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RESUMO

Os liquens produzem varias substancias antibidticas dentre elas o
acido usnico, cuja atividade antimicrobiana fora demonstrada sobre varios
microrganismos, principalmente bactérias Gram-positivas. Com a finalidade de
avaliar esta atividade antimicrobiana o acido usnico foi extraido da Cladonia
substellata Vainio, purificado e caracterizado, testado frente a isolados clinicos
de Staphylococcus aureus. A atividade antimicrobiana do &cido usnico foi
determinada pela Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) através do método de
difusdo em meio solido sobre dez cepas de S. aureus isolados de espécimes
humanas e uma de colecdo. Neste estudo também foram determinadas as
CMIs para o acido usnico padrdo, e para a sua forma nanoencapsulada. A
partir de solu¢gdes padronizadas dos acidos ushicos a 500ug/ml foram
realizadas diluicdes seriadas de modo a obter no final placas contendo a
substancia teste em concentragbes de 50 a 7ug/ml, onde o indculo
padronizado (102 UFC/ml) foi semeado. Todas as formas do acido Usnico
mostraram-se ativas frente as cepas de S. aureus testadas. As CMlIs situaram-
se entre 50 pg/ml e <7 pg/ml, e foram dependentes da forma do acido usnico,
e das cepas utilizadas. O acido usnico na sua forma nanoencapsulada teve
uma diminuicdo na atividade antimicrobiana inferior quando comparada ao

acido usnico purificado de C. substellata e o acido usnico padrao.

vii
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1. INTRODUGCAO

1.1. Os liquens

Os liquens sao originados a partir da associagdo simbidtica entre
uma ou mais algas e um fungo, resultando na formagdo de um talo de
estrutura especifica, com caracteristicas morfolégicas peculiares que os
distinguem das formas que lhes deram origem (Hale, 1983; Carrazoni, 1983;
Hill, 1984; Nash, 1996).

As espécies liquénicas tém talos de formas bastante definidas
(Figura 1). Estes podem ser crustosos (ex: Chiodecton, Graphis, Lecanora);
folhosos (ex: Collema, Lobaria, Parmelia); e fruticulosos (ex: Cladonia,
Ramalina, Usnea). O talo do liquen pode ainda apresentar-se de formas e

cores variadas, dependendo da espécie e das substancias que o compde

(Thomson, 1967; Seaward, 1977; Alexopoulos & Mims, 1996).

Figura 01. Tipos de talos: a) crustosos; b) fruticulosos e c) folhosos.
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Os liquens sao seres de dificil posicionamento dentro dos sistemas
de classificacdo dos seres vivos, uma vez que sao constituidos por dois
organismos de reinos diferentes, um clorofilado, o fitobionte, e outro
aclorofilado, o micobionte. Mesmo com esta constituicdo, sua definicdo
taxondémica leva em consideragao o fungo liquénico, obedecendo ao Cdadigo
Internacional de Nomenclatura Botanica (Alexopoulos et al., 1996).

O sistema de classsificagao proposto por Margulis & Schwartz, em
1982, posiciona os liquens com base na sua evolugao celular e filogenética,
dentro do reino Fungi, sendo classsificados como Mycophycophyta. O
componente alga pertence quase sempre as divisbes Chlorophyta e
Cyanophyta, enquanto os fungos s&o, na maioria, Ascomycotina e
Basidiomycotina, (Alexopoulos & Mims, 1996).

Devido a grande capacidade de adaptagdo as adversidades, os
liquens sao bastante versateis adaptando-se a diferentes substratos sendo,
portanto, considerados cosmopolitas, distribuindo-se dos tropicos aos polos,
existindo espécies polares, bipolares, e outras de ampla distribuicao
biogeografica. Como substrato os liquens habitam desde rochas dos mais
diversos tipos, a madeira queimada ou em decomposigao, troncos vivos,
folhas, solo, musgos, vidros, dentre outros (Seaward,1977).

A interacao do liqguen com o meio ambiente depende, sobremaneira,
do microclima da area e da pureza do ar, visto que a umidade atmosférica é
fator crucial para sua sobrevivéncia. Quanto mais umido for o ambiente,
mais gelatinoso e, as vezes, mais colorido, sera o liquen; a medida que a
umidade diminui, ele se torna quebradico. Assim sendo, sua interacdo

ecolégica com os diversos seres vivos vai desde os mamiferos aos
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passaros, anfibios e invertebrados aquaticos ou terrestres (Guzman et al.,
1984; Legaz et al., 1986).

A sensibilidade dos liquens a poluicdo atmosférica pode ser
comprovada pelo desaparecimento de espécies menos resistentes em
areas com elevado nivel de poluicdo. Estudos realizados no Parque
Zoobotéanico do Museu Paraense Emilio Goeldi, em Belém-PA, relacionaram
a auséncia de liquens com o fluxo de veiculos nas proximidades da area.
Os pontos mais afetados pela poluicdo atmosférica foram determinados
através do método do indice de pureza atmosférica, e da analise de
pigmentos fotossintetizantes extraidos do talo de Cladonia substellata
transplantada para a area em estudo (Ribeiro, 1999).

