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RESUMO

Os microrganismos patdgenos vém desenvolvendo resisténcia aos medicamentos disponiveis
para o tratamento de diferentes infec¢des, 0 que tem sido uma constante preocupacao entre 0s
médicos. Por esta razdo, as pesquisas em busca de novos compostos quimicos com atividade
antimicrobiana tem sido crescente. Neste sentido, os liquens se mostram como uma excelente
fonte de compostos bioativos com diversos relatos ja descritos na literatura. Portanto, este
estudo teve como objetivo avaliar a atividade antibacteriana e antiviral de extratos de
Ramalina aspera; e do &cido divaricatico purificado, seu composto majoritario, em
sinergismo com outras drogas. O extrato etéreo, cloroférmio e acetébnico foram obtidos
utilizando 35 g de liquen, seco em temperatura ambiente e mantidos em dessecador. O &cido
divaricatico purificado (ACDP) obtido de R. aspera foi isolado a partir do extrato etéreo e
identificado através de cromatografia em camada delgada, sendo sua estrutura quimica

confirmada através de RMN Hl, RMN C13 ¢ infravermelho. Os ensaios antimicrobianos
foram realizados através do teste de difusdo em meio solido, utilizando os extratos organicos
frente as bactérias Bacilus subtillis, Klebsiella pneumoniae, Salmonella enteridis,
Micrococcus luteus e Staphylococcus aureus. Com o extrato etéreo e ACDP foram realizados
testes deCMI com S. aureus (cepas padrdo UFPEDA 01 e 10 linhagens de isolados clinicos de
oxacilina- resistente/ORSA) e Enterococcus faecalis (cepas padrdo UFPEDA 138 e 5
linhagens de isolados clinicos). Para os testes de sinergismo verificou-se a acdo do ACDP em
associacdo com o0s antibioticos oxacilina, eritromicina, levofloxacino, e clindamicina nas
propor¢des 7:3 (v/v) e 5:5 (v/v), onde totalizou uma concentracdo inicial de 128 pg/mL. Em
adicdo foi verificado também a atividade antiviral do acido divaricitico sobre os virus
Influenza HIN1 e sarampo. Os testes de difusdo em meio solido mostraram que o extrato
etéreo foi 0 mais ativo frente as bactérias: B. subtillis (25 mm), S. aureus (17 mm), enquanto o
extrato acetbnico foi mais ativo para K. pneumoniae (9 mm), o extrato cloroférmico nédo
apresentou resultados significativos. Os valores de CMI do extrato etéreo foram de 40
pg/mL(B. subtillis) e de 320pg/mL (S. aureus), enquanto que a CMI do ACDP a 32 pg/mL
para 0s ORSA UFPEDA 728e UFPEDA 726, e uma CMI de 8 pg/mL para os Enterococcus
spp. UFPEDA 854 e UFPEDA 847. Nos ensaios de atividade sinérgica, s6 houve sinergismo
na associacdo do ACDP com o levofloxacino nas duas proporcdes para os ORSA (UFPEDA
728 e UFPEDA) 726. Para o E. faecalis (UFPEDA 138) houve sinergismo na proporcao 7:3
(v/v) com o mesmo antibiético.O ACDP apresentou forte atividade antiviral protegendo a
célula 64 vezes e 32, respectivamente da infeccdo viral. Conclui-se que o acido divaricatico
purificado € um novo modelo de farmaco natural para o tratamento de patologias causadas por
virus ebactérias.

Palavras-Chave: Acido divaricatico. Atividade antibacteriana. Atividade antiviral. Produtos
naturais. Sinergismo.



ABSTRACT

Microorganismo pathogens are developing resistance to available drugs for the treatment of
various infections, which has been a constant concern among doctors. For this reason,
research in search of new chemical compounds with antimicrobial activity has been
increasing. In this sense, the lichens are shown as an excellent source of bioactive compounds
with several reports described in the literature. Therefore, this study aimed to evaluate the
antibacterial and antiviral activity of extracts of Ramalina aspera; and purified divaricatic
acid, its major compound in synergy with other drugs. The ethereal chloroform and acetone
extracts were obtained using 35 g of lichen, dried at room temperature and kept in a
desiccator. The purified divaricatico acid (ACDP) obtained from R. aspera was isolated from
the ether extract and identified by thin layer chromatography , and its chemical structure

confirmed by RMN Hl, RMN c13 and infrared. Antimicrobial assays were performed using
diffusion test on solid medium, using organic extracts front the bacteria Bacillus subtillis,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella enteridis, Micrococcus luteus and Staphylococcus aureus.
The test of the CMI ether extract and the ACDP was conducted with species of S. aureus
(UFPEDA 01 standard strains and 10 clinical strains isolated fromoxacilina-resistente/ORSA)
and Enterococcus faecalis (UFPEDA 138 standard strains and 5 clinical isolated) were
performed. For the synergism tests verified the ACDP actions in combination with antibiotics
oxacillin, erythromycin, levofloxacin, and clindamycin antibiotics at 7:3 (v/v) to 5:5 (v/v),
which amounted to an initial concentration of 128 pg/mL In addition was also observed
antiviral activity of divaricatic acid about HIN1 influenza and measles viruses. The diffusion
tests on solid medium showed that the ether extract was the most active front bacteria: B.
subtillis (25 mm), S. aureus (17 mm), while the acetone extract was more active for K.
pneumoniae (9 mm), the chloroform extract did not show significant results. The MIC values
ether extract was 40 mg/mL (B. subtillis) and 320 pg/mL (S. aureus), while the MIC of ACDP
to 32 mg/mL for ORSA UFPEDA 728 and UFPEDA 728, and CMI one of 8 mg/mL for
Enterococcus spp. UFPEDA 854 and UFPEDA 847. In tests of synergistic activity, synergism
was only in the ACDP association with levofloxacin in two proportions for ORSA (UFPFNA
728 and UFPEDA 726). For E. faecalis (UFPEDA 138) there was synergy at the re

(v/v) with the same antibiotic. The ACDP showed strong antiviral activity protecting

64 and 32 times, respectively viral infection. We conclude that purified divaricatic a

new model for the natural treatment of diseases caused by viruses and bacteriadrug.

Keyword: Divaricatic acid. Antibacterial activity. Antiviral activity. Natural products.
Synergism.
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1 INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classifica doengas como a auséncia de
salde, que ocorrem com uma grande variedade de sinais, sintomas, aspectos anormais,
queixas, circunstancias sociais e causas externas, sendo diferenciada para cada grupo de
pessoa. Dentre as doencas que a OMS considera como a falta de uma boa salde estdo:
neoplasmas (tumores); doengas do sangue, dos 6rgdos hematopoiéticos, alguns transtornos
imunitérios; doencas enddcrinas, nutricionais, metabdlicas; doencas infecciosas e parasitarias,
dentre outras. A cada ano bactérias e virus sdo responsaveis por contaminar mais de dois
milhGes de pessoas, causando, muitas vezes, 6bitos por serem resistentes a diversas drogas
que se tornaram ineficazes para o tratamento das infeccOes causadas por esses agentes
(BRASIL,2008).

Staphylococcus aureus é uma bactéria do grupo dos Gram — positivo, esférica, e
geralmente é encontrada na pele, e nas fossas nasais de pessoas saudaveis. Eles podem causar
desde infecgdes simples, como: espinhas, furinculos e celulites, até infeccBes graves, como:
pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do choque toxico, septicemia e outras, podem
ser transmitidas, tambeém, através de alimentos contaminados. Esta bactéria vem criando
resisténcia a diversos antibidticos, como a vancomicina, penicilina, oxacilina, amipicilina,
entre outros, isto se da ou por mutacdo do gene ou genes de resisténcia de outras bactérias da
mesma espécie (ou até de outras) (TAVARES, 2002; BERNARD, 2004; LIMA; ABREU;
CASTRO, 2005; SANTOS et al, 2007).

O género Enterococcus sdo bactérias Gram-positivas normalmente colonizam o trato
intestinal e, em menor frequéncia, no trato genital feminino e uretras masculinas também
causar doencas em seres humanos, tais como: endocardite infecciosa, bacteremia, sindromes
diarreicas em recém-nascidos, infec¢fes do trato urinario e infecgdes de ferida cirdrgica. Esta
bactéria vem criando resisténcia a diversos antibioticos utilizados para o tratamento de
doencas causadas por este agente. Assim como o S. aureus, eles também séo resistentes, a
vancomicina, ampicilina, penicilina, entre outros (BABAR, 2013).

As bactérias ndo sdo os Unicos que sdo agentes infecciosos preocupantes para a
populacdo. Assim com as bactérias, os virus, também, fazem diversas vitimas e o tratamento
para estes microrganismos sao poucos. O virus da influenza HIN1, em 2013, infectou 16
vitimas e ocasionaram duas mortes em Blumenau - SC, os pacientes tinham entre 40 e 50anos

de idade (NICOLETTI, 2013). Em Rondo6nia, foram confirmadas duas mortes
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causadas pelo virus, as vitimas era uma crianca de 9 anos e um adulto de 47 anos
(MARQUES, 2013). O sarampo é uma infeccdo do sistema respiratorio causada pelo virus
paramixovirus do género Morbilivirus. Foram registrados 334 casos com suspeitas da doenca
e 112 confirmados, com a morte de um bebe de 7 meses, na cidade de Moreno - PE (BRASIL,
2013).

Com a resisténcia desses microrganismos as drogas ja conhecidas, ha a necessidade de
novos compostos eficazes para o combate a esses agentes que vem causando mortes por todo
0 mundo. Os compostos de origem natural vém sendo testados contra microrganismos e ja é
comprovada sua eficicia na inibicdo desses agentes patoldgicos. Neste contexto, encontram-
se as substancias liquénicas que tem acdo antimicrobiana comprovada, além de outras
atividades biolégicas (PAVLOVIC™ et al, 2012). Essas substancias sdo fortes candidatas a
farmacos inovadores e de grande interesse para as industrias farmacéuticas, por serem
encontradas na natureza e possuirem uma ampla aplicacdo no tratamento de diversas doencas

ja é descrito naliteratura.
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2FUNDAMENTAO TEORICA

2.1 MICRORGANISMOS COMO AGENTES INFECCIOSOS

O conceito de doenca varia muito da época, do lugar e da classe social, e reflete um
conjunto da situacdo social, econémica, politica e cultural. Depende, também, de valores
individuais, de concepgdes cientificas, religiosas e filosoficas. Em certa época, o desejo que
os escravos tinham de fugir era considerado doenga mental. Estudos paleontoldgicos afirmam
que a doenca real, imaginaria ou transmissivel acompanha a espécie humana desde tempos
antigos. Para os antigos hebreus a doenca era considerada desobediéncia do mandamento
divino. E em vérios outros povos, também, as doencas eram causadas por forcas espirituais
para castigar quem desobedecia a divindade. Hipdcrates, considerado o pai da medicina,
postulou, numa visdo mais racional, que o homem era uma unidade organizada e entendia a
doenca como uma desorganizacdo desse estado. No século XVII foi descoberto o
microscopio, e com o0s avancos no final do século XIX no laboratério de Louis Pasteur, estava
sendo revelada a existéncia de microrganismos causadores de doenca possibilitando a
introducdo de soros e vacinas. Fatores etioldgicos, pela primeira vez, estavam sendo revelados
(SCLIAR,2007).

