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RESUMO 

 

O líquen Cladonia verticillaris apresenta metabólitos secundários bioativos como os 

ácidos fumarprotocetrárico (FUM) e protocetrárico (PRO). O gênero Cladonia apresenta 

atividade antitumoral, antiinflamatória, antipirética e é utilizada na medicina popular para 

tratar doenças do trato respiratório (irritação da garganta, tosse, asma e tuberculose). 

Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade expectorante/mucolítico e 

antioxidante do ácido fumarprotocetrárico em camundongos swiss albino. Métodos: O 

FUM foi extraído e purificado a partir do extrato acetônico de C. verticillaris. A fim de 

avaliar a atividade expectorante do FUM foi utilizado o método de quantificação de 

vermelho de fenol no lavado broncoalveolar. Quando este é administrado por via 

intraperitoneal em camundongos swiss. Os animais foram tratados com FUM (25, 50 ou 

100 mg/kg por via oral ou intraduodenal e 12,5, 25 ou 50 mg/kg, por via intraperitoneal. 

Os grupos controles receberam pelas mesmas vias solução salina a 7,5 mL/kg ou 

ambroxol 1 mg/kg). A atividade antioxidante foi avaliada pelo método ácido 

tiobarbitúrico (TBARS) em tecido pulmonar dos camundongos, tratados com o FUM a 

25, 50 ou 100 mg/kg por via oral), depois de receber a solução de LPS a 1 mg/kg via 

intrapleural. O mesmo protocolo foi adotado para os grupos controles (salina 7,5 mL/kg, 

por via oral ou N-acetilcisteina, 20mg/kg, por via oral). Resultados: O FUM em doses de 

25 e 50mg/kg, administrada por via oral, promoveu um aumento dose-dependente do 

vermelho de fenol na lavagem broncoalveolar. A peroxidação lipídica (MDA medidos 

como equivalentes) foi reduzida em 50% em tecido pulmonar. Conclusão: Os resultados 

confirmam as propriedades expectorantes e antioxidantes do ácido fumarprotocetrárico 

produzido pelo líquen Cladonia verticillaris. 

 

Palavras-chave: Ambroxol. N-acetilcisteína. Líquen. Antioxidante.  

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

The lichen Cladonia verticillaris produce bioactive secondary methabolites  as the acids 

fumarprotocetraric (FUM) and protocetraric (PRO). The Cladonia genus has 

demonstrate antitumoral, antiinflamatory and antipiretic activities and used in folk 

medicine to treat respiratory deseases (troat irritation, cough, asthma and tuberculosis). 

This work had the objective to evaluate the expectorante/mucolytic and antioxidant 

activity of the fumrprotocetraric acid in albino swiss mice. Methods: the FUM was 

extracted and purified from the acetonic extract of C. verticillaris. In order to evaluate the 

expectorante activity of FUM was used the phenol red method in quantitative scale in 

the no bronchoalveolar lavage fluid.When administered intraperitoneally in swiss 

mice.The animals were treated with FUM (25, 50 ou 100 mg/kg orally or intraduodenal 

and 12,5, 25 or 50 mg/kg, intraperitoneally) The control groups receive by the same via 

saline solution of 7,5 mL/kg or ambroxol 1 mg/kg). The antioxidante activity was 

evaluated with the TBARS method in pulmonar mouse tissue treated with the FUM at 

25, 50 or 100 mg/kg orally) after receiving the LPS solution at 1 mg/kg intrapleural via. 

The same protocol was adopted to the control groups (salina 7,5 mL/kg, orally or N-

acetilcisteine, 20mg/kg, orally). Results: The FUM in doses of 25 and 50mg/kg, 

administered orally, promoted increased dose-dependent of phenol red in the 

bronchoalveolar lavage. Lipid peroxidation (MDA measured as equivalent) was reduced 

by 50% in lung tissue. Conclusion: The results confirm the expectorant properties and 

antioxidants fumarprotocetraric acid produced by the lichen Cladonia verticillaris. 

 

Keywords: Ambroxol. N-acetilcisteína.  Lichen  . Antioxidant. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Atualmente é crescente o interesse da sociedade pela utilização de fitoterápicos 

para o tratamento de uma grande diversidade de enfermidades, devido também, ao 

baixo custo desses produtos. A busca por novos agentes naturais pode gerar uma 

diversidade estrutural superior do que a química sintética convencional e que pode 

oferecer oportunidades significantes para a descoberta de novos compostos (BINDSEIL 

et al., 2001). O Brasil, com grandeza de seu litoral, de sua flora e sendo detentor da 

maior floresta equatorial e tropical úmida do planeta, não pode abdicar de sua vocação 

para os produtos naturais. 

 

O líquen Cladonia verticillaris, comum no Nordeste brasileiro, contêm como 

compostos principais os ácidos fumarprotocetrárico e protocetrárico que demonstrou 

ação antitumoral (SANTOS et al., 1997), antiinflamatória aguda e crônica, 

antinociceptiva e antipirética (SANTOS, 2003). No entanto o mesmo possui composição 

química semelhante a C. islandica. 

 

Através dos anos, os liquens têm sido utilizados com vários propósitos, como 

corantes, perfumes e medicamentos na medicina popular (MULLER, 2001). Em muitos 

países da Europa, o líquen Cetraria islandica é uma espécie também usada para tratar 

irritação da garganta laringite, tosse e afecções do trato respiratório na forma de 

xaropes expectorantes e pastilhas (INGÖLFSDÓTTIR, 2000). 

