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RESUMO

O liquen é formado por uma associacao simbiética entre fungo e alga. Esses organismos
produzem substancias resultantes de rotas secundarias, denominadas substancias
liquénicas. Compostos obtidos de liquens sdo importantes em atividades farmacoldgicas tais
como antiviral, antibidtica, antifingica e antimicrobiana. No presente trabalho foi estudada a
atividade antimicrobiana de extrato de Cladina dendroides. Para obtencédo dos extratos
organicos, o material liguénico de peso (10,65q) previamente limpo e seco foi macerado e
acondicionado em erlenmeyer. A este, adicionou-se 100 mL de éter dietilico, seguindo-se
agitacao por 10 min., sendo posteriormente mantido a 6°C por 24h. ApGs esse tempo, a
mistura foi filtrada em papel de filtro e o extrato etéreo obtido foi mantido & temperatura
ambiente (28+3°C). Acrescentou-se ao residuo liquénico 100 mL de cloroférmio sob as
mesmas condi¢des da extracdo anterior. Apos 24h o processo foi repetido com acetona. Os
extratos foram evaporados a temperatura ambiente, em seguida mantidos em dessecador
até a obtencéo de peso constante. A analise da composicao fendlica dos extratos organicos
foi efetuada através de Cromatografia em Camada Delgada. A atividade antimicrobiana in
vitro foi realizada por meio do método de difusdo em meio sélido utilizando-se discos de
papel (Bauer et al., 1966) e o método de diluicho em caldo. As bactérias utilizadas nos
testes foram Acinetobacter baumannii (ATCC-19606), Escherichia coli (ATCC-25922)i,
Salmonella typhimurium (ATCC-14028, Shigela flexneri (ATCC-12022), Enterobacter
cloacae (ATCC-13047), Enterococcus faecalis (ATCC-29212), MRSA (Staphylococcus
aureus resistente a meticilina) (cepa clinica), Streptococcus pyogenes (cepa clinica),
Staphylococcus aureus (ATCC-29213) e Kocuria rhizophila (ATCC-93041). As placas foram
incubadas a 37°C por 24h. Foi utilizado como padrdo o antibidtico cloranfenicol. Os
resultados foram avaliados através da mensuracao do halo de inibicdo ao redor dos discos e
expressos em milimetros, comparados com do padrdo, cloranfenicol. Os resultados
mostraram eficientes sendo o melhor rendimento obtido com o extrato etéreo (1,023%)
seguido por cloroférmico (0,084%) e acetbnico (0,075%). A analise cromatografica dos
extratos apresentou um padrdo de bandas distinto para os trés extratos, sendo observada a
presenca do acido barbético (Rf 0,57) nos extratos etéreo e cloroférmico. Foram observados
ainda trés bandas néao identificadas, duas no extrato cloroférmico (Rfs 0,71 e 0,78) e uma
banda no extrato aceténico (Rf 0,14). O extrato etéreo apresentou-se ativo frente a bactéria
A. baumannii com um halo de 10 mm de inibicdo pelo método do disco e ativo contra
Salmonella com concentracao inbitéria de 0,078 mg/mL, MRSA ferida com 0,009 mg/mL e
S. aureus 0,16 mg/mL pelo método de diluicdo em caldo. O extrato etéreo demonstrou
relevante potencial antimicrobiano. Uma vez que é constituido por &cido barbértico é
possivel que este composto seja o responsavel pela acao antimicrobiana observada.

Palavras chave: Metabdlitos. Bactérias. Acido barbartico.



