido ao desenvolvimento de resisténcia
das enfermidades as drogas (COSTAS, 2002).

Os 4cidos liquénicos siio comprovadamente
ativos contra fungos, bactérias, tumores e céclulas
cancerigenas. Sdo ainda antivirais, analgésicos,
antipiréticos (PIOVANQO et al., 2002).

O teste de citotoxidade permite analisar um
elevado numero de substincias naturais, ou de
sintese, fornecendo répidos resultados em um espago
curto de tempo, na pesquisa de férmacos com
atividade antitumoral (YOUNG & HALLOWEA,
1973). A aplicagdio de quimioterdpicos liquénicos em
culturas de tecidos propiciarda a descoberta de
analogos, ou mesmo sua produgdo por via de sintese.

No nordeste do Brasil sfio encontradas
diversas espécies de Cladoniaceae, entre elas,
Cladonia substellata, C. salzmannii e Cladia
aggregata, cujos constituintes podem contribuir para
quimica de produtos naturais, possibilitando o estudo
de novos farmacos.

Portanto este trabalho objetivou avaliar a
citotoxidade do é4cido barbitico extraido de C.
aggregata frente a linhagens de células cancerigenas.

Experimental

Isolamento e purificagdo do dcido barbdtico (BAR): o
4cido barbédtico foi isolado e purificado a partir do
extrato etéreo de acordo com Asahina & Shibata
(1954), modificado por Pereira (1998)

Atividade citotéxica:os testes de citotoxidade foram
realizados com células das linhagens HEp-2
(adenocarcinoma de laringe). NCI-H292 (carcinoma
epiderméide de laringe) e KB (carcinoma
epidermoide  nasofaringeo),  provenientes  do
Laboratério de Cultura de Células do Departamento
de Antibidticos da Universidade Federal de
Pernambuco. As suspensdes celulares (107
células/mL) foram distribuidas em placas de cultura
com 96 pogos (220 pL/ pogo). As placas foram
incubadas a 37° C em estufa (Sedas, Mildo-Itaha),
com atmosfera imida enriquecida com 5% de COa
Apés 24 h de incubagio foram adicionados
22ul/pogo do BAR diluidos em DMSO, nas
concentragdes finais de 20; 10; 5 e 2,5ug/mL. Apds
72h do tratamento, os efeitos citotoxicos das amostras
teste foram avaliados pelo método colonimétrico de
MTT (3-|4,5-dimetiltiazol-2,5-difeniltetrazolio)
(MASSON, 1956). A viabilidade celular foi
determinada utilizando o corante vital Azul de Tripan
(Merck) 0,4%. Os resultados foram avaliados pela
determinagiio da inibigdo celular em relagiio ao
controle, que permite verificar a percentagem de
células vivas e mortas (GERAN et al.. 1972).

57



Martins, M. C. B. Aividade antimicrobiana e citotoxica de extratos orgdnicos e dcido barbdtico purificado de C.aggr.

58

Resultados ¢ Discussiio

A tabela. 1 apresenta o percentual de
inibigio do écido barbatico frente as linhagens
celulares, com 49% de inibigiio para Hep-2; 42% para
NCI-H292 ¢ 43% para KB, a uma concentragio de
2 5pg/mi..

Tub. 1 Percentunis de inibicio do scide birbitico de C. aggregata
frente a linhagens de colulus cancerigenas in vifre: :

Cone. pgimL
Linhagem celular % de inibicio
20§ 1o 8 12,8
Hep-2
(Adenocarcinoma 61! 66 | 54 | 49
de laringe) > if
NCI-H 292
{carcinoma :
epidermbide de | 63 | 61,1 | 36 | 42
laringe) :
KB
(Carcinoma '
epidermoide 7.7 |83 4 .
nasofaringeo)

Outras espécies de Cladoniacese (Cladonia
substellata, C. crispatula e Cladina  dendroides)
ocorrentes em solos arenosos de tabuleiros (cerrado,
Estado da Parafba — Brasil), também foram testadas
contra  adenocarcinomas, observando-se  maior
eficacia dos extratos de C. substeflota, afribuida a
presenca dos dcidos usnico e estitico neste liquen. Os
extratos orginicos de C. substellata na concentragio
de 50pg/mL frente aos adenccarcinomas prostatico
(PC3) ¢ mamdric (MDA — MB 231) apresenfaram
inibicio acima de 80% e para leucemia (P388 e
1.1210) scima de 90% (LIMA et al., 1992). :