A notavel resisténcia dos liquens as situagdes de estresse
ambiental se deve a protecdo do cértex superior (camadas de hifas do
fungo), associada a cristalizagado das substancias liquénicas no talo, tanto o
nivel cortical como medular (Figura 2). Por isso, funcionam, por vezes, como
um filtro, selecionando quantidades e tipos de radiacbes recebidas, ou
permanecendo em laténcia durante periodos onde a temperatura e a

luminosidade nao o permitem fotossintetizar (Hale, 1983).
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Figura 2. Modelo esquematico da anatomia de um talo liquénico.

A - Alga; B - Hifas medulares; C — hifas corticais.

Os liquens produzem substancias com propriedades antibidticas
que podem variar qualitativamente e quantitativamente em uma mesma
espécie, dependendo das condicbes ambientais. Segundo Hale, (1983),
variagcbes de temperatura, umidade e luminosidade podem interferir na
atividade fisiologica dos liquens, afetando, por conseguinte, a sintese de

seus metabodlitos.
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1.2 Substancias liquénicas

O estudo quimico dos liquens foi iniciado no século XIX com os
pesquisadores alemaes Zopf (1907), Hesse (1912) apud Pereira 1996.
Esses estudos continuaram no sentido de desenvolver métodos mais
simples e especificos de extragao, purificagao e identificacdo de substancias
liquénica, bem como técnicas cromatograficas especificas (Asahina &
Shibata, 1954; Legaz & Vicente, 1983).

Os liquens produzem um grande numero de substancias, intra e
extracelulares. Os produtos intracelulares sdo os carboidratos, vitaminas,
aminoacidos e proteinas, que estdo ligados a parede celular e aos
protoplastos, sendo frequentemente soluveis em agua. A maioria destes
compostos nao é especifica dos liquens, podendo ocorrer em fungos e
algas de vida livre, bem como em plantas superiores (Hale, 1983; Nash,
1996). Os produtos extracelulares sdo resultantes do metabolismo
secundario dos liquens, podendo ser corticais ou medulares. A maioria é de
natureza fendlica, insoluvel em agua. Estas substancias sé ocorrem nos
liguens e a elas se credita a utilidade econdmica desses seres (Hale, 1983).

Os liquens produzem metabdlitos secundarios que nao sao
produzidos por plantas. Muitos deles s&o indubitavelmente advindos
primariamente dos fungos, tendo como fonte de carbono, os carboidratos
fornecidos pela alga. Entretanto tém-se sugerido que a alga pode participar
no estagio terminal da sintese de alguns dos produtos caracteristicos de
liguens (Mosbach & Jakobson, 1968 apud Culberson, 1969).

Dentre as substancias liquénicas conhecidas, as mais importantes

incluem depsideos, depsidonas e dibenzofuranos (Huneck & Yoshimura,
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1996). Mais de 630 metabdlitos secundarios de liquens sdo conhecidos. A
maioria € produzida unicamente pelos liquens e, uma pequena minoria, em
torno de 50 a 60, é produzida por fungos de vida livre e plantas superiores.
Os depsideos, depsidonas, dibenzenofuranos, acidos usnicos e a depsona
acido picroliquénico sao derivados de fendlicos encontrados exclusivamente
em liquens. O acido usnico é considerado um dos mais importantes
metabdlitos liquénicos biologicamente ativos, podendo representar mais de
50% do talo seco do liquen (Mitchel, 1965).

A peculiaridade das substancias liquénicas tem estimulado muitas
especulagdes sobre seus papéis fisiologicos. Ha milénios estas substancias
tém demostrado propriedades antibidticas, farmacolégicas, imunoldgicas,
antigerminativas e antineoplasicas (Hale, 1983; Lauterwein, 1995; Nash,
1996; Pereira et al., 1997; Cocchietto et al., 2002).

Yano (1994) verificou a agcdo de extratos brutos e substancias
isoladas de Cladonia substellata e de C. verticillaris, sobre a germinagao e
crescimento de Allium cepa, constatando que 0os mesmos nao exerciam
influéncia no percentual de germinagdo. Entretanto, os extratos obtidos de
C. substellata inibiram o crescimento da plantula, enquanto os de C.
verticillaris estimularam tal crescimento. Este comportamento foi atribuido
ao acido usnico e ao acido fumarprotocetrarico, abundantes,
respectivamente, em C. substellata e C. verticillaris, uma vez que quando
testados isoladamente apresentaram respostas semelhantes as dos
extratos brutos.

As substancias liquénicas apresentam também acao eficiente contra

inimeras enfermidades, o que vem sendo comprovada ha varias décadas
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por pesquisadores como Harksworth & Hill, (1984). Alguns medicamentos

sao elaborados a partir dessas substancias.