ABSTRACT

The Lichen is composed of a symbiotic association between a fungus and algae.
These organisms produce substances resulting from secondary pathway, called
lichenic substances. Compounds obtained from lichens are important in
pharmacological activities such as antiviral, antibiotic, antifungal and antimicrobial. In
the present work was to study the antimicrobial activity of Cladina dendroides extract.
To obtain the organic extracts, the lichen material (10,65 g) cleansed and dry was
macerated and packaged in flask. This, added 100 mL of diethyl ether, followed by
stirring for 10 min, and then maintained at 6° C for 12h. After that time, the mixture
was filtered in filter paper and the ether extract obtained was kept at room
temperature (28 £ 3° C). Added to 100 mL of chloroform lichenic residue under the
same conditions as the previous extraction. After 12h the process was repeated with
acetone. The extracts were evaporated at room temperature, then kept in a
desiccator until getting constant weight. The phenolic composition analysis of organic
extracts was performed by thin-layer chromatography. Antimicrobial activity in vitro
was performed via the diffusion in solid medium using paper discs (Bauer et al.,
1966) and the broth dilution method. The bacteria used in the tests were
Acinetobacter baumannii (ATCC-19606), Escherichia coli (ATCC 25922-),
Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Shigella flexneri (ATCC-12022),
Enterobacter cloacae (ATCC-13047), Enterococcus faecalis (ATCC-29212), MRSA
(Methicillin-resistant  Staphylococcus aureus) (clinical strain), Streptococcus
pyogenes (clinic strain), Staphylococcus aureus (ATCC-29213) Kocuria rhizophila
and (ATCC-93041). The plates were incubated at 37° C for 12:00 am. Was used as
the standard antibiotic chloramphenicol. The results were evaluated by measuring
the halo of inhibition around discs and expressed in millimeters, compared with the
standard,c. The extraction method was shown to be efficient and the best
performance obtained by the ether extract (1.023) followed by chloroformic
(0.084mg/ml) and acetonic (0.075mg/ml). The chromatographic analysis of the
extracts showed a pattern of distinct bands for the three extracts, being observed the
presence of barbatic acid (Rf 0.57) in ethereal and chloroformic extracts. Were
observed three unidentified, two bands in chloroformic extract (Rfs 0.78 and 0.71)
and a band in acetonic extract (Rf 0.14). The ether extract performed active front
bacteria A. baumannii with a halo of 10 mm of inhibition by hard and active against
Salmonella with inhibitory concentration of 0.078 mg/ml and MRSA wound with 0.009
mgml broth dilution method and S.aureus 0,16 mgml. The ether extract demonstrated
relevant antimicrobial potential. Since it is made up of barbatic acid it is possible that
this compound is responsible for the antimicrobial action observed.

Keywords: Metabolites. Bacterium. Barbatico acid.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2002), 80% da
populacdo dos paises em desenvolvimento usam quase que exclusivamente a
medicina tradicional, tendo os vegetais como maior fonte de medicamentos.
Séao cerca de 3,3 milhdes de pessoas utilizando mais de 9.000 espécies de
vegetais, entre monocotiledbneas, dicotiledoneas, briofitas, pteridofitas e

liquens.

O liquen é um organismo de dificil classificacdo taxonémica oriundo de
uma associacédo simbidtica entre fungo e alga (CULBERSON, 1972). Produzem
substancias resultantes de rotas secundéarias, denominadas substancias
liquénicas. Sabe-se que se trata de derivados fendlicos e carboidratos, sendo
que estes metabdlitos sdo os principais responsaveis por grande parte de sua
atividade bioldgica (HALE-JR, 1983).

Compostos derivados de liquens sé&o descritos em numerosos trabalhos
de diversos pesquisadores por sua ampla gama de atividades farmacoldgicas
tais como antinoceptiva (MAIA et al., 2002), antitumoral (FALCAO et al. 2002)
antiviral (ESIMONE et al. 2007), antibiotica(PIOVANO et al., 2002), antifungica
(SHRESTHA, 2014), mutagénica (GULLUCE, 2011) e citotoxica (ARAUJO,
2014).Além destas € citado a atividade antimicrobiana (MARTINS, 2010),

objetivo desta pesquisa.

Os metabdlitos secundarios liquénicos sdo classificados em grupos
guimicos bioenergeticamente relacionados, tais como: depsideos, depsidonas,
dibenzofuranos e acidos Usnicos (NASH Ill, 2008). Esta ampla diversidade de

compostos é oriundo das vias do acido xiquimico mevalonicoe.

A presenca dos derivados fendlicos do liquen € determinante para a sua
atividade antimicrobiana. Existem diversos mecanismos propostos para a agao
destes compostos, no entanto poucas vias foram confirmadas. Entretanto,
menciona-se sua possivel acdo relacionada a acidificacdo da célula bacteriana

e consequente, ruptura de membrana, inativagdo enzimatica, e interferéncia
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no processo de transporte de eletrons durante a fosfarilagdo oxidativa
(MUELLER, 2001; RANDHIR et al,.2004; VATTEM et al., 2004).

BRISKIN, (2000) menciona que produtos do metabolismo secundario
envolvidos na defesa e possuidores de atividade citotoxica contra patdégenos
podem ser Uuteis como agentes antibacterianos. Além da atividade
antimicrobiana de metabdlitos extraidos de plantas, um novo conceito na
utilizacdo desses produtos vem sendo, a associacdo com antimicrobianos
sintéticos (COUTINHO et al, 1999; MATIAS et al, 2010).