A Rede Nacional de Monitoramento da Resisténcia Microbiana em Servigos de Salde
(Rede RM) coletou dados de 97 hospitais de cinco regides centrais brasileiras, sobre a
ocorréncia de microrganismos envolvidos em infec¢fes na corrente sanguinea de pacientes
internados na UT]I, no periodo de julho de 2006 a junho de 2008, onde 5.406 microrganismos
foram encontrados, os quais 47% eram do género Staphylococcus, seguidos de 13% de
espécie Klebsiella pneumoniae, 11 % de Pseudomonas aeruginosa, 11% de Acinetobacer, 6%
Enterobacter, 5% Enterococcus, e 4% Candida. A bactéria menos apontada nas notificagdes
foi a Escherichia Coli, 3%, 18% das notificacbes eram de espécie de S. aureus, que sdo
responsaveis por causar endocardite e septicemia (ANVISA,2009).

Ja em 2012, no Estado do Rio de Janeiro, foi relatado, um paciente com infeccao
hospitalar causada por Enterococcus resistente a vancomicina (BRASIL, 2012). Em um
estudo no periodo de 2006 a 2009, cerca de 10% de todas as bacteremia foram causadas por
Enterococcus. Durante este periodo foram relatados os primeiros casos de bacteremias

causadas por Enterococcus faecalis ou Enterococcus faecium em duas regidesdinamarquesas.
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Foram identificadas a incidéncia de mono e polibacteremia, dos 1.145 casos
investigados, 700, o que equivale a 61%, eram casos de monobacteremia. A incidéncia foi de
19.6/100 000
pessoasporanos(13.0/100000pessoas/anoparak.faecalise6.6/100000pessoas/anoparak.
faecium). 45,7% das bacteremia causadas por E. Faecalis, e 85,2% causadas por E. faecium
foram adquiridas no hospital (PINHOLT et al., 2013).

Cientistas australianos, afirmam que o virus da gripe influenza HIN1 € resistente ao
tamiflu ou também chamado de oseltamivir (medicamento usado atualmente para combater o
virus), e descobrem que ele é sensivel ao medicamento Relenza (zanamivir). Em 2009, a gripe
infectou um quinto da populacdo no Reino Unido. Os dados dessa pesquisa mostram que uma
pandemia em 2009-2010/1-2% houve um aumento na resisténcia do virus ao oseltamivir
(tamiflur), ja no periodo de 2012-2013 essa resisténcia permaneceu baixa. Acredita-se que o
H1IN1 matou 200 mil pessoas (ROBERTS, 2013).

O sarampo € outro virus que preocupa milhares de pessoas no mundo, na Inglaterra e
no pais de Gales houve cerca de 2.016 casos confirmados de sarampo, em 2012 (BRASIL,
2013). Reed, 2013, com base nos dados de uma pesquisa, afirma que houve um surto de
pessoas com sarampo, que atingiu em media cerca de 700 pessoas em Swansea, e que talvez
isso se deva ao fato de que muitas criangas ndo se vacinaram contra o virus. Em Gales, houve
a suspeitadel.200 casos de sarampo entre novembro de 2012 a julho de 2013, com o caso de
uma morte 88 atendimento no hospital (BRASIL,2014).

2.2. PRODUTOS NATURAIS X COMBATE A BACTERIAS EVIRUS

A resisténcia de bactérias a diversas drogas comerciais vem crescendo absurdamente,e
é bastante preocupante, pois estas bactérias estdo se defendendo de alguma forma aos
antibioticos existentes. A OMS, alerta a populacdo para uma era pos-antibidticos, onde nao
havera antibidticos eficazes para 0 combate a esses agentes super-resistentes, tendo em vista
isto, muitos pesquisadores vém tentando encontrar substancia novas para solucionar o
problema, € o caso de cientistas da California, que descobriram o antracimicina, um composto
extraido da bactéria Streptomyces encontrado em sedimentos do Oceano Pacifico, este
composto parece ter atividade contra S. aureus, e também, demonstrou ser capaz de eliminaro
antrax — bactéria conhecida por seu uso em armas quimicas de bioterrorismo (BRASIL,
2013).
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Uma pesquisa feita nos Estados Unidos da América (EA) mostrou que a proteina do
leite, chamada "Alfa-lactoalbumina humana é letal a células tumorais”, conhecida como
HAMLET, reduziu significativamente a resisténcia aos antibioticos desenvolvida por alguns
patdgenos causadores de pneumonias graves e outras infec¢bes de dificil tratamento, como
0S. aureus meticilina resistente, aumentando sensibilidade de bactérias a varios antibidticos,
como a penicilina e a eritromicina. HAMLET é uma substéncia que se forma naturalmente no
leite humano e ndo tem efeitos colaterais toxicos observados comumente nos antibidticos
mais fortes, necessarios para matar patdgenos ultra resistentes (BRASIL,2013).

A apiterapia, que é o uso de produtos derivados das abelhas (mel, pélen, geleia real e
apitoxinas), vem sendo estudado quanto a sua atividade antibacteriana, entre outras
atividades. Mel Manuka tem sido relatado por apresentar atividade antimicrobiana contra
bactérias patogénicas como S. aureus e Helicobacter pylori (H. pylori), E. coli, Enterobacter
aerogenes, Salmonella typhimurium tornando este mel um alimento promissor para o
tratamento de feridas ou de Ulceras do estdbmago (LUSBY; COOMBES; WILKISON. 2005;
FRENCH,; COOPER; MOLAN, 2005; VISAVADIA; HONEYSETT;
DANFORD,2007;MANDAL; MANDAL, 2011). Agbagwa e Frank-Peterside (2010),
examinaram diferentes amostras de mel: mel nigeriano ocidental, mel nigeriano do sul da
Nigéria Oriental e mel do norte da Nigéria, e compararam suas ac¢fes de inibicdo do
crescimento de S. aureus, P. aeruginosa, E. coli e Proteus mirabilis (P. mirabilis), com uma
média de zona de inibicdo 5,3- 11,6 mm, 1,4-154 mm, 4,4-13,5 mm e 9,1-17 mm,
respectivamente, e com zona de inibicdo de 6,94-37,94 mm, contra bactérias Gram-positivas
S. aureus, Bacillus subtillis, B. cereus, bem como bactérias Gram-negativas como E. coli, P.
aeruginosa e S. enterica serovarTyphi.

O mel Manuka e trevo mostraram, também, atividade contra o virus da varicela zoster,
numa concentracdo maxima eficaz de 50% (EC50) de aproximadamente 4,5% (wt/vol),
comparando a atividade do mel Manuka, observou uma concentracdo de EC50 menor que a
do mel trevo (SHAHZAD, COHRS, 2012). O mel tem grande variedade de propriedades
terapéuticas, incluindo antiinflamatério, antibaceriana, antifingica e atividade antineoplasica.
O mel é usado ha muito tempo na medicina popular e atualmente vem sendo mais estudado
devido a atividade biologica dos seus componentes, & importante mais estudo dos
componentes do mel para o combate a infecgcdes de microrganismos patégenos (SWELLAN
et al, 2003; JAGANATHAN; MANDAL,2009).

Vérios estudos detectaram a presenca de peptideos, enzimas e metabolitos na

hemolinfa dos insetos que reduzem a proliferacdo de bactérias e fungos, esta agdo contra esses
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microrganismos ja é descrito na literatura (GILLESPIE et al, 1997;. CARTON; NAPPI, 1997;
HULTMARK, 2003;. LEULIER et al, 2003). Greco et al, 2009, testaram uma proteina isolada

da hemolinfa da Lonomia obliqua (Lepdoptera: Saturniidae), em virus da poliomielite,
influenza e sarampo, que apresentou uma reducdo de 157 vezes (de 3.3 = 1,25 x 107-2,1 *
1,5% 10° dose média infecciosa de cultura de tecido (TCID50 ml'l) na producdo de virus do

sarampo e uma reducdo de 61 vezes (de 2,8 £ 1,08 x 109-4,58 + 142 x 107 mL'l) na
producdo de virus da poliomielite. Além disso, a proteina ndo exibe atividade viricida e ndo
age sobre os receptores na membrana celular.

Sahalan et al, 2007 testaram a hemolinfa da larva de Musca domestica Linnaeus e
Chrysomya megacephala Fabricius e verificaram que a hemolinfa das larvas M. domestica
lisadas mostraram atividade frente aos microrganismos Gram — positivo B. subtillis e S.
aureus, dois Gram negativas, E. coli e P. aeruginosa. A hemolinfa de larva e pupa mostrou
efeito para E. coli. A hemolinfa da larva de C. megacephala mostrou efeito bactericida contra
ambos 0s grupos testados Gram-positivos, B. subtillis e S. aureus, nenhum efeito contra
Gram-negativos E. coli e P. aeruginosa. A pupa apresentou atividade litica contra S. aureus
eP. aeruginosa. A larva e pupa da hemolinfa de M. domestica e C. megacephala demonstrou
atividade antibacteriana.

H& muito anos as plantas sdo utilizadas como medicamento para a cura de diversas
enfermidades. Os gregos ja utilizavam para a cura de algumas doencas plantas e métodos
naturais. Os primeiros documentos escritos foram encontrados na obra chinesa Pen T’sao (“A
grande Fitoterapia”) de Shen Nung, que remota a 2800 a.C. (ELDIN; DUNFORD; ANDREW,
2001). Por serem medicamentos que tem um custo reduzido e eficiéncia comprovada em
varios estudos, a busca por fitoterapicos vem sendo cada vez mais intensa. Frasson et al,
2012, avaliaram a atividade anti- Trichomonas vaginalis do extrato aquoso da raiz de
Polygala decumbens que apresentou uma reducdo de 50% do trofozoito do T. vaginalis com a
Concentra¢do Minima Inibitoria (CMI) de 1,56 mg/mL.