1.3. Atividade antimicrobiana

As primeiras pesquisas que relataram a atividade antimicrobiana de
substancias liquénicas foram desenvolvidas por Burkholder et al., (1944).
Estes trabalhos foram seguidos de varios outros que demostraram,
resultados interessantes. Verificou-se, por exemplo, que os extratos brutos
de varias espécies de liguens eram ativos ndo somente contra bactérias
Gram-positivas, como também contra bactérias alcool-acido-resistentes,
como Mycobacterium bovins, M. avium, e M. tuberculosis hominis o bacilo
da tuberculose (Capriotti, 1961; Maia, et al., 2002).

Bustinza (1951) isolou o acido usnico, seus isémeros e derivados,
atribuindo a este composto liquénico alta eficacia contra microrganismos,
notadamente as bactérias Gram-positivas. Esta substancia tem um amplo
espectro de agao, sendo todos os seus isbmeros opticos ativos. Tanto a
forma D quanto a forma L detém o crescimento de diferentes grupos de
bactérias.

O crescimento de Neurospora crassa foi fortemente inibido pelo
acido usnico, da mesma forma que o acido hematébmico, um derivado
fendlico monociclico de alguns depsideos liquénicos (Hale, 1974).

Ingolfsdottir e colaboradores (1997) demonstraram o poder inibidor
do extrato bruto de Cetraria islandica sobre Helicobacter pylori e
identificaram o acido protoliquesterinico como componente ativo deste

extrato.
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Os liquens tém uma taxa de crescimento baixa (Hill, 1984) e a
producdo de antimicrobianos a partir de tais seres exigiria quantidades
relativamente grandes de material biolégico. Desta forma, a producgado de
metabdlitos liquénicos, sem a destruicdo de biomassa, torna-se importante
para propositos farmacéuticos. Para contornar este problema, técnicas de
imobilizacdo celular vém sendo desenvolvidas com éxito para diversas
espécies de liquens (Vicente et al., 1995, Pereira et al., 1997).

Algumas substancias liquénicas com atividade biolégica foram
também identificadas de liquens coletados no sul da Espanha. A estrutura
de todos os compostos foi elucidada por métodos fisicos e quimicos. Os
melhores resultados foram observados em liquens contendo acido usnico
frente a bactérias Gram-positivas (Garcia et al.,1999).

Perry e colaboradores (1999) analizaram 69 espécies de liquens
coletados na Nova Zelandia, quanto a atividade antimicrobiana, antiviral e
citotoxica concluindo que extratos ativos geralmente eram de espécies
conhecidas que continham componentes fendlicos. Trabalhos direcionados
com a bioatividade com Cladia retipora, Pseudocyphellaria glabra e P.
homoeophylla conduziram para a identificagdo do acido usnico, como sendo
o principal componente antimicrobiano, antiviral e citotoxico nestas trés
especies.

A histéria dos antibidticos €, portanto, dindmica, caracterizada pelo
aparecimento constante de novos desafios, acompanhados de investigagcéao

cientifica e descoberta de novos compostos mais eficazes.
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1.4. Acido asnico

O acido usnico (Figura 03) caracteriza-se por ser uma substancia de
baixa solubilidade em agua. Sua estrutura quimica consta de uma unidade
aromatica dihidroxilada, de caracter fendlico uma fungcédo cetbnica e um
grupo metila todos ligado ao anel A. O anel B ciclico de seis carbonos com
insaturagdo, contém um grupamento metila e trés grupos cetbnicos. O
carater hidréfobo da substancia é devido aos quatro grupos cetdnicos e ao
anel furano unindo os anéis A e B. Seus cristais, de coloracdo amarela
caracteristica, variam de forma de acordo com o solvente utilizado na
recristalizacdo. O acido usnico ocorre na natureza nas formas D e L, e o
ponto de fusdo dos seus cristais € por volta de 203° C. Entretanto na forma

DL-usnico, seu ponto de fusdo baixa para 194° C (Asahina & Shibata, 1954).

Figura 3: Estrutura quimica do acido usnico.

O 4acido usnico, considerado um dos mais importantes agentes
liquénicos tuberculostaticos, sua associacdo medicamentosa com a
estreptomicina foi favoravel no combate a tuberculose in vivo (Vartia &
Tervila, 1952). Patiala & Patiala (1954), demostraram em numerosos testes

in vitro e in vivo, que o acido usnico possui um efeito bacteriostatico contra o
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bacilo da tuberculose, além de ser o provavel responsavel pela diminuigao
e, em certos casos, até o desaparecimento de determinados sintomas, de
pacientes humanos com tuberculose, tratados com esta substancia.

O &cido usnico, isolado de Ramalina reticulata inibiu o crescimento
de varias espécies de Staphylococcus, Streptococcus e Mycobacterium
(Shibata & Miura, 1948 apud Bustinza, 1951). Posteriormente foram obtidos
resultados satisfatérios com as mesmas bactérias (Kortenkangas & Virtane,
1956), além de fungos e outras bactérias (Inoue & lwaida, 1980; Cocchietto
et al., 2002).