Os varios compostos do metabolismo dos liqguens interessam ao homem
principalmente por sua potencialidade em se tornar um produto terapéutico.
Muitos desses componentes, quando utilizados em doses adequadas, podem

converte-se em medicamentos (HONDA et al, 2010).

Desta forma este trabalho tem como meta contribuir para um maior
conhecimento da acédo antimicrobiana de Cladina dendroides e de seu produto
0 acido barbatico. Contribuindo para aprofundar os estudos a respeito do

potencial biotecnoldgico da liquenoflora nordestina.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas morfologicas dos liquens

Cladonia € o maior dos 12 géneros reconhecidos para a familia
Cladoniaceae, e possui atualmente mais de 400 espécies conhecidas em todo
o mundo, o género pode ser dividido em quatro Supergrupos: Cladonia,
Perviae,Cocciferae e Crustaceae.(STENROOS et.al., 2002).Supergrupo Crusta
ceae inclui o género Cladina, (AHTI 2000).

As substancias liquénicas sdo responsaveis pela maioria das utilidades
econdmica e dos beneficios curativos advindos dos liquens (NASH Iil, 1996),
tais como: atividade antitumoral, antibacteriana, antipirética, anti-inflamatoria,
antiviral, analgésica, e ainda como indicador biogeografico, possui também a
capacidade de produzir 6leos essenciais e substancias fixadoras de perfume,
corantes de tecidos, graxas e 6leos (MOTA-FILHO et al., 2007).

Os liguens ndo é um grupo considerado uma unidade taxonémica, e sim
um grupo biolégico com um modo de nutricho compartilhada, possuindo
caracteristicas impares, o que os torna complexos (RAVEN, et al., 1996).
Sendo um grande desafio organizar fungos e algas liguenizadas e a0 mesmo
tempo os organismos néo liquenizados, Pois o fungo é considerado dominante
(DEPRIEST, 2004).

Liguens sdo organismos simbidticos compostos por um fungo
(denominado micobionte) e algas ou cianobactérias (denominada fotobionte).
Embora possuam uma descricdo simples, estes organismos séo, na verdade,
comunidades extremamente complexas (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007).

O componente fotossintético € constituido por algas unicelulares
pertencentes as divisbes Chloropycophyta e Cyanophycophyta. Os fungos séo
na maioria Ascomycota, e em menor porcdo, Basidio e Deuteromicota,

formadores dos Asco, Basidio e Deuteroliquens (NASH Ill, 1996).
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Uma das caracteristicas dos liquens é possuir uma alta afinidade com o
ambiente em que vivem, indicando desde a umidade do ar até a acidez do
substrato rochoso, além de demonstrarem alta sensibilidade a inGmeros tipos
de poluentes, sendo portanto 6timos bioindicadores de ambientes e da
qualidade do ar uma vez que possuem a capacidade de absorver e reter
contaminantes atmosféricos em suas células, funcionando também como
biomonitores (MOTA-FILHO et al., 2007)

Os liguens podem ser agrupados em 3 categorias morfolégicas, crustoso
crescem incrustados no substratos, foliosos sdo mais parecidos com folhas e
os fruticosos possuem projecfes semelhantes a dedos. ( TORTORAet al,
2012).

Figura 1l - Liquens crustoso, folioso e fruticoso

/,///-Fruticoso
—
Nl

,/
Crustoso

Fonte: TORTORA, 2012, p.340.
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Figura 2 - Liquen fruticoso do género Cladina dendroides

Fonte: Gumboski, 2009

2.2 Metabdlitos secundérios liquénicos

O estudo quimico dos liquens foi iniciado no século XIX com os
pesquisadores alemaes (ZOPF, 1907) e (HESSE, 1912), (apud,PEREIRA
1996). Esses estudos continuaram no sentido de desenvolver métodos mais
simples e especificos de extracdo, purificacdo e identificacdo de substancias
liquénicas, bem como técnicas cromatograficas especificas (ASAHINA;
SHIBATA, 1954; CULBERSON, 1972; LEGAZ; VICENTE, 1983).

Mais de 800 metabdlitos secundarios liquénicos foram descobertos
(HAUCK; HUNECK, 2007). Dentre estas moléculas sao identificados
depsideos, depsidonas, dibenzofuranos, acidos usnicos e derivados do acido
pulvinico (HONDA et al., 1998).