Oliveira et al, (2012) avaliaram as atividades antimicrobiana e hemolitica e
componentes fitoquimicos dos extratos organicos (O ciclo-hexano, acetato de etilo, n-butanol
solavel) e suas fragbes ( n- butanol ndo- soliveis) de folhas Buchenavia tetraphylla.
Aatividade hemolitica das fragdes ativas foi verificada. O extrato acetato de etila inibiu o
crescimento de Micrococcus luteus (CMI: 0,10 mg/mL), P. aeruginosa (CMI: 0.20 mg/mL),
Mycobacterium smegmatis (CMI: 0.39 mg/mL), Proteus vulgaris, e S. aureus (CMI: 0,78

mg/mL para ambos). As fragcfes mais ativas foram ciclo-hexano e n-butanol soltvel. O ciclo-
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hexano apresentou melhor potencial para inibir M. luteus (0.10 mg/mL), P. aeruginosa (0.20
mg/mL), Salmonella enteritidis (0.39 mg/mL) e S. aureus (1.56 mg/mL). O n- butanol soltvel
apresentou os melhores resultados para M. luteus (0.10mg/mL), M. smegmatis, B. subtillis
(0.39 mg/mL para ambos), e P. vulgaris (0.10 mg/mL). A concentracdo de hemolise de 50%
(CH50) foram de 20.30, 4.70 e 2.53 mg/mL, respectivamente, para n- butanol solGvel, acetato

de etilo e ciclo-hexano. Ressaltando que os valores de CH50 sé&o maiores que os de CMI.

2.3. SUBSTANCIAS LIQUENICAS X BACTERIAS E VIRUS

Os liquens sdo organismos provenientes de uma relacdo simbiotica entre alga,
fotobionte, e clorofilada, e um fungo, micobionte e, aclorofilado, que resulta em um talo de
estrutura especifica (CHAPMAN, 2009; MITROVIC et al, 2011). E um ser de dificil
posicionamento taxondmico, por ser possuidor de caracteristicas morfologicas particulares
(HALE, 1983; HILL, 1984; NASH IIl, 1996). Sua definicdo taxonémica se da levando em
consideracdo o fungo liquénico, obedecendo ao Cddigo Internacional de Nomenclatura
Botanica (PEREIRA, 2000).

O talo liquenico pode se apresentar de formas e cores variadas, dependendo da espécie
e das substancias que o compdem. Estes podem ser crustosos (ex: Chiodecton, Graphis,
Lecanora); folhosos (ex: Collema, Lobaria, Parmelia); e fruticulosos (ex: Cladonia,
Ramalina, Usnea) (SEAWARD, 1977; ALEXOPOULOS, MIMS, BLACKWELL, 1996).
Sdoconhecidos mais de 25.000 mil espécies de liquens, e 1050 compostos secundarios foram
identificados (STOCKER-WORGOTER, 2008; CHAPMAN, 2009; MITROVIC et al.,
2011).

A associacdo da alga, fotobionte, com o fungo, micobionte, produz diversos
metabolitos, de origem primaria e secundaria. Através da fotossintese a alga produz os
hidratos de carbonos necessarios para a nutricdo, e todas as reagdes do metabolismo
liguénico. Os produtos do metabolismo primario séo carboidratos solUveis que ocorrem
predominantemente em liquens, a maioria, sdo os polidis e seus glicosideos. Dentre os polioie
acucares mais comuns em liquens podem ser citados o glicerol, eritritol, ribitol, arabinitol, D-
volemitol, D-sifulitol, bem como glucose, sacarose e trealose, estes sdo produtosresultantes da
atividade fotossintética do fotobionte e ocorrem também, produtos encontrados em plantas

superiores. Glucanas (liquenanas e isoliquenanas) e heteropolissacarideos contendo manose
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estédo presentes nos liguens em quantidades relativamente altas (HONDA; VILEGAS,1999).

Os produtos do metabolismo secundario, das substancias liquénicas, podem ser
formadas por trés vias biossintéticas distintas a do acetato polimalonato, que origina os acidos
graxos, depsideos, depsidonas, quinonas, e dibenzofuranos; a do acido chiquimico que produz
0s pigmentos amarelos (compostos aromaticos); e a do acido mevalénico, que produz os
terpendides e esteroides. Sdo ainda relatadas as vias dos aminoacidos e a dos carboidratos,
onde ocorre a biossintese dos sacarideos e polidis. (HALE, 1983; XAVIER-FILHO, 1989;
NASH 111, 1996). Sabe-se que os liquens variam seu padrdo de producdo de metabolitos
secundérios em funcédo do clima (PEREIRA, 1989).

Depsideos sdo classes de compostos aromaticos encontrados principalmente em
liguens, muitas vezes sdo encontrados, também, em fungos ndo liquenizados, e em plantas
superiores. Sdo compostos formados pela esterificacdo de duas ou trés unidades fendlicas. Os
depsideos podem ser formados por duas unidades fendlicas derivadas do orcinol. Esses
depsideos sdo formados pela esterificacdo da carboxila na posicdo 1 da primeira unidade com
a hidroxila da posicdo 4’ ou da posi¢do 3’ da segunda unidade. Os compostos resultantes sdo
para-depsideos e meta-depsideos da serie do orsinol. Dentre os para- depsideos se encontra o
acido divaricatico, que apresenta o orcinol como molécula precursora da sua biossintese,
sendo, portanto, um derivado fenolico. A co-ocorréncia de &cido divaricético (Figura 1) e
acido sequicaico em varias espéecies de Ramalina fornece evidéncias de que meta-depsideos
podem se originar por hidroxilagao do C3’ de para-depsideos, seguida de rapido rearranjo a
forma termonidadmica (HONDA; VILEGAS, 1999).

As substancias liquénicas sdo responsaveis pela maioria da utilidade econdmica e dos
beneficios curativos advindos dos liquens (NASH 111, 1996).

CaH,

Figura 1. Formula estrutural do acido divaricatico purificado. Fonte: Pessoa, 2013.
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A atividade antibacteriana das substancias liquénicas esta amplamente descrita na
literatura. A acdo antimicrobiana dos metabdlitos liquénicos tem sido estudada desde 1944
por Burkholder e colaboradores (BURKHOLDER et al., 1944, apud RIBEIRO et al, 2006), e
desde entdo vérias substancias foram identificadas como agentes antibidticos, sendo sua ac¢éo
bacteriostatica e bactericida comprovada principalmente contra bactérias Gram positivas
(BUSTINZA; ENDEAVOUR, 1951). As substancias ativas sdo em geral depsideos (como o
acido divaricatico), depsidonas e acidos usnicos, dentre outras classes de compostos, alguns
ainda ndo identificados (FAHSELT 1994; HUNECK 1999; MULLER2001).

Falcdo et. Al, (2004), em testes com 0s extratos, etéreo, cloroférmio e acetonico da
Ramalina sorediosa, confirmaram que os extratos etéreos e cloroférmico foram ativos frente
aos microrganismos B. subtilis e S. aureus, sendo o etéreo o mais ativo. Gulluce et. al. (2006),
em estudos com Ramalina pollinaria comprovaram a atividade antimicrobiana deste liquen,
testando em 35 microrganismos e destes inibiu o crescimento de 11 bactérias. Segundo Moura
(2008), em ensaios antimicrobianos utilizando os extratos etéreo, cloroférmico e acetonico a
frio de Canoparmelia texana foi ativa contra todas as bactérias testadas, tanto as Gram -
positivas como as Gram - negativas, para o extrato a quente s6 houve acao do etéreo, que foi o
que apresentou uma quantidade maior do &cido divaricatico.

Martins et., al., (2010), avaliaram a composicao quimica e atividade antimicrobiana do
liguen Cladia aggregata Nyl (Sw.), que contem o acido barbatico, um depsideo, que foi
analisado espectroscopicamente e testado, bem como o0s extratos organicos (etéreo,
cloroférmico e acetdnico). Os extratos e a substancia purificada foram testados contra quatro
cepas de Staphylococcus aureus multirresistente. Os ensaios biocromatograficos mostraram
acao desse composto, juntamente com outras substancias neles contidos sugerindo uma
acaosinérgica. A CMI variou entre os isolados de S. aureus foi 50000 pg/mL para todas as
linhagens, com excecdo de altamente resistente 404 IC, cuja CMI foi 10000 pg/mL.

Kosani¢; Rankovi¢ 2010, avaliaram a atividade antimicrobiana dos extratos de
acetona,metanolesolugdoaquosadosliquensLecanoraatra,L.muralis,Parmeliasaxatilis,P.
sulcata e P. ambigua. Essas espécies de liquens foram analisadas in vitro contra seis espécies
de bactérias e dez espécies de fungos, através do método de difusdo em disco, e pela
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CMI) através do método de diluicdo em
caldo no tubo. Os extratos aquosos dos liquens testados ndo mostraram qualquer atividade
antimicrobiana em qualquer um dos microrganismos de ensaio, diferente dos extratos de

acetona e metanol que mostraram acgdo antimicrobiana. O extrato acetdnico, do liquen P.
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sulcata, foi o mais ativo, com o valor da CMI de 780 pg/ml. Entre as bactérias o mais sensivel
foi & espécie Bacillus mycoides, e entre os fungos foi o Botrytis cinerea e Candida albicans.A
bactéria E. coli foi resistente a todos os extratos de liquens testados. Os extratos organicos
obtidos dos liquens tiveram atividade antimicrobiana relativamente forte, que pode ser muito
importante no tratamento de numerosas doencas causadas por microrganismossemelhantes.

Srivastava, et al 2013 testaram os extratos acetdnico, metanolico e etandlico de Usnea
ghattensis G. Awasthi (Usneaceae), e mostraram que 0 extrato etanolico foi mais eficaz
contraB. cereus e P.aeruginosa com uma zona de inibi¢cdo de 29,8 + 0,6 mm e 12,3 £ 0,5 mm,
a uma concentracdo de 200 pg/mL. Os extratos acetdnico e metandlico demonstraram
atividade quase semelhante contra o S. aureus e a zona de inibig&o foi de 24,6 + 0,5 e 24,7 +
0,4 mm.
SoextratometandlicomostrouatividadecontraS.faecaliscomumazonadeinibicdodel3,5+ 0,8.
Valor de CMI observado contra S. aureus e S. faecalis foi de 6.25 pg/mL e 25 pg/mL,
enquanto que contra B. cereus e P.aeruginosa, o valor de CMI calculado foi de 3.125 pg/mL
e 200 pg/mL, respectivamente, mostrando que este liquen teve uma atividade bastante alta
ndo s6 contra bactérias Gram positivo, mas significativamente também contra Gram negativo,
podendo ser uma fonte de agentes antimicrobianos eficazes.

Shinazi et. al (1990), observaram que os componentes liquénicos das classes das
antraquinonas sdo de grande importancia, por apresentar propriedades antivirais contra o virus
HIV. Cohen e Towers (1996) mostraram que, as antraquinonas derivadas de Heterodermia
obscurata exibiram atividade contra o virus do herpes simples tipoE. Simone et al. (2007),
avaliaram a acdo antiviral do liquen Parmelia perlata, e observaram que as fracOes
polissacaridicas brutas possuem atividade contra o virus da febre amarela com uma
concentragdo inibidora (IC50) de 15 pg/mL. No teste de citotoxidade, as fracfes foram
toxicos para as células L20, Vero e HEp- 2, nas concentragdes a cima de 500ug/mL.