Trabalhos realizados por Lauterwein et al. (1995) e Ribeiro et al.
(2002), indicam que os acidos usnico e vulpinico sao ativos contra algumas
espécies de bactérias Gram-positivas e fungos, porém ndo apresentam
efeitos contra as Gram-negativas. Estes resultados estdo de acordo com os
reportados por Hale (1983), que retratam a ineficacia do acido usnico e
protoliquesterinico contra bactérias Gram-negativas, como Escherichia,
Salmonella e Shigella.

A Cladonia substellata Vainio mostra uma elevada concentragao de
acido usnico e pequenas quantidades de acido estitico, criptoestitico e
constitico. Em algumas espécies brasileiras podem ser encontrados os
acidos nortistico e conortistico (Ahti et al., 1993). A C. substellata, pertence
a secao Unciales, possui 98,1% de acido usnico (Ahti, et al, 1993),
substancia liquénica das mais estudadas, com atividade biolégica bastante
diversificada (Nash, 1996).

Pereira e colaboradores (1996) atribuiram ao acido usnico, isolado

de Cladonia substellata, a capacidade de inibir o crescimento de B. subtilis e

10
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Mycobacterium smegmatis. Os extratos de C. substellata demostraram
maior eficacia frente a estes microrganismos que os de C. corallifera,
provavelmente por apresentarem maior teor de acido usnico, composto

comprovadamente ativo contra microrganismos (Pereira et al., 1996)

1.5. Nanocapsulas
1.5.1 Definicao

Um medicamento administrado, seja por via extravascular ou
intravascular, sofre trés processos organicos indispensaveis ao éxito
terapéutico: absorgao, distribuigcdo e eliminacédo (Puisieux & Roblot Treupel,
1989). Na etapa de absorgdo, as moléculas do farmaco sao liberadas da
forma medicamentosa, podendo atingir diretamente a corrente sanglinea ou
sofrerem metabolizacdo enzimatica prévia a nivel hepatico. Na corrente
circulatéria, as moléculas do medicamento sao distribuidas tanto & nivel do
sitio de acdo desejado (receptores especificos), como igualmente nos
diferentes tecidos do organismo. Decorrida a etapa de distribuicdo, com
obtencdo de uma resposta satisfatoriamente completa ou ndo, as moléculas
sdo eliminadas do organismo seja na sua integra ou apos biotransformacao.

Na literatura sdo citados dois tipos de nanoparticulas: as
nanoesferas e as nanocapsulas. As nanoesferas exibem formato esférico e
sao constituidas por uma rede polimérica densa envolvendo toda a estrutura
das particulas. As nanocapsulas sao vesiculas soélidas que apresentam uma
cavidade interna oca, geralmente de natureza oleosa, estabilizada por um
filme interfacial de agentes tensioativos e revestida superficialmente por

uma parede polimérica pouco espessa. A parede pode ser obtida pela

11
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polimerizagdo interna de um ou mais mondmeros ou por deposi¢cao
superficial de um polimero pré-formado. Esta parede é responsavel pela
estabilidade da particula em meio coloidal e controle da liberagcdo do
farmaco. Este pode ser incorporado diretamente na cavidade oleosa interna,
pode ser retido na parede polimérica, ou ser adsorvido na superficie das
nanocapsulas (Pereira, 1996).

Nanoparticulas sao vetores de farmacos que se apresentam na
forma de particulas esféricas menores que 1um. O suporte nanoparticulado
€ obtido pela utilizacdo de macromoléculas que definem a estrutura interna
da particula (Benoit et al., 1986).

O interesse no desenvolvimento de sistemas de liberacdo de
farmacos preparados com polimeros biodegradaveis vém aumentando nos
ultimos anos, devido a possibilidade de os utilizarmos na fabricacdo de
carreadores coloidais e assim promovermos uma liberacdo controlada e um
aumento da eficacia do farmaco encapsulado, e a reducédo da toxicidade
apos administragao parenteral (Barratt, 2000).

Carreadores coloidais de farmacos envolvem principalmente
emulsdes submicronicas, lipossomas, complexos lipidicos e nanoparticulas.
Nanoparticulas, sistemas poliméricos solidos nanométricos, € o nome geral
para descrever nanoesferas e nanocapsulas. Nanocapsulas sao sistemas
vesiculares compostos de uma fase oleosa circundada por uma parede
polimérica com surfactantes lipofilico e hydrofilico na interface. Diferentes
polimeros podem ser utilizados na preparacao destas particulas, incluindo
os poli- alquilcianoacrilatos, poli-metilidenos malonato e os poliesteres (poli-
acido lactico, poli-acido glicolicoe poli-e-caprolactona) com seu copolimero,

12
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quem podem ser formadas a partir de um mondmero ou um polimero
préformado (Guterres et al., 1995).