Diversos destes compostos sdo exclusivos da micota liquenizada (ELIX
1996). A producéo de tais compostos varia em funcao de diversos fatores como
a sazonalidade (PEREIRA, 1989), temperatura, umidade e luminosidade
(RIBEIRO et al., 2006).
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As substancias quimicas produzidas pelos liquens sdo agrupadas de
acordo com a localizagdo do talo em produtos intracelulares e extracelulares,
sendo o talo liquénico uma estrutura composta. Alguns compostos sé&o
sintetizados pelo fungo outros pela alga. Os produtos intracelulares estéo
ligados a parede fungo (carboidratos, vitaminas, aminoacidos e proteinas)
(HALE JR., 1983).

Os produtos extracelulares frequentemente chamados de metabdlitos
secundarios sao encontrados na medula e no cortex do fungo. A concentracéo
de metabdlitos secundarios pode variar de 0,1 a 10% em relacdo ao peso seco
do talo liguénico embora em alguns casos a concentracdo possa ser mais alta
(HALE JR., 1983; HUNECK; YOSHIMURA, 1996). O estudo sistematico das
substancias quimicas resultantes do metabolismo secundario teve inicio
guando isolaram os acidos pulvinico, picroliquénico e Usnico respectivamente
(YOSHIMURA et al., 1996).

A eficiéncia dos extratos liquénicos é atribuida aos metabdlitos
secundarios Unicos que eles produzem (FANKOS, 2005). Dentre as
substancias encontradas, o acido Usnico é um importante agente
antimicrobiano (VARTIA, 1973).

Figura 3 - Modelo esquemético da anatomia de um talo liquénico

Fonte: Pereira, 2000

Legenda: A - Alga; B - Hifas medulares; C — hifas corticais.
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Figura 4 - Estrutura quimica do acido usnico

O CH,

OH

CH;

CH, |
OH (o] I:Ha_

Fonte: Huneck, 1996.

Legenda: Modelo estrutural plano do &cido Usnico com destaque para o carbono quiral.

A estrutura do acido Usnico consta de uma unidade aromética
dihidroxilada de carater fendlico (anel A) e a ela ligada uma funcao cetbnica e
um grupo metila. O anel B, ciclico de seis carbonos com insaturagdo, contém
uma metila, dois grupos cetbnicos e uma hidroxila.Possui um anel furano
unindo os anéis A e B, seus cristais de cor amarela variam com solventes
utilizados (ASAHINA.; SHIBATA, 1954).

Figura 5 - Estrutura quimica do acido barbatico

CH, cH,
( - 00C OH
5
CH;O/ ™ on coon
CH;, “Hy

Fonte: Vasconcelos, 2005.

O acido barbatico figura 5, é um depsideo formado por dois aneéis
aromaticos interligados entre si por uma ligagéo éster. Em um agrupamento do

anel, apresenta um grupo carboxilico (PEREIRA, 1998) seus cristais possuem
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cor amarelo palido e dissolvem-se facilmente em éter, etanol, acetona e
cloroférmio (HUNECK; YOSHIMA, 1996).

2.3 Atividades antimicrobianas

Antibidticos sdo compostos capazes de inibir o crescimento de
microrganismos. Farmacos contra atividade antimicrobiana sdo extremamente
relevantes na saude humana, o desenvolvimento de tais moléculas &, sem
davida, um marco na histéria cientifica humana. Desde o descobrimento da
penicilina por Fleming, varias vidas foram salvas. Entretanto os antibioticos
estdo entre os farmacos mais indiscriminadamente prescritos. Uma vez que 0s
microrganismos tém a capacidade de se adaptar uma consequiéncia inevitavel
€ a selecdo de microrganismos mais resistentes (KATZUNG, 2006). Este

fendbmeno é chamado de resisténcia.

Antes mesmo do surgimento dos antibiéticos, os liquens ja eram usados
como agentes antimicrobianos, sendo parte dos primeiros cuidados para com

a saude em paises como Argentina, Etidpia e China. (AKINYEMI et al., 2005).

Os produtos de origem natural, sendo eles puros ou extratos
padronizados sdo uma fonte ilimitada de probabilidade de criacdo de novos
farmacos devido a diversidade bioldgica existente. Além do mais ndo causam
efeitos colaterais ao individuo que esta fazendo uso, sendo menos toxicos
(GAYATHRI; SWAMY, 2012).