‘Estes autores também verificaram a
atividade de liquens coletados em Alhandra ¢ Santa
Rita (Paraiba) e, notadamente a C. substellata e C.
verticillaris, nibiram 80% o sarcoma ~ 180, além de
inibirem, respectivamente, em 73% e 64% o
carcinoma de Ehrlich. A atividade foi atribuida aos
gcidos Yisnico, fumarprotocetririco € attanoring
presente nestas espécies (LIMA et al., 1990). Santos
et al. (2003) também trabalharam com sarcoma - 180
e, o #cido usmico desta vez sob a forma
nancencapsulada demonstrou ndo s6 a redugdo do
tumor, como também uma considerdvel dimimuigéo
de acdes toxicas so nivel dos hepatécitos quando
comparado com sua forma livre.

O écido barbético presente em C. aggregata

 apresenta citotoxidade frente as linhagens das células

cancerigenas testadas.
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ACTA
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ISSN 1677-941X online versionINSTRUCTIONS TO AUTHORS

e Scope
e Preparation of manuscripts

Scope

The Acta Botanica Brasilica, publishes in Portuguese, Spanish and English, original
papers, short communication and abstracts of dissertations and thesis in Botany.

Preparation of manuscripts

The articles should be concise with at the most 30 typed pages (equivalent to 15 printed
pages) including illustrations and tables. Four copies of the paper should also be included with the
3.5" diskette, for revision by the Editorial board. Their format must be in Times New Roman, size 12,
1.5 spacing between lines on letter sized paper, with all margins 1.5 cm, using the Wordprocessing
package Microsoft Word for Windows, version 6 or above. All pages should be numbered
consecutively. Longer papers might be accepted but the extra-cost should be sponsored by the
authors.

Latin or Greek words in the title or text, such us in vivo, in vitro, in loco, et al., should be in italics.
The title should be written in capital letters and centralized.

The names of the authors should have the first letter only capitalized, below the title, and justified to the
right. References to footnotes should be in Arabic numerals, after the authors names, indicating the
complete address and data and information about the work (part of a thesis, congress presentation, etc.),
where necessary, after the title. The footnote should be separated from the main text by a horizontal line.

The manuscript format should contain:

- RESUMO and ABSTRACT (Use capitalized letters and bold for these subtitles): It should occupy a
single paragraph with about 200 words, followed by up to five keywords. It should be a concise summary
in Portugese, of the objectives, material and methods, results and conclusions. One should not cite
bibliographic references, or information not found in the manuscript. A short title should come before the
summary. The same rules apply to the abstract, written in English and followed by the keywords. The
English abstract is obligatory and should follow the same rules.
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- Introduction: It should have the first letter only capitalized, in bold, justified to the left and give a clear
and concise view of: a) revision of studies relevant to the objective of the work; b) issues that lead the
author to conduct the research; c) objectives.

- Material and Methods: It should have the first letter only capitalized, in bold, justified to the left and
should contain brief descriptions of the work, enough to permit the research to be repeated, and any
techniques published should be cited and not described.

- Results and discussion: It should have the first letter only capitalized, in bold, justified to the left and
could contain tables and figures (charts, photographs, drawings, maps and illustrations) only when
essentially needed to understand the text. Depending on the work, results and discussion can be joined or
presented separately.

Tables and Figures should be numbered in independent series, in Arabic numerals placed at the bottom
right and should be presented on separate sheets at the end of the text (original plus three copies). The
Figures should be no more than twice the size that in press. The area available for them, including the
legend is 15 cm wide and 21 cm high. They could be drawn in Indian ink or from a Windows program ,
with a scale placed at the left side of the figure. Botanical illustrations should be draw in Indian ink on
tracing paper or cardboard.

Numbers and letters should be sufficiently large to be easily legible when reduced. Letters should be
placed below and to the right of the drawing.