A grande vantagem dos sistemas poliméricos para liberagao
controlada de farmacos reside no fato de que, no processo de complexacao
farmaco-polimero, o farmaco preserva sua atividade farmacolégica, pois a
parte ativa da molécula ndo é alterada quimicamente pelo polimero (Dunn,
1990).

Santos Magalhdes e colaboradores (1995) estudaram a
encapsulacao de clofibride, um hipolipidemiante, em nanocapsulas de PLGA
e observaram um aumento significativo na liberagdo in vitro do farmaco
quando comparado a forma comercial capsula gelatinosa.

Estudo sobre atividade antitumoral demonstrou que a encapsulagao
do acido usnico em nanocapsulas de PLGA promoveu um aumento na
inibicdo do tumor de 66% quando comparada com o &cido usnico livre

(Santos et al., submetted, 2002).

2. JUSTIFICATIVA

A terapia antimicrobiana, bastante utilizada a partir da década de
40, iniciou-se com a producado de compostos quimicos para o tratamento
das doencas infecciosas em humanos. Atualmente, o uso dos
antimicrobianos € amplo, entretanto, estes farmacos sao empregados de
forma abusiva e inadequada, induzindo o aparecimento de microrganismos
resistentes.

Desta maneira, € necessario o0 emprego racional e a pesquisa de

novos farmacos principalmente os de origem natural, que sejam capazes de

13
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inibir microrganismos patogénicos resistentes a substancias comercialmente
utilizadas, além de causar pouco ou nenhum efeito colateral.

Este estudo contribuira para obter uma forma farmacéutica de nova
geracgao, nanocapsulas, contendo acido usnico, e cuja futura aplicagao sera
direcionada para o tratamento de infecgées microbianas.

3. OBJETIVOS
3.1. Geral

Avaliar a atividade antiestafilocdcica do acido usnico isolado de
Cladonia substellata contra cepas resistentes de Staphylococcus aureus
comparando com a atividade do acido Usnico encapsulado em

nanocapsulas de PLGA, (copolimero, acido, d |, latico co-glicolico).

3.2. Especificos

Determinar a concentragcdo minima inibitoria (CMI) do acido usnico
isolado e purificado de Cladonia substellata, nas formas livre (em solugao) e
encapsulado em nanocapsulas de PLGA, contra diferentes isolados clinicos
de Staphylococcus aureus tendo referéncia o Staphylococcus aureus ATCC
6538.

Identificar a forma do acido usnico com maior atividade antibiotica,

bem como as cepas de S. aureus mais sensiveis.
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RESUMO

Os liquens produzem varias substancias antibioticas dentre elas o acido
usnico, cuja atividade antimicrobiana fora demonstrada sobre varios
microrganismos principalmente bactérias Gram-positivas e bacilos alcool-
acido-resistentes. Com a finalidade de avaliar esta atividade antimicrobiana,

o acido usnico foi extraido da Cladonia substellata Vainio purificado,
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caracterizado e testado frente a isolados clinicos de Staphylococcus aureus.
A atividade antiestafilocécica do acido usnico foi determinada pela
Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) através do método de difusdo em
meio solido sobre dez cepas de Staphylococcus aureus isolados de
espécimes humanos e uma de colegao ATCC. Neste estudo também foram
determinadas as CMIs para o acido usnico padrao (Merck) e para a sua
forma nanoencapsulada. A partir de solugdes padronizadas em 50ug/ml do
acido usnico, foram realizadas diluicdes seriadas de modo a obter no final
placas contendo concentragbes de 50 a 7ug/ml. Estas placas foram
semeadas com um indculo padronizado de 108UFC/ml dos microrganismos
teste. Todas as formas do acido usnico mostraram-se ativas frente as cepas
de Staphylococcus aureus testados. As concentragdes minimas inibitorias
situaram-se entre 50ug/ml e <7ug/ml, e foram dependentes da forma do

acido usnico, e das cepas de Staphylococccus aureus utilizadas no estudo.

INTRODUGAO

O interesse por novas substéncias antibioticas é amplamente
justificado face a incidéncia cada vez maior da multiresisténcia microbiana
induzida principalmente pelo uso inadequado desses medicamentos.

Metabolitos secundarios e extratos brutos de liquens, principalmente
0 acido usnico, estdo sendo estudados por diversos pesquisadores (Vartia
et al., 1974, Richardson, 1975, 1988, 1991; Rundel 1978; Lawrey 1984,

1986, 1989).
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As primeiras investigagdes acerca da atividade antimicrobiana dos
liguens foram reportadas por Burkholder e colaboradores (1944). Varios
outros pesquisadores estudando extratos brutos de varios géneros de
liguens obtiveram uma atividade direcionada para bactérias Gram-positivas
e bacilos alcool-acido resistentes (Bustinza, 1951; Capriotti, 1961; Xavier-
Filho et al.,1976).