A presenca dos derivados fendlicos do liquen é determinante para a sua
atividade antimicrobiana. Estes substancias geralmente acidificam a célula
bacteriana conseqientemente, ropem de membranas citoplasma causa, inativa
as enzimas, e interfere no processo de transporte de elétrons e na oxidativo
fosforilagdo (MUELLER, 2001; RANDHIR et ai,.2004; VATTEM et al., 2004).

O processo de dissociacdo de H + pode levar a uma acidificacdo da
superficie da membrana plasmatica do microrganismo, o que resulta em H +
ATPase de ruptura que € necessario para a sintese de ATP (VATTEM et ai,
2004;. MAEDA et al., 1999).
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As bactérias gram-positivas sdo mais sensiveis a estes compostos,
apresentando uma membrana simples (VATTEM et al., 2004). Sabe-se que os
compostos fendlicos, em geral, sdo capazes de dissociacao idnica o que torna
possivel justificar a atividade antimicrobiana do acido barbatico (MUELLER,
2001, RANDHIR et al., 2004).

O extrato de Cladina dendroides e a atranorina,foram capazes de inibir
as contor¢cfes abdominais induzidas por acido acético. Entretanto, ndo foram
capazes de afirmar se a reducao das contor¢des se deu por sedagéo, por

mudancas da funcdo motora ou por mecanismo periférico (MAIA et al., 2002).

Na maioria das bactérias gram-positivas, a parede celular consiste em
muitas camadas de peptideoglicana, formando uma estrutura espessa e rigida
e acidos teicoicos. As gram-negativas consistem em uma ou poucas camadas

de peptideoglicana e uma membrana externa (TORTORA et. al., 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro dos extratos organicos de
Cladina dendroides liquen, bem como caracteriza-los cromatograficamente.

3.2 Objetivos especificos

Obter os extratos quimicamente.

Obter e caracterizar cromatograficamente a composicédo fendlica dos
extratos organicos do liquen Cladina dendroides.

Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro dos extratos organicos de
Cladina dendroides liquen em bactérias.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencdes do material liguénicos

As amostras do liquen Cladina dendroides foram coletadas no municipio

de Mamanguape, no estado da Paraiba, Brasil.

4.2 Preparacgdes dos extratos organicos

Para obtencéo dos extratos organicos, o material liquénico foi pesado e
previamente limpo e seco com o0 peso (10,65g) sendo macerado e
acondicionado em erlenmeyer. A este, adiciona-se 100 mL de éter dietilico,
seguindo-se agitacdo por 10 minutoa sendo posteriormente mantido a 6°C por
24h. Apos esse tempo, a mistura filtrada em papel de filtro e o extrato etéreo
obtido foi mantido a temperatura ambiente (28+3°C). Acrescenta-se ao residuo
liquénico 100 mL de cloroférmio sob as mesmas condicbes da extracdo
anterior. Apos 24h o processo devera ser repetido com acetona. Os extratos
sdo evaporados a temperatura ambiente em seguida colocado em dissecador

até a obtencao de peso constante.

4.3 Analises dos fendis liquénicos de Cladina dendroides

A analise da composicdo fendlica os extratos organicos foi efetuada
através de Cromatografia em Camada Delgada (CCD). As cromatografias
foram realizadas utilizando-se placas de silica gel Merck F254. A fase movel
utilizada era constituida de tolueno/dioxano/acido acético (180:45:5 v/v), de
acordo com a metodologia descrita por Culberson (1972). Os extratos
organicos (éter, cloroférmio e acetona), foram diluidos em seus respectivos
solventes e aplicados a placa (1ml), com o auxilio de capilares de vidro. Em
seguida as placas foram colocadas em cuba apropriada para corrida e foi

efetuada a eluicdo vertical da placa. Posteriormente as bandas submetesse a
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visualizacao sob luz UV (254 e 366nm) e reveladas através da pulverizacao de
solucdo de &cido sulfurico a 10%, e posterior aquecimento a 100°C. As bandas
foram identificadas através da andlise de seus Rfs e reacdo de coloracdo, com

comparacao com aqueles do padréao de acido barbatico e acido usnico.