Sokolov et al (2012) testaram um total de 26 formas isoméricas (+) e (-) do acido
usnico e seus derivados contra o virus da influenza HIN1, e mostraram que os compostos: (-)-
1, (+)-3, (+)-4, (+)-5b, (+)- e (-)-6, (+)-7, (+)- 8, - e (-)-11, - e (-)-12, (+)-13, sendo a
viral, comparado ao isémero (+)-. O &cido usnico e 0s seus derivados mostraram possuir
atividade inibidora contra o virus do herpes tipo 1, papiloma virus e Epstein-Barr virus
(PERRY et al, 1999; SCIRPA et al, 1999; YAMAMOTO et al, 1995).
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2.4 ATIVIDADE SINERGICA

O sinergismo € a obtencdo de uma resposta farmacologica a partir da associacdo de
dois ou mais medicamentos, cujo resultado é maior que a simples soma dos efeitos isolados
de cada um deles (SECOLI, 2001). O sinergismo pode ter efeito aditivo, que sdo
medicamentos que possuem 0 mesmo mecanismo de acdo, ou efeito de somacéo, que agem de
modos diferentes, ou ainda podem ter efeitos de potencializacdo, que atuam em diferentes
receptores farmacoldgicos. Tendo em vista a eficicia antimicrobiana de produtos naturais no
tratamento de diversas infeccGes causadas por bactérias, a pratica da combinacdo de drogas
comerciais com as substancias bioativas vem se tornando cada vez mais utilizada para
combater esses agentes (SATO et al, 2004; ZAY-CHANG et al,2009).

Devido a alta incidéncia de doencas infecciosas que vém surgindo causadas por
bactérias e virus, pela resisténcia destes microrganismos a alguns antibiéticos e antivirais, 0
combate a essas bactérias estdo cada vez mais ineficazes (VALGAS et al, 2007), portanto,
torna-se indispensavel o estudo de novas substancias antimicrobianas. Uma alternativa para o
combate a esses microrganismos é o uso de fitoterapicos, que podem ser obtidas através de
extracdo dos compostos liquenicos. Nesse contexto, as substéncias liquénicas merecem
grande atencdo, por possuirem ampla gama de aplicacbes bioldgicas, inclusive, com
acdoantibiotica,entretanto ainda pouco exploradas (SRIVASTAVA,
P;UPRETI;DHOLE;SRIVASTAVA, APURVA, 2013).

Arruda 2010 testou, por meio de difusdo em disco de papel, o acido Usnico purificado
e 0s extratos étereo, cloroférmico e acetdnico de C. substellata em combinacdo com drogas
comerciais em linhagens padrfes e isolados clinicos de S. aureus oxacilina resistente e
linhagens de P. aeruginosa e mostrou que houve uma Otima inibicdo dos compostos

estudados.
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31 OBJETIVO GERAL

Avaliar a acdo antibacteriana e antiviral do &cido divaricatico purificado de Ramalina

aspera frente a microrganismos infecciosos.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICOS

Coletar o material liquénico

Obter o extratos organicos

Isolar, purificar e identificar o &cido divaricatico do liqguen Ramalinaaspera.

Avaliar a capacidade antibidtica do composto liquénico, frente a bactérias Gram -positivas e
isolados clinicos multirresistentes.

Determinar a Concentracdo Minima Inibitéria da substancia liquénica frente aos
microrganismos maissensivel.

Avaliar a atividade sinérgica do é&cido divaricatico purificado em associacdo com
drogascomerciais;

Avaliar a acdo antiviral do &cido divaricatico purificado frente a viruscontagiosos.
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SYNERGISTIC ACTIVITY OF PURIFIED DIVARIC ACID OF LIQUEN RAMALINA
ASPIRA FRONT LINE OF ENTEROCOCCUS sp. AND STAPHYLOCOCCUS AUREUS
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ATIVIDADE SINERGICA DO ACIDO DIVARICATICO PURIFICADO DO LIQUEN
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RESUMO: As bactérias e virus, responsaveis por fazer milhdes de vitimas, estdo mais
resistentes a drogas ja existentes. Este trabalho teve como objetivo avaliar a acdo antibidtica
dos extratos etéreos, cloroféormico e acetdnico e acdo sinérgica do A&cido divaricético
purificado do liguen Ramalina aspera. Estes foram ativos contra as bactérias B. subtillis
(extrato etéreo 25 mm, cloroférmico 21 mm e acetbnico 14 mm), K. pneumoniae (extratos
cloroférmico 8 mm e acetdénico 9 mm), S. aureus (linhagem néo resistente) (extrato etéreo 17
mm, cloroférmico 8 mm, aceténico 9 mm), com excecao da Salmonella enteridis e M. luteus.
O extrato etéreo foi mais ativo contra o microrganismo B. subtillis (25 mm) e S. aureus (17
mm), tanto no teste de disco como na CMI. O &cido divaricético purificado teve melhor valor
de CMI para os isolados clinicos de espécies do género Enterococcus, com valores de CMI
variando entre 8 pg/ml, 16 pg/ml e 32 pg/ml. O ensaio de sinergismo mostrou que houve
acao sinérgica entre o acido divaricatico purificado em associacdo com levofloxacino nas
duas proporc¢oes (7:3, 5:5 v/v) para os ORSA (UFPEDA 728 e UFPEDA 726). Para o E.
faecalis (UFPEDA 138) houve sinergismo na proporcao 7:3 (v/v) com o mesmo antibidtico
levofloxacino. O acido divaricatico purificado apresentou forte atividade antiviral protegendo
a célula 64 vezes e 32, respectivamente da infeccdo viral Conclui-se que o extrato etéreo e o
acido divaricéatico purificado sdo de grande importancia para o estudo no tratamento de
doencas causadas por esses microrganismos, pois inibiram o crescimento das bactérias e dos
virustestados.

Palavra-chave: agentes infecciosos, substancia liquénica, tratamento antimicrobiana
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1 INTRODUCAO

MilhGes de pessoas a cada ano contraem alguma doenca causada por microrganismos.
Estas podem desenvolver desde infec¢bes s@o das mais simples de facil tratamento ate as mais
complexas que podem levar ao 6bito [1]. A forma de tratamento eficaz para estes agentes
infecciosos esta cada vez mais dificil, uma vez que os microrganismos desenvolvem
mecanismos de resisténcia a diferentes classes de drogas sintética utilizadas nos tratamentos.

Staphylococcus aureus é uma bactéria que geralmente é encontrada na pele e nas fossas
nasais de pessoas saudaveis, porem podem causar desde espinhas, furinculos, celulites,
pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do choque toxico, septicemia e outras.
Linhagens desse microrganismo vém desenvolvendo resisténcia aos antibioticos, tais como:
penicilina, amoxicilina, ampicilina, meticilina, cefalosporinas, vancomicina e teicoplanina.
Com relacdo a oxacilina, esta resisténcia se da ou por mutacdo do gene, ou pela aquisi¢do de
genes de resisténcia de outras bactérias da mesma espécie [1].

Os Enterococcus vém surgindo como um dos principais agentes nosocomiais e na
comunidade em geral sdo considerados como microrganismos normais do trato intestinal, e as
vezes, encontrados também no trato genital feminino e masculino. S&o responsaveis por
causar endocardite infecciosa, bacteremia, sindromes diarreicas em recém-nascidos, infecces
do trato urinério, e infec¢Bes de feridas cirargicas[2-4].

Com a resisténcia desses microrganismos as drogas ja existentes, faz-se necessario a
descoberta de novas drogas ou a fabricacdo de novos produtos sintéticos para combater esses
agentes infecciosos. Neste particular destacam-se os produtos de origem natural, que sao
possuidores de compostos bioativos que além de diversas outras atividades biologicas,
possuem grande atividade antimicrobiana. Os liquens possuem acdo antimicrobiana
comprovada, bem como antitumoral, antipirética, anti-inflamatoria, antiviral, analgésica, e
ainda produz 6leos essenciais [5, 6].

O objetivo desde trabalho foi avaliar a atividade antibacteriana dos extrato etéreo,
cloroférmico e acetbnico, e sinérgica do 4&cido divaricatico purificado do liquen
Ramalinaaspera em linhagens de S. aureus e Enterococcus e isolados clinicos resistentes,

bem como sua atividade antiviral.

2 MATERIAS EMETODOS

2.1 Coleta domaterial
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A Ramalina aspera (Ré&sénen) foi coletada no municipio de Limoeiro, agreste do
Estado de Pernambuco. Uma exsicata de numero 54299 foi depositada no Herbario UFP, do
Departamento de Botanica, da Universidade Federal de Pernambuco. O liquen foi identificado

pelas caracteristicas morfologicas e quimicas do talo, pela taxonomista Ms. Lourdes Buril.

2.2 Obtenc&o dos extratos organicos

Para obter os extratos organicos, 35 g do material liquénico foi pesado, limpo e seco
em seguida, foi adicionado 300 mL de éter dietilico, para a extracdo utilizando o sistema de
esgotamento a quente, em aparelho de Soxhlet. Apds filtragdo do solvente o mesmo foi e
evaporado em banho maria em rotaevaporador a temperatura de 40°C até secura, e em seguida
0 extrato foi mantido em dessecador até peso constante para posterior calculo de seu
rendimento. O mesmo processo foi realizado com o residuo da filtragdo para obter os extratos
cloroférmico e aceténico, obedecendo & serie eluotrdpica [7].

2.3 Isolamento e purificacdo do acido divaricatico purificado (ACDP)

O ACDRP foi obtido a partir de 1,5 g do extrato etéreo, processado anteriormente. O
extrato etéreo foi redissolvido em 8 mL de cloroférmio e submetido a refluxo em banho-maria
a 40 °C por 15 min [8]. A solucédo obtida foi mantida em repouso 3+ 4 °C por 15 dias, tempo
suficiente para a formacao dos cristais de acido divaricatico, os quais foram filtrados em funil

de fundo poroso G4 e calculado o rendimento.

2.4 Analise em cromatografia em camada delgada

Os cristais de acido divaricético purificado, os extratos etéreo, cloroférmico e aceténico e
0 padrdo do &cido divaricatico foram submetidos a analise por Cromatografia em Camada
Delgada (CCD) em placas de silica gel Merck F254+366, utilizando o sistema A para eluicao
(tolueno/ dioxano/ &cido acético 45: 12,5: 2 v/v/v). Para a revelacdo do cromatograma
foiutilizado acido sulfarico a 10% para borrifar o mesmo e logo apds a vaporizagdo do
revelador, o cromatograma foi aquecida a 50 °C por 5 minutos, para o aparecimento das
bandas [9]. As mesmas foram identificados através da comparagdo de seus fatores de retengéo
(Rfs) com o padrdo de acido divaricatico, obtido do Laboratério de Quimica de Produtos
Naturais da UFPE.
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2.5 Confirmacao da estrutura molecular do acido divaricéatico purificado(ACDP)

O espectro de Infravermelho (1V) foi realizado em espectrometro Bruker IFS66, pela

técnica de pastilhas de KBr, sendo utilizada a resolucdo de 4.0 cm™. Para a confirmagéo

estrutural da molécula do acido divaricatico purificado foram obtidos espectros de
Ressonancia Magnética Nuclear de Protons (RMN-H1) e Ressonancia Magnética Nuclear de
Carbonol3 (RM N-C13), em espectrofotdbmetro Varian Unity Plus 300 MHz. A RMN-C13 foi

realizada a 75 MHz e RMN-H1 a 300 MHz utilizando DMSO- d6 com solvente em tubos de 5

mm a temperatura ambiente [8].
2.6 Obtencdo dosmicrorganismos

Foram utilizados, para os testes antimicrobianos os extratos organicos, e 0S micro-
organismos testes B. subtilis (UFPEDA 6633), S. aureus (UFPEDA 653 linhagem ndo
resistente), M. luteus (UFPEDA 2255), S. enteridis (UFPEDA 414), K. pneumoniae
(UFPEDA29665).