A atividade antimicrobiana do acido usnico foi determinada no inicio
dos anos 50. E dificil comparar estes primeiros resultados com os mais
recentes que utilizam métodos mais sensiveis e padroes de referéncia
(Cochietto et al., 2002). Alguns trabalhos mais recentes confirmaram a
atividade antibidtica do acido usnico contra S. mutans (Glione et al., 1988,
1985; De Paola et al., 1974). Um estudo clinico foi realizado em voluntarios
utilizando o acido usnico por via oral como preventivo na formagao de
placas bacterianas e caries (Grasso et al., 1989). O acido usnico em uma
preparacado contendo sulfato de zinco foi submetido a ensaios clinicos para
tratamento pds-cirurgico de lesbes genitais causadas por infecgdo com o
virus Pappiloma humano — HPV (Scirpa et al., 1999) .

Em estudos pioneiros, Pereira e colaboradores (1991,1996,1997)
detectaram a atividade antimicrobiana de extratos brutos de Cladonia
substellata, C. coralifera e C. crispatula, e relacionou esta atividade a
presenca de acido usnico, o qual fora isolado e caracterizado.

Baseado no potencial antimicrobiano do acido usnico descrito na
literatura, o presente trabalho objetivou a determinagédo da concentragao
minima inibitéria (MIC) do acido usnico isolado de C. substellata e de sua

forma nanocapsulada comparando-a aquela do acido usnico sintético,
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utilizado como padrao.

MATERIAIS E METODOS

Extragao e identificagao do acido usnico

O acido usnico foi isolado e purificado de Cladonia substellata
Vainio coletado por Sheila Ribeiro em vegetacdo de terra firme do tipo
campina em Acara, Campina do Guajara, Para em 1998 e identificado por
Marcelo Marcelli. Uma amostra deste liquen encontra-se depositada no
herbario do Departamento de Botanica da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) sob o n’28292.

Para a extracdo e o isolamento do acido usnico foi utilizada a
metodologia descrita por Asahina & Shibata (1954) modificada por Pereira
(1998). O acido usnico purificado consiste em cristais de coloragao

amarela, cujo rendimento foi de 98% de pureza.

Microrganismos

Para a realizacdo dos testes foram selecionados dez isolados
clinicos de Staphylococcus aureus do Laboratério da Prefeitura Central do
Recife-PE IC 155, 247, 149, 404, 138, 139, 133, 159, 311, 401 e uma cepa
de colegcao (ATCC 6538), cujo perfil de resisténcia apds a realizagado do

antibiograma esta apresentado na tabela 2

Obtengao de nanocapsulas de PLGA contendo acido usnico

Nanocapsulas de copolimero de acido d,l-latico e glicdlico (PLGA
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50/50) contendo acido usnico foram previamente obtidas por Santos e
colaboradores (2002), segundo o método de deposicao interfacial de
polimero pré-formado (Fessi et al., 1989). O principio do método consiste na
deposi¢cdao de um polimero pré-formado biodegradavel, na superficie das
vesiculas por deslocamento para a fase aquosa do solvente semipolar, no
qual o polimero encontra-se inicialmente dissolvido na fase organica.

Os constituintes da fase organica PLGA (Birmingham, USA),
fosfolipidio de soja (Epikuron 200, Lucas Meyer, Alemanha), éleo de girassol
purificado (SIGMA, USA) e o acido usnico purificado foram separadamente
dissolvidos em acetona (50 ml), sendo o Epikuron mantido sob aquecimento
a 40°C durante a solubilizagdo. As solugdes cetdnicas foram, entdo,
misturadas resultando na fase organica final. Esta fase, foi lentamente
introduzida a fase aquosa constituida de tampéao fosfato pH 7,4 (50ml) e do
tensoativo hidrofilico (polaxamer), sob agitagdo magnética moderada (100
rpm) & temperatura de 25° + 1°C. A fase aquosa imediatamente adquiriu um
aspecto branco-leitoso, com reflexo azul-opalescente resultante da
formacao das nanocapsulas.

Durante o processo de formacdo das nanocapsulas a acetona é
rapidamente difundida na fase aquosa, podendo ser removida facilmente
sob presséao reduzida a 40°C. A suspensao coloidal foi concentrada para um
volume final de 10 ml, por evaporagcéo da agua sob as mesmas condi¢des

de evaporagao do solvente organico.

Preparacao das diluigcdoes do acido usnico

O &cido usnico padrao (Merck) e o acido usnico purificado da C.
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Substellata foram pesados e dissolvidos em acetona de forma a obter
solugdes estoque (padrao e teste) de concentragao equivalente a 500 pg/mil.
Uma série de diluigbes utilizando agua destilada esterilizada foi preparada,
cujas concentragdes de acido usnico variaram de 70 a 500 pg/ml.

A suspensao de nanocapsulas contendo acido usnico a 1mg/ml foi
diluida em solucéo esterilizada de tampao fosfato 0,1M (pH 7,4) de modo a
obter suspensdes diluidas em concentragdes que variaram também de 70 a

500 pg/ml.