4.4 Ensaios antimicrobianos in vitro

4.4.1 Micro-organismo teste

Para a atividade antimicrobiana in vitro foram selecionadas dez bactérias
para 0s ensaios. As bactérias selecionadas foram: Acinetobacter baumannii
(ATCC-19606), Escherichia coli (ATCC-25922)i, Salmonella typhimurium
(ATCC-14028, Shigela flexneri (ATCC-12022), Enterobacter cloacae (ATCC-
13047) como bactérias Gram- negativas. Enterococcus faecalis (ATCC-29212),
MRSA ferida (cepa clinica) Streptococcus pyogenes (cepa clinica)
Staphylococcus aureus (ATCC-29213) Kocuria rhizophila (ATCC-93041) como
bactérias gram-positiva. Os testes foram realizados em duplicata e realizados
no laboratério de Microbiologia e Imunoldgia do Centro Académico de Vitoria —
UFPE/CAV.

4.4.2 Teste de difusdo em meio sélido com disco de papel

Os ensaios de atividade bacteriana foram efetuados seguindo-se a
metodologia descrita por Kirby — Bauer (1966) seguindo o protocolo descrito na
Norma Técnica M2-A8 da ANVISA (2003). Foi utilizado o meio de cultura caldo
Muller-Hinton (HC) em placas de petri. As suspensdes microbianas foram
padronizadas de acordo com a turvacao equivalente ao tubo 0,5 da escala
nefelométrica de McFarland, que corresponde a aproximadamente 1,5 x 108
UFC/mL para bactérias em solucéo salina a 0,9%, e posteriormente semeado
com swab sobre o meio de cultivo. Apos isso os discos de papel foram
aplicados sobre o meio, previamente embebidos com 20uL de solugbes a 1,0
mg.mL-1 de cada extrato organico. Os discos foram preparados e mantidos em

ambiente estéril até a evaporacdo dos solventes. Entdo as placas foram
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incubadas a 37°C por 24h. Discos de cloranfenicol (30ug) foram utilizados
como controle positivo. Os resultados analisados pela mensuragdo dos halos
de inibicdo ao redor dos discos, sendo expressos em milimetros (mm), onde de
0-10 foram considerados com pouca atividade, 10 — 20mm atividade média e a
partir de 20mm, € considerada de boa atividade. Os ensaios foram realizados

em duplicata.

4.4.3 Teste de microtitulacao

Para os testes da atividade antimicrobiana para microtitulacdo os ensaios
de atividade bacteriana foram efetuados seguindo-se a metodologia descrita
por Kirby — Bauer (1966) seguindo o protocolo descrito na Norma Técnica M7-
A6 da ANVISA (2003). Foram selecionadas duas bactérias uma gram positiva e
outra gram negativa. Na primeira etapa foram distribuidos 95 uL do meio caldo
Mueller-Hinton em todos os pog¢os da placa de 96 pocos, em seguida foram
adiconado 5 pL de bactérias diluidas a 1,5 x 10°UFC/m| nos pogos menos o
poco 12, em seguida, adicionou-se 0,0075 Mg dO extrato cloroférmico, 0,0050
Mg do extrato acetdnico e 0,0050 Mg do extrato éterio. Foi feita uma deluicdo
seriada, foram utilizadas para a solucao padrédo, controles positivos e negativos
do ensaio. As placas foram colocadas na estufa a 37°C por 24 hs. Nas placas
de Petri contendo o meio Agar M.H foi semeados uma algada de 1 uL do pogo
onde houve inibi¢cdo visual do crescimento bacteriano a placa foi colocada na
estufa a 37°C por 24 h, neste processo foi observado que os extratos tem a

menor concentracdo bactericida (CBM).
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5 RESULTADOS E DISCURSSAO

5.1 Andlises dos fendis liquénicos de Cladina dendroides

O método de extracdo mostrou-se eficiente sendo o melhor rendimento
obtido para o extrato etéreo (1,023%) seguido pelo cloroférmico (0,084%) e
aceténico (0,075%). A analise cromatografica dos extratos apresentou um
padrdo de bandas distinto para os trés extratos. Sendo observada a presenca
do acido barbatico (Rf 0,57) nos extratos etéreo e cloroférmico. Foram
observadas ainda trés bandas néo identificadas, duas no extrato cloroférmico
(Rfs 0,71 e 0,78) e uma banda no extrato acetonico (Rf 0,14). Nao foi
identificada a presenca da acido usnico (Rf. 0,81) na amostra analisada
(Figura 6). Pode ser observado o desenvolvimento dos extratos de Cladina
dendroides. (HUOVINEN; AHTI 1986) atribuem para esta espécie a atranorina
como principal componente, assim como a presenca dos acidos protocetrarico
e fumarprotocetrarico. Por outro lado, (LEGAZ et al, 1987) referem a presenca
do &cido usnico em Cladina dendroides. Estes dados foram confirmados por
(PEREIRA, 1989). Entretanto, nos testes aqui realizados, estes compostos néao

foram detectados.