A cepa padrdo UFPEDA (01) de S. aureus e as cepas de isolados clinicos- oxacilina-
resistentes (UFPEDA 707, UFPEDA 691, UFPEDA 729, UFPEDA 676,
UFPEDA728,UFPEDA 726, UFPEDA 731, UFPEDA 677, UFPEDA 733, UFPEDA 730)
foram obtidos naColecédo de Cultura do Departamento de Antibioticos da UFPE.

A cepa padrdo de E. faecalis UFPEDA 138, e as cepas de espécies de isolados
clinicosEnterococcus spp. (UFPEDA 854, UFPEDA 853, UFPEDA 851, UFPEDA 845,
UFPEDA®847) foram obtidas da colecdo de cultura do Departamento de Antibidticos da
UFPE.

2.7 Antibidticos

Os antibioticos eritromicina, levofloxacina, oxacilina e clindamicina, meropenem

(MPM), foram obtidos da farmécia escola da Universidade Federal de Pernambuco/UFPE.
2.8 Teste de difusdo em meio solido dos extratosorganicos

Os extratos etéreo, cloroférmico e acetdnico de R. aspera foram submetidos a testes de



38

atividade antimicrobiana através da metodologia de difusdo em meio sélido utilizando-se
discos de papel. Foram preparados discos de cada extrato, estes foram impregnados com

SOML'l (1,0 mg do extrato para 1 mL de DMSQO). Os ensaios foram desenvolvidos em meio

Agar Muieller — Hinton, em triplicata, para as bactérias. Os microrganismos foram inoculados

a concentracao de 108 UFC/mL. As placas foram incubadas a 37 °C durante 18 h [10].

Foi utilizado como padrdo o acido Usnico (USC 10 pg/mL), substancia liquénica com
reconhecida atividade antimicrobiana, e o0s antibidticos meropenem (10 pg/mL) e
levofloxacino (5 pg/mL). Os resultados foram avaliados através da mensuragdo do halo de

inibicdo, em mm, ao redor dos discos impregnados com as substancias.
2.9 Biocromatografia

A biocromatografia foi desenvolvida utilizando-se o método de Homans, Fuchs [11],
modificado por Costa-Filho [12]. O extrato etéreo e 0 ACDP, que se mostrou mais ativo nos

ensaios antibacterianos, foram aplicados em placa de silica Gel F254+366 Merck, na

concentracdo de 1,0 mg/mL'l, e desenvolvido no sistema A de solventes, segundo a
metodologia de Culberson [9]. A placa foi armazenada para a evaporacao do solvente por trés
dias. A suspensdo microbiana da bactéria mais sensivel nos testes em disco foi preparada pelo
método de Bauer [10]. A cromatoplaca foi colocada dentro de uma placa de Petri recebendo
uma camada de meio agar Mueller — Hinton, fundido (20 mL), previamente inoculado com
10pg/mL do microrganismo mais sensivel, B. subtilis, sendo armazenada numa estufa a + 35
°C, durante 18 h em seguida foi retirada e avaliada através dos halos de inibicdo ao redor dos

pontos aplicados do extrato etéreo e do ACDP.
2.10 Concentragdo minima inibitéria (CMI) e concentracdo minima bactericida(CMB)

Foi determinada a concentragdo minima inibitéria (CMI) segundo os critérios da
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) [13], do extrato etéreo, que continha como
composto majoritario o acido divaricatico, e do ACDP. Foi preparada uma suspensdo da

cultura bacteriana, diluida em agua destilada estéril, em tubos de ensaios, ate obter uma

turbidez equivalente ao tubo 0,5 da escala Marc- Farland (108 UFC/mL). A concentracdo
inicial (solugdo-mée) do extrato etéreo 3200 pg/mL de DSMO, e do ACDP foi de 1280ug/mL
de DMSO. Foram utilizadas placas de 96 pocos para o teste, distribuindo 100uL do meio
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liqguido Mullher-Hinton em cada micropoco, nas duas primeiracolunas foram realizados,
respectivamente, os controles negativos (meio sem adig¢do de microrganismos e substancias) e
positivos (meio de cultivo mais o microrganismo) e posteriormente foi adicionado mais 80 pL
do meio de cultura na coluna trés, e mais 20 yL das substancias a serem testadas (extrato
etéreo e 0 ACDP) dissolvidos em DMSO, a partir desta coluna foram feitas dilui¢des
sucessivas de 1:2, ou seja, fora retirados 100 pL da coluna 3 e adicionados na coluna 4, ate a
coluna 12, logo apos foi adicionado 10 pL da suspensdo bacteriana padronizada. As placas
foram incubadas a 35 °C durante 18 h para crescimento bacteriano. O mesmo processo foi
realizado para medir a concentragdo minima inibitéria (CMI) dos antibidticos padrdes, na
mesma concentracao de 1280ug/mL.

Apds o periodo de incubacao, foi adicionado 20uL de resarzurina (0,001%) aos pogos
como revelador da reacdo. As placas foram incubadas a 35°C e ap6s 2 horas foi realizada a
leitura da reacdo. Apos a leitura e determinacdo da CMI, foram semeados 0s po¢os a partir de
onde foi detectado a CMI ate o da mais alta concentracdo para determinar a concentracéo
minima bactericida (CMB), em meio agar Mueller — Hinton, para os S. aureus oxacilina
resistente (ORSA), e para as espécies de Enterococcus.

A resarzurina € um corante (fenoxazin-3-ona) indicador de 6xido-reducdo, que tem
sido utilizado na determinacéo da atividade antibacteriana [14]. A manutencdo da cor azul nos
micropogos foi interpretada como auséncia de crescimento bacteriano e o desenvolvimento de

cor rosa, como ocorréncia de crescimento bacteriano.
2.11 Atividade sinérgica

Os ensaios de microdiluicdo in vitro da associacdo entre os antibidticos e o ACDP,
foram realizados segundo a metodologia de Segatore [15], com modificacBes, no que diz
respeito as combinagdes das substancias. Para cada uma das solugdes dos antibidticos
(levofloxacino, clindamicina, eritromicina, oxacilina), foi preparada uma solucdo do ACDP
utilizando as seguintes proporgdes: 5:5 (v/v) e 7:3 (v/v) obtendo-se uma concentracdo inicial

(solugdo-mae) 1280 pg/mL (Tabela 1). Utilizaram-se placas de 96 pogos, 0 meio de cultura

M.H. (ORSA) (Enterococcus) e as solucgdes bacterianas na escala de Marcfalarnd (5 x 108
UFC/mL), foram aplicadas da mesma forma que na CMI, diferenciando que na terceira
coluna foi aplicada a mistura do acido divaricatico purificado com um antibidtico, as dilui¢cbes

também foram feitasigualmente a CMI, 1:2, retirando 100ul da coluna 3 e colocando na
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coluna 4, e assim foi feito ate a coluna 12. A microplaca foi incubada a 37 °C durante 18 h.

Para a leitura das placas foi utilizado o revelador resarzurina, igualmente utilizado na
CMl, logo apos foi semeado em meio &gar MH (ORSA) e (Enterococcus), para a confirmacéo
da atividade sinérgica, os resultados foram comparados com os valores da CMI individual do

ACDP e de cada um dosantibioticos.

Tabela 1. Associacdo das proporcdes do acido divaricatico purificado com os antibiéticos: oxacilina,

eritromicina, levofloxacino eclindamicina.

12 associagéo 5%ACDP / 5% 5%ACDP/5% 5%ACDP/5% 5% ACDP/5%
eritromicina oxacilina clindamicina levofloxacino
2a associagéo 7%ACDP/3% 7% ACDP/3% 7% ACDP/3% 7% ACDP/3%
eritromicina oxacilina clindamicina levofloxacino

3 RESULTADOS

3.1 Rendimento dos extratos organicos e do acido divaricaticopurificado

O extrato etéreo, cloroférmio, aceténico bem como o acido divaricatico purificado
apresentaram rendimento 37,7%, 5,7%, 2,2%, 2,3%, respectivamente conforme descrito

naTabela 2

Tabela 2. Rendimento dos extratos organicos e do ACDP..

Extratos organicos Rendimento (%)
Extrato etéreo 37,7%
Extrato cloroférmico 5,7%
Extrato acet6nico 2,2%
Acido divaricatico purificado 2,3%

3.2 Analise quimica por cromatografia em camadadelgada

Os resultados da cromatografia em camada delgada (CCD) indicaram a presenca do
acido divaricatico nos extratos etéreo e cloroféormico de Ramalina aspera com valores de Rfs

(0,38), semelhantes ao Rf do padrédo (0,38), ja que este acido € um dos compostos principais
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daespécie em estudo, Hunek, Yoshimura [16]. Outras bandas foram observadas no extrato
acetdnico com valores de Rfs (0,41, 0,35) préximos ao do &cido divaricatico padrdo, mas néo
foram identificadas (Figura 1). Portanto a analise em CCD indicou a presenca do ACDP com
Rf 0,38 obtido a partir do extrato etéreo pela comparacdo como o Rf do padrao (0,38), estes
dados foram confirmados através das analises de IR, RMNH*e RMNC™, que este trata- se
doACDP.

0,54

[
0,41
0,38
0,38 0,38 o5
0,35
[ ] L} [ ] L] [ ]
D E ¢ A CE

Figura 1. Cromatografia em camada delgada dos extratos organicos e do ACDP. D- padrdo do 4cido
divaricético;E—extratoetéreo;C—extratocloroférmico; A—extratoaceténico;CE—cristaisdoacidodivaricético
purificado de Ramalina aspera a partir do extratoetéreo.

3.3 Confirmacéo da estrutura molecular do acido divaricaticopurificado

IV (KBr), Amax. °™*; 3574 (OH); 2872 (R-O-R); 1669 (-COOH); 1609 (Ar-
COOR);1454 a 1430 (C=C); 1296 e 1077 (bandas correspondentes ao grupo éster) (Figura 2).
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Figura 2. Espectro em Infravermelho do ACDP de Ramalina aspera a partir do extrato etéreo.