Determinagao da Concentragao Minima Inibitéria (CMI)

A Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) do &cido usnico foi
determinada pelo método de diluigdo em meio sélido descrito por Courvalin
e colaboradores (1985).

Culturas dos microrganismos teste, incubadas por 18 horas em
meio liquido de Mueller-Hinton, foram diluidas em novo meio de modo a
obter uma turbidez equivalente ao tubo 0,5 da escala de Mac Farland, o que
equivale a 102 UFC/m.

As Placas de Petri foram preparadas pela adicdo de uma parte de
cada uma das diluicbes do acido usnico e 9 partes de meio sélido de
Mueller-Hinton. Placas contendo meio de cultura com acetona na mesma
concentragéo utilizada na preparacao das diluicbes (padréo e teste) foram
incluidas para o controle de uma possivel atividade intrinseca. Apds 72 h de
incubacdo para uma pré-difusdo do acido uUsnico, as placas foram
semeadas com swabs e incubadas por 18 horas a 37°C. A Concentragdo
Minima Inibitoria foi definida como a menor concentragao da droga na qual

29



Duarte, B.R Estudo Comparativo de Atividade Antimicrobiana...

nao foi observado crescimento visivel de microrganismos. Os ensaios de
atividade antimicrobiana foram realizados em duplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados para a CMI do acido usnico padrao, purificado de
Cladonia substelata e encapsulado em nanocapsulas de PLGA estéo
apresentados na tabela 1.

Os dados obtidos mostram que o acido usnico apresentou atividade
sobre todas as cepas de S. aureus testadas, com valores de CMI entre 15 e
30 ug/ml ou inferiores a 7 ug/ml, com exceg¢ao da forma nanocapsulada que
variou de 25 a 50 ug/ml. Os resultados da CMI foram dependentes da cepa
do microrganismo ou da forma do acido usnico utilizada.

As cepas de S. aureus mais sensiveis ao acido usnico padrédo e
purificado foram IC 139, 401, 149, 247 e 133 com valores de CMI variando
de < 7 a 30 ug/ml, sendo que a cepa resistente IC 139 apresentou uma
sensibilidade 50 % superior aquela da cepa padrao ATCC 6538, com
excegao da forma nanoencapsulada do acido usnico.

Os resultados da atividade antimicrobiana do acido usnico purificado
de C. substellata obtidos no presente trabalho corroboram aqueles
anteriormente descritos pelo Grupo de Estudo dos Liquens da UFPE
(Pereira et al., 1999, Ribeiro et al., 2002, Xavier-Filho et al., 1976).

Os resultados aqui obtidos estdo também de acordo com aqueles
reportados por Lauterwein e colaboradores (1995). Esses autores
determinaram valores de CMI de 4 a 16 ug/ml do acido usnico sobre

isolados clinicos S. aureus susceptiveis (MSSA) e resistentes (MRSA) a
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meticilina, utilizando o método de micro-diluicdo em meio liquido.

As cepas mais sensiveis a forma nanoencapsulada do acido usnico
foram S. aureus IC 133 e IC 401 com valores de CMI de 25 ug/ml,
contrariamente a todas as outras cepas estudadas, cujos valores de CMI
foram de 50 pg/ml.

Os valores da CMI para o acido usnico nanoencapsulado foram bem
superior aqueles obtidos com o acido usnico padrao e purificado. Estes
resultados podem ser explicados pelo fato de que in vitro deve ocorrer
inicialmente a difusdo do acido usnico do interior das nanocapsulas para o
meio externo (meio de cultivo) e que somente apds sua liberagdo, o mesmo
pode afetar o crescimento microbiano. Possivelmente, o meio de cultura
solido dificultaria a difusdo do acido usnico a partir das nanocapsulas.

Fontana e colaboradores (1998) relatam a atividade antimicrobiana
de ampicilina encapsulada em nanoparticulas de polietilcianoacrilato, frente
a cepas de colecdo (ATCC) de E. coli, S. aureus, E. faecalis e S.
epidermidis. O método utilizado para determinagao da CMI foi o de micro
diluicdo em meio liquido, sendo obtido resultados de CMI para a forma
nanoencapsulada de ampicilina igual ou inferior aquela da ampicilina em
solucao.

O método de difusdo em meio sélido, utilizando discos de papel
impregnados com 10 pul de nanocapsulas de PLGA contendo penicilina G
benzatina (PenGB) a 1mg/ml, foi utilizado para a determinagéo da atividade
antimicrobiana contra Streptococus pyogenes (Santos-Magalhdes et al.,
2000). Apos 18 h de incubacgdo foram obtidos halos de inibicdo similares

para a PenGB padrdao (em solugdo) e teste (nanoencapsulada). Os
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resultados demonstraram que a PenGB nanoencapsulada inibiu 100% de
crescimento do S. pyogenes.