Figura 6- Cromatografia em camada delgada dos extatos

Legenda:

E. representa o extrato etéreo,
C. o Cloroférmico,

A. 0 Acetbnico,

B. e U. sdo os padrdes de
acido usnico e acido babartico
com seus Rfs respectivamente

Fonte: Santos Neto, 2015
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5.2 Atividade antimicrobiana pelo Teste de difusdo em meio solido com
disco de papel

Os halos de inibicdo sdo apresentados na tabela 1, na forma de média.
Os resultados mostraram que apenas o extrato etéreo de Cladina dendroides
mostrou-se ativo frente as bactérias gram- negativa estudadas, sendo pouco
efetivo para Acinetobacter baumannii, (10 mm), dados apresentados na figura
7. Pode-se observar ainda que 0s extratos acetdnico e cloroférmico nao
apresentaram atividade, pois estes compostos nao apresentam a mesma
composicdo quimica que o extrato etéreo, sugere-se que 0 principio ativo da
espécie corresponda ao acido barbatico, ausentes nestes extratos e presentes
no extrato etéreo. Os extratos, entretanto, foram menos ativos que o
cloranfenicol que apresentou 30 mm e 40 mm de halo de inibicdo frente as
respectivas cepas. Os extratos cloroférmico e acetdnico ndo demonstraram
nenhum potencial inibitério. Estes resultados estéo de acordo com, (NOBREGA
2012) que comprovou a atividade antimicrobiana de Parmotrema andinum
principalmente com o extrato etéreo, contra linhagens de Micrococcus lutteus,
Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus com halos de inibicdo entre 8 e 13
mm de diametro. (FALCAO 2002) comprovou a atividade dos extratos
organicos de Heterodermia leucomela, assim como dos &cidos difractaico,
asnico, e da atranorina frente aos microrganismos Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Streptococcus faecalis, que sédo bactérias gram-positivas, com

halos de inibicdo tiveram variacdo de 10 a 20 mm.
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Figura 7 - Halos de inibicdo do extrato do liguen Cladina dendroides frente a
Acinetobacter baumani no teste de difusdo em meio sélido

Legenda:

C. clorafenicol,

E.A extrato acetbnico,
E.C Extrato cloroférmico
E.E extrato etéreo.

Fonte: Santos Neto, 2015

Tabela 1 - Determinacgao do halo de inibi¢cdo dos extratos organicos frente as bactérias
gram-positivas e gram-negativas no teste difusdo em meio s6lido com disco de papel,
em relacédo, ao farmaco cloranfenicol.

Atividade antibacteriana de difusdo em meio sélido com
disco de papel liquen Cladina dendroides.

Espécies bactérias
Diametro dos halos de inibicdo em milimetros
dos extratos organicos.

Acetbnico Cloroférmico Etérico Cloranfenicol

A.baumani 0 0 10 40
K. rhizophila 0 0 0 33
Salmonella 0 0 0 32
E. coli 0 0 0 30

S. flexneri 0 0 0 32
E .cloacae 0 0 0 30
MRSA ferida 0 0 0 21
S. aureus 0 0 0 30
S. pyogenes 0 0 0 32
E. fecalis 0 0 0 30

Fonte: Santos Neto, 2015

No teste de difusdo usou-se uma maior concentracdo, 0s extratos
cloroférmico e acetdnico nem mesmo apresentaram atividade inibitoria quando
foram utilizados nos testes de difusdo. A auséncia de uma zona de inibicdo ndo

significa necessariamente que o extrato seja inativo frente ao micro-organismo
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testado, mas sim que a difusdo ndo pode ter sido completa, especialmente
para 0s compostos menos polares que se difundem mais lentamente no meio
de cultura. Apenas o extrato etéreo apresentou inibicdo frente A. baumani.
Outros fatores que interferem no teste de difusdo em papel sédo: tamanho das

moléculas no extrato e polaridade.