RMN-H* (300 MHz, DMSO ds) [3: 6,58 Hz, (H5’d J = 8Hz); 6,50 Hz (H5, d, J = 8Hz);
6,35 Hz (H3’ e H3’ dd, J=7 H); 3,4Hz (2H, OH, s); 2,6Hz (4H, CH, t); 1,6 Hz (4H, CH m)
0,9 Hz (6H, CHea, s) (Figura 3).
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Figura 3. Espectro em Ressonancia Magnética Nuclear Protonica (RMN — H*) do acido divaricético

purificado de Ramalina aspera a partir do extrato etéreo.
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RMN-C® (70 MHz, DMSO-ds, 8): 23,22 (s, CHz’); 25,2 (5, CHs); 39,50 (S, O-CHa):
77,0(4C, m, CH,); 113, 6 (2C, d, C5 e C5°); 126,8 (2C, d, C8 ¢ C8); 131,7 (2C, d, Coe Co°);
134.1 (2C, d, C1 e C1°); 180,7 (1C, COOH) (Figura 4).
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Figura 4. Espectro em Ressonancia Magnética Nuclear do Carbono 13 (RMN-C*) do ACDP de
Ramalina aspera a partir do extrato etéreo.

3.4 Avaliacdo antibacteriana dos extratos organicos e acido divaricaticopurificado

3.4.1 Teste de difusdo em meio soélido dos extratos etéreo, cloroformico e acetbnico.

Os ensaios de atividade antimicrobiana revelaram atividade de todos os extratos
organicos de R. aspera frente ao B. subtilis, S. aureus e K. pneumoniae. Entretanto os extratos
etéreo e cloroférmico foram os mais ativos com halos de inibicdo de: 25 mm para B. subtilis e
17 mm para S. aureus e 21 mm para B. subtilis e 8 mm para S. aureus, respectivamente, e 0
extrato acetdnico com halo de inibicdo de 14 mm para B. subtillis e 9 mm para K.
pneumoniae. O extrato etéreo mostrou-se ainda mais ativo que o padrdo de acido Usnico
contra a espécie deB. subtilis (Tabela 3). Uma vez que os resultados de CCD apresentaram como

principal componente encontrado nos extratos etéreo e cloroférmico o &cido divaricético é provavel

que seja 0 composto responsavel pela atividade observada.
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Tabela 3. Teste de difusdo em meio sélido dos extratos etéreo, cloroférmico e aceténico de Ramalina aspera.
Concentracdo de 1,0 mg/ml em DMSO. LEVO: levofloxacino, USN: acido ushico, MERO: meropenen. *:
melhores halos de inibicao.
MICRORGANISMO EXTRATOS PADROES

ETEREO CLOROFORMICO ACETONICO LEVO USN

MERO
B. subtillis 25* 21* 14* 38 17 47
S. enteridis - - - 34 = -
M. luteus - - - 33 - 32
K. pneumoniae - 8 9* 29 > 32
S. aureus 17* 8 9 27 10 46

3.4.2 Avaliacdo dobiocromatograma

Por apresentar um melhor halo de inibicdo contra o B. subtilis, o extrato etéreo foi
submetido a biocromatograma os resultados mostram um halo de inibicdo contornando a
banda correspondente ao ACDP e um composto ainda ndo identificado o que indica uma
possivel acdo antimicrobiana sinérgica entre estes compostos (Figura 5). A concentracdo
utilizada foi de 1,0 mg/mL™.

Figura 5. Biocromatograma de extrato etéreo de Ramalina aspera utilizando-se Bacilus subtillis. Ex.
E.- extrato etéreo, D.- Acido divaricatico purificado, Halo de inibicdo. Fonte: autor, 2011.

3.5 Concentragdo Minima Inibitoria (CMI) e Concentragdo Minima Bactericida (CMB)
do extrato etéreo e do acido divaricatico purificado(ACDP)

Verificou-se no ensaio da determinacdo da CMI, que o extrato etéreo foi mais ativo
frente aos microrganismos B. subtilis (40 pg/mL) e S. aureus (320 pg/mL), e a CMB foi de 80
pg/mL para B. subtilis e de 320 pg/mL para S. aureus.

A partir dos resultados da CMI do extrato etéreo para S. aureus, foram selecionados
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11 linhagens de S. aureus oxacilina-resistente (ORSA) sendo 1 padrdo UFPEDA 01, bem
como 6linhagens de Enterococcus spp. sendo 1 padrdo E. Faecalis UFPEDA 138 para fazer
os ensaios de CMI do ACDP. Tanto os isolados clinicos de ORSA como os de Enterococcus
spp. foram obtidos da Colecdo de Cultura do Departamento de Antibioticos da UFPE. Para
todas as linhagens de isolados clinicos ORSA houve uma CMI de 128 pg/ml com excecédo das
CMI obtidas contra as linhagens ORSA UFPEDA 728 e UFPEDA 726 (32 pg/mL) do ACDP,
para 0os Enterococcus spp. os valores de CMI diferenciaram para cada linhagem (tabela 4),
sendo queamelhorCMlencontradafoiparaaslinhagensUFPEDA854,UFPEDA847(8ug/mL),e
os valores de CMBs tanto para as espécies ORSA quanto para as de Enterococcus spp. foram

maiores que 128ug/mL.

Tabela 4. CMI e CMB do acido divaricatico purificado frente as espécies de Enterococcus spp.. Concentragao
inicial 1280 pg/mL. (*) melhores CMI.

Linhagens de Enterococcus spp. CMI CMB
pg/mL pg/MI

854* 8 >128

853 16 >128

851 32 >128

845 16 >128

847* 8 >128

138 32 >128

Os valores de CMI de Enterococcus spp. foram melhores do que aqueles encontrados
para a CMI do ACDP frente as linhagens ORSA, e melhores que aqueles encontrados na
literatura. Foram escolhidos dois microrganismos, um padrdo (UFPEDA 138) e um isolado
clinico (UFPEDA 854) de Enterococcus spp., € um isolado clinico ORSA (UFPEDA 728) e
um padréo (UFPEDA 01) por se tratar de duas linhagens de respostas diferentes, para fazer a
atividade sinérgica entre o ACDP e os antibioticos comerciais. Os antibidticos comerciais
eritromicina, levofloxacino, clindamicina, oxacilina, foram submetidos a CMI frente aos
microrganismos citados a cima, para a comparacdo das CMIs e CMBs. Os valores de CMI
dos antibioticos para as espécies ORSA foram de 128 pg/mL para as duas linhagens, com
excecdo do antibidtico oxacilina que a CMI provavelmente esta numa concentragdo maiorque
128 pg/mL, os valores de CMBs também foram iguais para todos os antibioticos (128
png/mL). Ja as CMIs encontradas para as espécies de Enterococcus spp. diferenciaram para
cada antibidtico, os valores de CMB foram iguais para todas a linhagens testadas (128 pg/mL)
com excecdo da CMB do antibiotico levofloxacino que foi de 64 pg/mL.

E possivel afirmar que as CMIs do ACDP e dos antibiGticos comerciais ndo
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diferenciaram, com excecdo da CMI do antibi6tico oxacilina para a linhagem padréo
ORSAUFPEDA 01 que foi >128 pg/mL, sendo que na CMI do ACDP o valor foi de 128
pg/mL, e o isolado clinico UFPEDA 728 ORSA na CMI do ACDP o valor foi de 32 pg/mL e
na CMI do antibidtico oxacilina o valor foi >128 pug/mL, o que mostra que o ACDP foi mais
ativo que o antibidtico oxacilina, as CMBs dos antibidticos também n&o se diferenciaram das
CMBs do ACDP, mostrando que ndo houve morte e sim inibigdo de 50% do microrganismo.
Comparando as tabelas 4 e tabela 5 observa-se que os valores de CMI e CMB do ACDP
foram maiores que os valores de CMI e CMB dos antibidticos comerciais para a linhagem de
isolado clinico UFPEDA 854 e linhagem padrdo UFPEDA 138 de Enterococcus faecalis, com
excecdo das CMBs do antibidtico levofloxacino, que teve uma CMB de 64 pg/mL para ambas

aslinhagens.

Tabela 5. CMI e CMB dos antibidticos padr@es para as linhagens UFPEDA 854 e UFPEDA 138 deEnterococcus
faecalis. Concentragdo inicial de 1280ug/ Ml.

Enterococcussp. ERITRO LEVO OXA CLINDA

CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB

pg/mL pg/mL  pg/mL pg/mL pg/mL pag/mL pg/mL  pg/Ml
854 5 128 2 64 2 >128 16 128
138 >128 >128 1 64 16 >128 >128 >128

3.6 Atividade sinérgica

A associacdo na proporcdo de 7:3 (v/v) do ACDP com o antibidtico levofloxacino,
respectivamente, levou a uma interacdo das substancias utilizadas frente a linhagem padréo
UFPEDA 138 de E. faecalis, ocorrendo assim um efeito sinérgico, ja na proporcao 5:5 (v/v)
do antibiotico e do ACDP ocorreu uma diminuicdo na acdo do ACDP, comparado ao valor de
CMI sozinho, sendo assim um efeito antagdnico. O efeito antagbnico pode ser observado,
também, na associacdo do ACDP com o antibidtico clindamicina e eritromicina, tanto na
propor¢do 7: 3 (v/v), quanto para a propor¢do 5:5 (v/v). Estes resultados podem ser
observados na tabela6.
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Tabela 6. Ensaio sinérgico do acido divaricatico purificado (ACDP) com os antibiéticos oxacilina, levofloxacino,
clindamicina e eritromicina para linhagem padrdo UFPEDA 138 de Enterococcus faecalis e isolado clinico de

Enterococcus spp UFPEDA 854.

Padrdao UFPEDA 138 ACDP/ OXA ACDP/ LEVO ACDP/ CLINDA ACDP/ERITRO
(Hg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL)
(Hg/mL
Proporcéo 7:3 antagonismo sinergismo Antagonico Antagonico
(>128) (4) (>128) (>128)

Proporcéo 5:5 agonismo (>128)

Isolado clinico UFPEDA
854

Proporcéo 7:3 agonismo (>128)

Proporcéo 5:5 agonismo (>128)

agbnico (32)

Néo houve interagdo tagonismo (>128)

(8)

N&o houve interagdo tagonismo (>128)

(8)

1tagbnico (>128) 1tagbnico (>128)

tagodnico (>32)

1tagonico (>128)

Na tabela 6, ndo pode ser observado interacdo para a linhagem UFPEDA 854, tanto na

proporcdo 7:3 (v/v) quanto para a propor¢do 5:5 (v/v) na associagdo do ACDP, com o

antibiotico levofloxacino, o aumento da acdo do composto liquénico comparado ao valor de

CMI sozinho. Ja para a associa¢do com os antibidticos eritromicina, clindamicina e oxacilina

houve efeito antagdnico, nas duas proporcoes.