Recentemente, a atividade antimicrobiana do &acido uUsnico
incorporado em nanocapsulas de PLGA contra Mycobacterium tuberculosis,
foi determinada cuja CMI foi de 30 pug/ml (Santos-Magalhaes et al., 2002).
Esta atividade foi ainda mais pronunciada quando o M. tuberculosis foi
previamente incubado com macrofagos, promovendo uma diminui¢do do
crescimento microbiano de 25% com relacdo a uma solucdo padrdao de
rifampicina (farmaco de referéncia contra o M. tuberculosis).

Em conclusdo, o &acido usnico purificado ou nanoencapsulado
apresentou atividade frente a cepas de Staphylococcus aureus resistentes,
com concentragdes minimas inibitérias entre 50ug/ml e <7ug/ml,
dependentes da forma do acido usnico e das cepas de S. aureus utilizadas

no estudo.
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Tabela 1. Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) do acido usnico de Cladonia
Substellata na forma livre (solugdo) e nanocapsulada frente a cepas

resistentes de Staphylococcus aureus.

MICRORGANISMO CMI pg/ml* ACIDO USNICO
15 Padrao*

S. aureus ATCC 6538 15 Purificado™*
50 Nanoencapsulado***
30 Padrao

S. aureus IC155 30 Purificado
50 Nanoencapsulado
15 Padrao

S. aureus 1C247 15 Purificado
50 Nanoencapsulado
<07 Padrao

S. aureus 1C149 15 Purificado
50 Nanoencapsulado
15 Padrao

S. aureus 1C404 30 Purificado
50 Nanoencapsulado
15 Padrao

S. aureus 1C138 07 Purificado
50 Nanoencapsulado
07 Padrao

S. aureus IC139 07 Purificado
50 Nanoencapsulado
15 Padrao

S. aureus IC133 15 Purificado
25 Nanoencapsulado
15 Padrao

S. aureus IC159 30 Purificado
50 Nanoencapsulado
30 Padrao

S. aureus IC311 30 Purificado
50 Nanoencapsulado
15 Padrao

S. aureus 1C401 <07 Purificado
25 Nanoencapsulado

* Acido Usnico (merck); ** Acido usnico purificado de C. substellata; ***Acido

Usnico purificado de C. substellata encapsulado em nanocapsulas de PLGA.
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Tabela 2. Origem das cepas de Staphylococcus aureus isolados de varios

especimes humanos e seu perfil de resisténcia aos varios antibiéticos.

Microrganismos

Origem dos espécimes

Resisténcia a:

S. aureus 133

Secregédo vaginal

Eritromicina, sulfa,ampicilina,

amicacina , cloranfenicol

S. aureus 138

Secregdo vaginal

Eritromicina, sulfa,ampicilina,
amicacina , cloranfenicol,

cefalotina

S. aureus 139

Leséao de pele

Eritromicina, sulfa,ampicilina,
rifampicina, cloranfenicol,

cefalotina

S. aureus 149

Secregao vaginal

Eritromicina, sulfa,ampicilina,

amicacina , cloranfenicol,

S. aureus 155

Secregdo vaginal

Eritromicina, sulfa, cefalotina

gentamicina , cloranfenicol,

S. aureus 159

Secregdo vaginal

Eritromicina, sulfa,ampicilina,

amicacina , cloranfenicol

S. aureus 247

Lesdes das fossas nasais

Eritromicina, sulfa,ampicilina,

cloranfenicol

S. aureus 311

Leséo na pele ( dedo)

Amicacina, penicilina ,
cloranfenicol, getamicina ,

sulfa

S. aureus 401

Secregao da orofaringe

Eritromicina, sulfa,ampicilina,
getamicina, rifampicina

cloranfenicol

S. aureus 404

Secregao da orofaringe

Eritromicina, sulfa,ampicilina,

gentamicina, rifampicina

cloranfenicol
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6. CONCLUSOES

A analise dos resultados da atividade antimicrobiana de acido
usnico extraido e purificado de C. substellata na sua forma livre em solugao
ou nanocapsulado em nanocapsulas de PLGA comparado com o acido
usnico padréo (sintético), sobre cepas resistentes de S. aureus obtidos de
isolados clinicos de espécimes humanos, permite elaborar as seguintes
conclusbes:

= O acido usnico apresentou atividade antimicrobiana com CMIs
variando de < 7 a 30 pg/ml dependendo da sensibilidade da cepa de
S. aureus utilizada no ensaio.

= A forma nanoencapsulada do acido usnico apresentou CMI superior
aquela da forma livre variando de 25 a 50 pg/ml. O tempo de
incubacado de 72h provavelmente seja insuficiente para a liberacao
completa do acido usnico a partir das nanocapsulas de PLGA; o que
justificaria uma CMI alta.

= Os resultados obtidos neste estudo foram coerentes com aqueles
descritos na literatura para o acido usnico obtido de diferentes
espécies de liquens, considerando a variabilidade dependente dos

microrganismos e condigdes dos ensaios da atividade antimicrobiana.
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