5.3 Teste de microtitulacéo

As concentracfes minima inibitéria (MIC) sdo apresentados na tabela 2,
na forma de diluicio em mg/mL. Os resultados mostraram que o extrato etéreo
de Cladina dendroides mostrou-se mais ativo frente as bactérias gram-positiva
e gram- negativa estudado, sendo mais efetivo contra as bactérias Salmonella
com uma concentracdo minima de 0,078 mg/mL, Staphylococcus aureus 0,16
mg/mL e MRSA ferida com uma concentracdo minima 0,009mg/ml. O extrato
etéreo, entretanto, foi mais ativos que o padrao cloranfenicol e a tetraciclinica
que apresentavam concentracdo minima padrdo de 0,39 mg/ml frente as
respectivas cepas.Estes resultados esta de acordo com, (PIOVANE 2002) que
verificou baixa MIC (15-17ug / mL) de acido divaricatico contra S. aureus. Os
extratos cloroférmico e acetdnico demonstrou potencial inibitério mas nao com
uma concentracdo minima em relacdo aos padrées. O extrato etéreo
apresentou uma eficiente atividade inibitéria frente as bactérias Gram-negativa
e bactéria Gram-positiva. E de grande importancia resultados positivos para
bactérias gram-negativas, pois a maiorias das drogas e extratos sao utilizados
mais para bactérias gram positivas, pois sdo poucas eficientes para sua
inibicdo. (HALE 1983) Eles verificaram baixa eficiéncia dos compostos
liquénicos frente a bactérias Gram-negativas como Escherichia, Salmonella e
Shigella. Desta forma, no nosso estudo observou-se excelentes resultados
antimicrobiano com o extrato etéreo, sugerindo que a atividade do extrato
etéreo, estaria relacionada com a presenca de &cido barbético.
(ESIMONE;ADIKWUU 2002) publicaram resultados relevantes em relacdo as
atividades antibacteriana, frente a isolados clinicos de Staphylococcs aureus de

Ramalina farinace.
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Figura 8 - Concentragcdo minima inibitéria (MIC) e concentragdo minima bactericida
(CBM).

Legenda:

Em (A) placa de microtitulagéo
com inibicdo visual (MIC)
em (B) placa de petri com
inibicdo bactericida dos pocos
gue houve inibigéo visual
(CBM)
em (C) representacdo
esquematica das diluicdes dos
metabdlitos e calculo das

C diluicbes

Fonte: Santos Neto, 2015

Tabela 2 -Determinacgado da concentragdo minima inibitdria dos extratos orgéanicos frente
as bactérias gram-positivas e gram-negativas no teste de microtitulagdo, em relagdo ao
farmaco padréo cloranfenicol e tetraciclina.

Atividade antibacteriana do teste de microtitulagéo liquen Cladina
dendroides.

Espécies bacterianas
Concentracdo minima inibitéria (MIC) em mg/ml
Acetbnico  Cloroformico  Etéreo  Cloranfenicol Tetraciclina

A.baumani 0,63 0,94 0 0,39 0,39
K. rhizophila 0,63 0,47 0 0,39 0,39
Salmonella 0,63 1,88 0,078 0,39 0,39
E. coli 0 0 0 0,39 0,39
S. flexneri 0,63 0,47 0 0,39 0,39
E. cloacae 0,63 1,88 0 0,39 0,39
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MRSA ferida 0,63 0,94 0,009 0,39 0,39

S. aureus 0,63 1,88 0,16 0,39 0,39
S. pyogenes 1,30 1,88 0 0,39 0,39
E. fecalis 0 0 0 0,39 0,39

Fonte: Santos Neto, 2015

O método de microdiluicho em caldo possibilitou a visualizacdo da
atividade inibitéria dos extratos em menores concentracbes. Pode ser
observado que os extratos cloroférmico e acetbnico apresentaram atividade
inibitéria quando foram utilizados em menor concentracdo, mas nao tiverem um
excelente resultado em relacdo aos padrbes. Além disso, 0s extratos
cloroférmico e acetdnico foram ativos contra mais espécies de bactérias. O
extrato etéreo mostrou excelente atividade antimicrobiana, principalmente para
bactéria gram-negativa Salmonella (0,078 mg/mL) e gram-positivas MRSA

ferida (0,009mg/mL) e Staphylococcus aureus (0,16 mg/mL).
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6 CONCLUSAO

A andlise em cromatografia em camada delgada identificou a presenca
de acido barbatico no extrato etéreo e cloroférmico, além de trés bandas nao
identificadas, uma no extrato acetbnico e duas no extrato cloroférmico. Dentre
os trés extratos de Cladina dendroides, o etéreo demonstrou excelente
atividade antimicrobiana nos dois testes realizados frente as bactérias gram-
positivas e gram-negativas. O extrato etéreo demonstrou relevante potencial
antimicrobiano, uma vez que € constituido por acido barbético € possivel que

este composto seja o responsavel pela acdo antimicrobiana observada.
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