Tabela 7. Ensaio sinérgico do ACDP com os antibioticos: oxacilina, levofloxacino, clindamicina e eritromicina

frente a linhagem padrdo UFPEDA 01 Staphylococcus aureus oxacilina resistente e isolado clinico UFPEDA

7280RSA.
Padréo S. ACDP/OXA ACDP/LEVO ACDP/CLINDA ACDP/ERITRO
aureus oxacilina (ug/mL) (ug/mL) (ng/mL) (ug/mL)
resistente
01
Proporcéo Antagonismo Sinergismo Antagonismo Antagonismo
7:3 (>128) (8) (>128) (>128)
Proporc6es Antagonismo sinergismo Antagonismo Antagonismo
5:5 (>128) (4) (>128) (>128)
Isolado clinico
UFPEDA 728
Proporcéo Antagonismo Sinergismo Antagonismo Antagonismo
7:3 (>128) (16) (>128) (>128)

Antagonismo (>128)

Sinergismo (16)

Antagonismo (>128) Antagonismo (>128)
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A tabela 7 mostra que houve sinergismo na combinacgdo do antibidtico levofloxacino
com o ACDP, tanta para a proporcao 7:3 (v/v) quanto para a 5:5 (v/v) para as duas linhagens
de Staphylococcus aureus oxacilina resistente, mostrando assim a eficiéncia da combinacao

dos compostos.
3.7 Anélise estatistica

Para a confiabilidade dos resultados teste de CMI e atividade de sinergismo foi feito
analises estatistica utilizando o teste t, onde pode ser visto que ndo houve significancia nos

resultados encontrados, com 95% de confiabilidade, que sdo mostrados nas tabelas 8 e 9.

Tabela 8. Teste t para comparagdo das CMIs das duas linhagens de Enterococcus. Nivel de confiabilidade 95%.

Comparacéo das CMIs P= 0,05 (nivel de confiabilidade)
ACDP vs eritromicina 0,575008
ACDP vs oxacilina 0,489515
ACDP vs levofloxacino 0,206537
ACDP vs clindamicina 0,467891

Tabela 9. Test t para a atividade sinérgica das espécies de Staphylococcus aureus e Enterococcus spp. Nivel de
confiabilidade 95%.

Proporcdes P=0,05 (nivel de confiabilidade)
138 854 01 728
50:50 vs 70:30 0,857355 0, 883768 0,674557 0,386700

Também foi feito um teste de similaridade onde se observa a distancia euclidiana entre o
ACDP e os antibioticos, onde mostra que o0 ACDP, o oxacilina e o levofloxacina estdo no

mesmo grupo de agdo antibiotica (Figura 6).
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Figura 6. Teste de similaridade entre os acido divaricatico e os antibi6ticos padroes,

4 DISCUSSAO

Os extratos etéreo, cloroférmico e acetbnico de Ramalina sorediosa testados,
confirmaramqueosextratosetéreoecloroférmicoforamativosfrenteaosmicrorganismos:

B. subtilis e S. aureus, sendo o extrato etéreo com maior atividade para o B. subtilis
apresentando halo de inibicdo de 16.7 mm, no extrato total foi encontrada a presenca de acido
usnico que é o responsavel pela atividade antibacteriana encontrada [17].

Os extratos acetdnico, metandlico e etandlico de Usnea ghattensis G. Awasthi
(Usneaceae) foram testados quanto a sua acdo antibiotica e mostrou que o extrato etandlico
foi mais eficaz contra B. cereus e P.aeruginosa com uma zona de inibi¢do de 29,8 + 0,6 mm e
12,3 £ 0,5 mm, a uma concentracdo de 0,2 mg/mL. Os extratos acetbnico e metandlico
demonstraramatividadequasesemelhantecontraoS.aureuseazonadeinibicdofoide24,6

+ 0,5 mm e 24,7 + 0,4 mm. Apenas o extrato metanélico mostrou atividade contra S.
faecaliscom uma zona de + 13,5 0,8 mm [18].

Comparando com os dados encontrados na literatura em estudos com uma espécie da
mesma familia, Ramalinaceae [17] é possivel afirmar que os extratos organicos de R. aspera
tem acdo bacteriostatica frente aos microrganismos testados, que a zona de inibigéo
encontrada (25 mm, 21 mm e 14 mm para B. subtillis, e 17 mm para S. aureus do extrato
etereo, cloroférmico e acetdnico) se assemelha aos daliteratura.

Falcdo [17], ainda observou, na biocromatografia dos extratos de R. sorediosa
umpossivel efeito sinérgico entre os componentes dos extratos etéreo e cloroférmico quando

testadoscomB. subtilis, sendo o maior halo de inibicdo observado no extrato etéreo que
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contem o &cido usnico quando comparado ao extrato cloroférmico. Falcdo [19], utilizando os
extratos organicos cloroformico e etéreo de Heterodermia leucomela realizou um
biocromatograma com o0s microrganismos B. subtilis e S. aureus, e foi observado halos de
inibicdo também ao redor das bandas que correspondem a atranorina e zeorina presentes no
extrato etéreo.

Kosanic et al. [20] verificaram que a CMI para o extrato metandlico de Lecanora
frustulosa que continha acido divaricéatico foi de 780 pug/mL para B. mycoides, Enterobacter
cloacae, K. pneumoniae, S. aureus, de 1560 pg/mL contra B. subtilis, e a
Concentracdominima fungicida (CMF) foi de 3120 pg/mL, para fungos Botrytis cinerea e
Trichoderma harzianum, e uma CMF de 12500 pg/mL contra os fungos Aspergillus
fumigatus, Fusarium oxysporum, Mucor mucedo, e uma CMF de 6250 pg/mL contra os
fungos Candida albicans, Paecilomyces variotii. O extrato aceténico teve uma CMI de 1560
pg/mL para as bactérias B. mycoides, E. cloacae, K. pneumoniae, S. aureus, uma CMI de
3120 pg/mL para B. subtilis e uma CMF de 12500 pg/mL para B. cinerrea e P. variotii. Esses
dados mostram que no presente trabalho foi encontrado um valor de CMI do extrato etéreo
melhor do que os dados descritos na literatura.

Os écidos evernico do liquen Evernia prunastri e fisodico de Pseudoevernia
furfuraceae foram isolados e avaliados quanto a acdo antimicrobiana através da CMI frente
aos microrganismos, que variou de 250 pg/mL frente as bactérias B. subtillis, B. mycoides, K.
pneumoniae, e 3,12ug/mL frente a bactéria S. aureus, respectivamente [21].

Rankovic'et al, [22] avaliaram a CMI da atranorina frente aos microrganismos B.
subtilis(15 pg/ml), K. pneumoniae e A. fumigatos (500 pug/mL), S. aureus e C. albicans (250
png/mL),E. coli, Aspergillus flavus, Ptisana purpurescens, Penicillum verrucosum (1000
pg/ml).

O extrato hidroalcoolico e fragbes de acetato de etila, ciclohexano, n-butanonl de
Pityrocarpa moniliformis foram testados na combinagdo com os antibidticos: eritromicina,
estreptomicina, tetraciclina, e clorafenicol contra S. aureus, o extrato bruto apresentou efeito
sinérgico ou aditivo com tetraciclina contra todas as cepas, enquanto a fragdo de ciclohexano
mostrou com tetraciclina e eritromicina. J& a fracdo butanodlica mostrou efeito sinérgico ou
aditivo com toda droga testada, o que pode ser explicado pela presenca de saponina, que pode
causar a permeabilizacdo da membrana [23].

Agbok, [24] testou a combinacdo entre extrato metandlico do liqguen Ramalina
farinacea e o antibiético comercial ampicilina, em linhagens de isolados clinicos de S. aureus

A e B, na concentracdo de 800 pg/mL, e observou que nas proporcdes 9:1, 8:2, 6:4, 05:05,
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04:06, 03:07 v/v houve sinergismo, enquanto em proporgdes 07:03, 02:08 e 01:09 v/v foi
aditivo, e que a combinag&o do extrato metanolico e ampicilina contra S. aureus cepa B foi de
100% sinérgico. Segatore, [15] testou a combinacdo do acido Usnico com o0s antibidticos:
gentamicina, levofloxacino, eritromicina, clindamicina, oxacilina, em cinco linhagens de S.
aureus meticilina resistente, e como respostas observou-se uma acdo sinérgica
nacombinagdocom gentamicina, enquanto que houve um antagonismo com a levofloxacina. A
combinacdo com eritromicina mostrou indiferenca, enquanto a variabilidade foi observada

para clindamicina e oxacilina.

5. CONCLUSAO

Os extratos etéreo, cloroformico e acetonico tem atividade frente as bactérias testadas,
sendo o extrato etéreo o que teve uma maior atividade frente ao microrganismo B. subtilis. O
acido divaricatico purificado mostrou uma melhor CMI para as espécies de Enterococcus sp.,
do que aquelas mostradas para as espécies de ORSA. A combinacdo do acido divaricatico
purificado com levofloxacino na proporcao de 7:3 (v/v) houve sinergismo para a linhagem
padrdo UFPEDA 138 de Enterococcus faecalis, e para a linhagem de isolado clinico
UFPEDA 854 nas proporcdes de 7:3 (v/v) e 5:5 (v/v) ndo pode ser visto interagdo das duas
substancias com 0 mesmo antibi6tico, ja para as espécies de ORSA houve sinergismo na
combinaco com o levofloxacino nas duas proporcdes. E importante o uso da combinacéo de
drogas para evitar a resisténcia de bactérias que vem surgindo, para conseguir uma maior
eficacia para o tratamento de doencas e infec¢bes causadas por esses agentes. A analise
estatistica mostrou 95% de confiabilidade dosresultados.
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6.CONCLUSAO

e O extrato etéreo foi ativo frente a bactéria B. subtillis e S. aureus;

e O acido divaricatico purificado teve uma  melhor CMI as espécies de

e Enterococcus, e para duas linhagens de isolado clinicos de S. aureus oxacilina — resistente;

e Ostestesdesinergismomostraramqueoacidodivaricaticopurificadona

e combinacdo com o levofloxacino na proporcdo 7:3 melhorou sua acdo antibidtica para a
linhagem de Enterococcus faecalis UFPEDA 138;

e Houve sinergismo na combinag&o do &cido divaricatico purificado como

¢ levofloxacino nas duas proporcdes para 0s ORSA,;

o Oécidodivaricaticopurificadofoiativocontraosvirusdosarampoeinfluenza

e HINI1;

e O acido divaricdtico é um composto bastante promissor para 0 combate

microrganismosinfecciosos.



1.2.2.

1.2.3.