Photographs should be on glossy black and white paper. Color photos can be accepted by the Editorial
Board but the authors should sponsor the costs.

Tables and Figures must be referred to in the text in abbreviated form (singular) with the initial letter in
capitals (Fig., Tab.).

Abbreviations and symbols, when used for the first time, should be proceeded by their meaning in full. eg:
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE); Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

Measures should be abbreviated. eg: 11 cm; 2,4 um.

Only numbers from one to ten should be written in full unless it is a unit of measure or is in combination
with other numbers. eg.: four trees; 2,0 mm; 1-4um; 125 vouchers.

For taxonomic and flora work only the botanical vouchers examined which are representative of the taxon
in question should be cited in the following order:

COUNTRY (capitalized and bold), state (bold), municipality, date (the month in roman numerals),
phenology (where possible), collectors name and number (italics), and the herbarium code. Eg: BRASIL,
Sao Paulo: Santo André, 03/X1/1997, fl. fr., Milanez 435 (SP).

In the case of more than 3 collectors cite the first followed by et al. Ex: Silva et al.

Character keys should be indented and the author names of the taxa should not appear. The taxa in the
keys when cited in the text, should be numbered in alphabetic order. Example:
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1. Terrestrial plants

2. Folhas orbiculares, mais de 10cm diam .... 4. S. orbicularis

2. Folhas sagitadas, menos de 8cm compr. ...... 6. S. sagittalis

1. Aquatic plants

3. Nervuras paralelas

4. Flores brancas ..........cceceeeeeveeeneeeceennneenne 1. S. albicans

4. FlOTES TOXAS ..vvveeeevreeeeirreeeiereeeeireeeeeenens 5. S. purpurea

3. Nervuras furcadas

5. Frutos oblongos ..........cccecueevveenieenieennnen. 2. S. furcata

5. Frutos esféricos .........cccevveenueinicrnncennnen. 3. S. nanuzae

The taxonomic treatment should use italics and bold together only for valid names. Basonymes and
synonymes should be in italics only. Authors of the scientific names should be abbreviated, according to
the current taxonomic list of the group (eg. Brummit & Powell, 1992, for plant names).

1. Sepulveda albicans L., Sp. pl. 2: 25. 1753.

Pertencia albicans Sw., Fl. bras. 4: 37,t. 23, f. 5. 1870.

Cabralia zeleyensis Anisio, Hoehnea 33(2): 65. 1995.

Fig. 1-12.

Subtitles within Materials and Methods and Results should be written with the initial letter in capitals,
followed by a dash and the text in the same line. Eg. Study area - localized....

Results and discussion should include the conclusions.
- Acknowledgements (with the initial letter in capitals, bold, and left justified): should be succinct.
- Bibliographic references

- Within the text: first author, then date. eg. Silva (1997), Silva & Santos (1997), Silva et al. (1997) or
Silva (1993;1995), Santos (1995;1997) or Silva 1975;Santos 1996; Oliveira 1997).

- At the end of the article: the initial letter in capitals, and left justified; in alphabetical and chronological
order of the authors; the names of the journals and book titles should be written in bold and in full.
Examples:
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Silva (1997), Silva & Santos (1997), Silva et al. (1997) ou Silva (1993; 1995), Santos (1995; 1997) ou
(Silva 1975; Santos 1996; Oliveira 1997).

- ao final do artigo: em caixa alta e baixa, deslocado para a esquerda; seguir ordem alfabética e
cronoldgica de autor(es); nomes dos periddicos e titulos de livros devem ser grafados por extenso e em

negrito. Exemplos:

Santos, J. 1995. Estudos anatdmicos em Juncaceae. Pp. 5-22. In: Anais do XXVIII Congresso Nacional
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Silva, A. & Santos, J. 1997. Rubiaceae. Pp. 27-55. In: F. C. Hoehne (Ed.). Flora Brasilica. Secretaria da
Agricultura do Estado de Sao Paulo, Sao Paulo.

Congress summaries will not be accepted as bibliographic references. Citations of dissertations and theses
should be avoided where possible.

For more details consult the most recent volumes of the journal or the internet link www.botanica.org.br.
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