ANEXO A - RELATORIO TESTES ANTIVIRAIS

1. MATERIAIS E METODOS

1.2. DETERMINACAO DO TITULO VIRAL
1.2.1. Cultura de células L929, VERO EMDCK

Foram utilizadas para os testes as células L929, MDCK e VERO, que foram cultivadas a
37°C, em placas de cultura de 96 escavacGes contendo 100uL de meio Leibovitz 15,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (para as células VERO E L929) e 5% (para as
células MDCK), e 1% (v/v) de penicilina e 0,5% deanfotericina.

Virus e infeccdocelular

Foram utilizados para avaliar agdo antiviral dos compostos liquenicos, os virus E. M. C
(encéfalo miocardite), HIN1 (influenza), e Sarampo, as células L929, MDCK e VERO foram
infectadas com os respectivos virus, ap6s o periodo de inoculacdo em placas de 96 pogos. As
células e os virus foram obtidos do Laboratério de Parasitologia e Malacologia do Instituto
Butantan, na cidade de S&oPaulo.

Preparacdo dasamostras

A principio a concentracdo utilizada, do extrato etéreo da Ramalina aspera foi de 15mg,
diluidos em 250ul de DMSO, e do &cido divaricatico (purificado a partir do extrato etéreo)
20mg/ml de DMSO. Foram adicionados 100l de cada um destes extratos as microplacas.

1.2.4. Separagdo por peso molecular do Extrato etéreo e do &cido divaricético
purificado por Cromatografia Utilizando Coluna De GelFiltracéo

O extrato etéreo da Ramalina aspera, foi submetido a uma cromatografia de coluna de gel
filtracdo para a separacdo de substancias por peso molecular, equipado com uma Coluna superdex
75, a um volume de injecdo de 500pl, utilizando como tampao de elui¢do o Tris—HCI (20 mM). A
leitura na cromatografia foi realizada a 214, 254 e 280 nm para identificar os peptideos,

nucleotideos, e proteinas, respectivamente. Foram coletadas fracdes de 1ml/min.



1.2.5.

1.2.6.

O 4&cido divaricatico, também, foi submetido a cromatografia de coluna de gel filtragdo,
equipado com uma coluna superdex 75, para a separacdo de substancias por peso molecular, a um
volume de injecdo de 100 ul, com um fluxo de corrida de 0,5ml/1min, numa concentracdo de
20mg/ml de DMSO. Foi utilizado como tampéo o fosfato de sodio a 0,1M, com pH 7.0. As
leituras foram feitas no mesmo comprimento de onda utilizado para a leitura do extrato etéreo.
Foram coletados cinco tubos de ensaios com fracGes separadas. Esses tubos foram numerados
para melhor identificacao.

Todas as fragbes coletadas, tanto do extrato etéreo como do &cido divaricatico foram
submetidas a testes antivirais.

Estas analises foram feitas no equipamento Akta Purifier — GE, coluna Supherdex 75 10/300
GI, Amersham Pharmacia Biotech.

Anélise em SDS-PAGE em gel depoliacrilamida

Para identificar o peso molecular das fracdes dos extratos e do acido divaricatico, separados
na cromatografia, foi feito uma analise em SDS-PAGE em gel de poliacrilamida. Foram
utilizados os padrdes de proteinas a partir do kit marcador LMW- SDS (Amersham Pharmacia
Biotech). A eletroforese foi realizada a 50 mA para 90min. O gel foi corado com Gel Code Blue
Stain Reagent (Pierce, Rockford, IL). O SDS confere carga negativa as proteinas, facilitando a
separacdo por peso molecular, essa mobilidade esta relacionada diretamente ao tamanho da
proteina.

Gel Bidimensional

Foi feito uma eletroforese bidimensional em gel, com o &cido divaricatico para separar por
pontos isoelétricos as moléculas encontradas na composicdo do composto. Essa técnica separa as
proteinas em duas dimensfes. A primeira fase as proteinas sdo separadas por diferencas do ponto
isoelétricas, sendo chamada de focalizacdo isoeléctrica (IEF), onde a amostra é aplicada em uma
fita gelatinosa que possui um gradiente de pH e em seguida, é submetida a um potencial elétrico.
A segunda etapa consiste em separacao das substancias por peso de massa molecular, onde a fita

gelatinosa é colocada em um gel (SDS-PAGE), permitindo a migracdo das proteinas pelogel.
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1.2.7. Titulacdo viral

O virus da encefalomiocardite, EMC (titulo inicial de 10° TCID/50) foi aplicado nestas
microplacas em diluigBes seriadas com razdo 2. As microplacas contendo as celulas L929,
MDCK, e VERO foram incubadas por 48 horas, 72 horas e 120 horas, respectivamente, em estufa
a 37 °C, e o efeito citopatico ocasionado pelos virus foram determinados em cada escavacao por
observagdo ao microscopio 6tico, todos os dias, seguindo a metodologia descrita por Greco et al,
2009. As células e os virus foram obtidos do Laboratorio de Parasitologia e Malacologia do
Instituto Butantan, na cidade de S&o Paulo.

1.3 TESTES DECITOTOXIDADE:

Uma nova placa foi feita para encontrar uma concentracdo que ndo prejudicasse as células,
entdo 100 ul do meio contendo a cultura de célula L929 foi adiciona em cada poc¢o de uma placa
de 96 escavacOes. 100 pl de cada amostra foram adicionadas no primeiro pocgo de cada coluna,
totalizando um volume de 200 pl final. Apds isso 100ul desta mistura foi passada
subsequentemente aos demais pocos de forma a diluir o extrato (razdo 2). As placas foram
observadas apds 24 horas de forma a determinar a acdo toxica das diferentes diluicdes dos

extratos nascélulas.

1 RESULTADOS
1.1. Titulacdo viral
Observou-se que na concentracdo de 60mg/ml do extrato etéreo, as células sofreram
modificacdes, aparentemente no processo de morte celular, e possivel acdo antiviral. A partir dai
foi decidido fazer um teste de citotoxidade para encontrar uma concentracao nao toxica a célula,
porem toxica ao virus. Esimone et al., 2007, avaliou a a¢do antiviral do liquen Parmelia perlata,
e observou que as fragOes polissacaridicas brutas, encontradas no liquen, possuem atividade

contra o virus da febre amarela com uma ICso de15ug/ml.
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Figura 1. Placa de titulagdo viral. CV- controle do virus; 1- Extrato etéreo de R. aspera.

O acido divaricatico e as fracGes separadas pela cromatografia de gel filtracdo foram
submetidos a ensaios antivirais. O acido divaricatico protegeu a célula MDCK em ate 64 vezes
contra a acdo do virus HIN1, e a fracdo, nomeada como 19, protegeu em 8 vezes a célula

infectada (Figura 2). N&o houve a¢édo contra o virus do sarampo.

Titulo viral. Célula MDCK
Virus HIN1

Controle celular

celula infectada

Figura 2. Titulag&o viral do &cido divaricético. Célula MDCK. Virus HIN1.

1.2. Teste deCitotoxidade

O teste de citotoxidade, com concentracdo inicial de 40mg/ml, mostrou que a partir da
concentragdo 7, 81 x 10 as células ndo sofreram nenhum dano nas concentracdes testadas

(Figura 3).
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Citotoxidade L929 25 09 2012
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Figura 3. Teste de citotoxidade. C- controle; 1- Extrato etéreo a frio de R. aspera.

1.3. Titulacdo viral apés o teste decitotoxidade

ApoOs o teste de citotoxidade, foi realizada, novamente, outra placa para avaliar a titulagcdo
viral do extrato etéreo. Depois de observar o resultado, é possivel dizer que a acdo antiviral do

extrato etéreo, provavelmente, esteja em uma concentracao toxica a célula (Figura 3).

CC CV Ext.1

1116
1132
1/64
1128
1/256
11512
1/1024

1/2048

1/4096

Figura 4. Placa de titulacdo viral ap0s o teste de citotoxidade. Virus EMC.

14. SEPARACAO POR PESO MOLECULAR DO EXTRATO ETEREO E DO ACIDO DIVARICATICO
PURIFICADO POR CROMATOGRAFIA UTILIZANDO COLUNA DE GELFILTRACAO

A cromatografia por Gel Filtracdo foi utilizada para fazer a separacéo das substancias que

compdem o extrato e o acido divaricatico purificado por peso molecular. Comparando-se



os dois gréficos, observa-se que ha diferengas na composic¢do do extrato e do acido divaricatico
purificado. No gréafico do extrato foi possivel ler nos comprimentos de onda 214, 254 e 280 nm,

peptideos, nucleotideos, e proteinas, respectivamente (Figura 5).

Figura 5. Cromatografia de coluna por gel filtracdo do extrato etéreo de Ramalina aspera. Curvas em azul
UVI 280nm indicam proteinas; Curvas em vermelho UVI 254 nm indicam nucleotideos; curvas roxo 214 nm

indicampeptideos.

Figura 6. Cromatografia por gel filtracdo do acido divaricético

Observa-se que as fracdes que apareceram no grafico dos extratos, se mantiveram no
gréafico do acido divaricatico purificado, porem mais livre de outras moléculas. Ja nos tubos 19 a
22 do extrato etéreo observa-se, que as fracGes se sobressaem, mas ainda é encontrado outras
moléculas. No gréafico do &cido divaricético puro, as fracdes apresentam-se mais separados.

Mesmo com a separacdo ndo houve purificacdo de proteina, talvez ndo seja proteina, pois
com os solventes organicos utilizados pra extrair fendis podem ter degradados a proteina. A
fracdo que teve atividade, pode ser uma substancia/molécula que s6 aparega nas extracdes para

fendis.
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15.

ANALISE EM SDS-PAGE EM GEL DEPOLIACRILAMIDA

A andlise feita em SDS-PAGE de Gel de Poliacrilamida identificou o peso molecular da
proteina encontrada no extrato etéreo. A figura 4 mostra que a proteina tem peso molecular de 72
KDa. Honda, 1998

170
130
95

72
56

43
34

26

PM 1
SDS-PAGE Ext. do liquen

Figura 5. PM= Peso molecular da proteina encontrado no extrato etéreo através do teste de SDS-PAGE em Gel de
Poliacrilamida.

2. CONCLUSAO

Os testes de titulacdo viral mostraram que a acdo antiviral, do extrato etéreo, possa estar numa
concentracdo que é prejudicial a célula. O acido divaricatico teve efeito antiviral para o virus da
influenza HIN1. Néo foi possivel ver a agdo antiviral contra o virus do sarampo ate 0 momento.
A Cromatografia utilizando Coluna de Gel filtracdo fez a separacéo de peptideos, nucleotideos, e
proteinas, respectivamente nos comprimentos de onda: 214 254 e 280 nm, porem ndo houve
purificacdo de nenhuma dessas fracbes separadas. O peso molecular da possivel proteina
encontrada no extrato etéreo foi de 72 KDa. Ndo foi possivel ver pesos molécula das fracdes
separadas na cromatografia do acido divaricatico purificado. A fracdo que teve atividade pode ser

uma substancia que s6 apareca nas extracdes para fendis ou uma molécula muito pequena.
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