 

As doenças respiratórias constituem importante causa de mortalidade em adultos 

e crianças no mundo. Segundo dados da Organização Mundial de Saúde (2004, 2005), 

estas doenças representam cerca de 8% do total de mortes em países desenvolvidos e 

5% em países em desenvolvimento. Estima-se que quatro milhões de pessoas com 

doenças respiratórias crônicas (DRC) podem ter morrido prematuramente em 2005 e as 

projeções são de aumento considerável do número de mortes no futuro. Como 

estratégia para enfrentar esse problema de saúde no plano mundial, a OMS criou a 
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Global Alliance Against Chronic Respiratory Diseases (BRASIL. Ministério da Saúde, 

2010). 

 

Os expectorantes são usados para aliviar a tosse, aumentando a secreção das 

vias respiratórias, reduzindo a viscosidade tornando-a mais eficaz. O campo de 

medicamentos para o tratamento da tosse é relativamente escasso. O obstáculo para a 

investigação neste campo é a dificuldade de coleta de amostras do muco, uma vez que 

a produção deste é relativamente baixo em indivíduos sadios (KAGAN; LAVY; 

HOFFMAN, 2009).  

 

Em virtude do exposto acima, levando em consideração a comprovada eficácia 

das substâncias liquênicas, notadamente do ácido fumarprotocetrárico e a 

disponibilidade de espécies produtoras deste composto, torna-se viável esta pesquisa 

da ação da  atividade mucolítica e antioxidante. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Líquens: generalidades 

 

Os liquens são organismos resultantes da associação simbiótica entre um fungo 

(micobionte) e uma ou mais espécies de algas (fotobionte) para formar um talo no qual 

o fungo é exohabitante (HARKSWOTH; HILL, 1984). A simbiose entre estes organismos 

distintos, onde a alga, que é clorofilada e, portanto, capaz de realizar a fotossíntese e o 

fungo, aclorofilado e heterótrofo, conferem ao líquen um funcionamento não observado 

em nenhum outro grupo taxonômico (NASH III, 1996; CONTI, 2001).  

 

As algas dos liquens são unicelulares pertencentes às divisões 

Chlorophycophyta e Cyanophycophyta. Os fungos, ou micobiontes, são na maioria 

Ascomycota e em menor proporção Basídio e Deuteromycota, formadores dos Asco, 

Basidio e Deuteroliquens (XAVIER-FILHO; RIZZINI, 1976; ALEXOPOULOS, 1979). A 

associação entre a alga e o fungo propicia a transferência de nutrientes entre os 

organismos, mantendo o equilíbrio de carbono, hidrogênio e outros elementos vitais 

(SEAWARD, 1977).  

 

A morfologia do líquen é baseada na organização do talo liquênico em camadas 

bem definidas, onde o córtex superior é constituído por hifas entrelaçadas do fungo, 

possibilitando proteção à camada de algas que está posicionada logo abaixo, protegida 

por um feixe de hifas frouxas, a medula, seguida de um outro feixe de hifas, o cótex 

inferior (Figura 1) (HALLE-Jr., 1983). O talo do líquen pode se apresentar de cores e 

formas variadas, a depender da espécie e das substâncias que ele contém 

(THOMSON; PAVIA; MCNICOI, 1973). 
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                       Fonte: Pereira (1998) 

 

 

O talo foliáceo ou folhoso é semelhante a uma folha sobre um substrato, e dele 

se destaca com facilidade, enquanto o talo crustáceo se impregna no substrato como 

se fosse uma mancha nele, sendo impossível destacá-lo. O talo arbustivo ou fruticoloso 

apresenta, como sugere o nome um arbusto, e pode ser ereto ou decumbente 

semelhante a uma planta epífita. Como substrato os liquens habitam desde rochas dos 

mais diversos tipos, a madeira queimada em decomposição, troncos vivos, folhas, solo, 

entre outros (SEAWARD, 1977; FEIGE; KREMER, 1979). Eles ocorrem também em 

condições ambientais naturais, variadas tais como temperaturas baixas, escuridão 

prolongada, seca e luz contínua. No entanto, em resposta a essas condições extremas, 

os liquens produzem substâncias características em boas concentrações, tais como 

depsídeos, depsidonas, dibenzofuranos, antraquinonas e ácidos graxos entre outros 

(SCHMITT; LUMBSCH, 2004). 

 

 

Figura 1- Modelo esquemático da anatomia de um talo liquênico. 
A-Alga; B-Hifas medulares; C–Hifas corticais 

 
Fo 
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2.2 Substâncias liquênicas 

 

No metabolismo primário, a fotossíntese da alga liquênica fornece os hidratos de 

carbono necessários para o início da nutrição, e todas as reações metabólicas do 

líquen. Estes açúcares são repassados ao fungo, que não têm capacidade de sintetizá-

los, e a partir desse transporte são sintetizadas as substâncias liquênicas, produtos 

finais do metabolismo secundário únicas desses seres, tais como, as depsídeos e 

depsidonas (CULBERSON, C.; CULBERSON, W.; JOHNSON, 1977; MACFARLANA; 

KERSHAW, 1978; NASH III, 1996). 

 

As substâncias liquênicas ao serem sintetizadas no interior do fungo, são 

excretadas sob a forma de cristais, que de acordo com sua cor, transparência e forma, 

captam a radiação solar, selecionando o que lhe é útil. Em climas áridos e semi-áridos 

estes cristais funcionam como impermeabilizantes evitando a perda de umidade. Por 

este motivo, as substâncias liquênicas têm papel importante no mecanismo de 

adaptação do líquen aos ambientes mais diversos (LAWREY, 1986; PEREIRA, 1998). 

 

Os liquens produzem substâncias resultantes do metabolismo secundário, 

denominadas substâncias liquênicas, antigamente designadas como “ácidos 

liquênicos”. Atualmente sabe-se que sua natureza é quase na totalidade fenólica e são 

essas substâncias responsáveis pela maioria dos benefícios dos liquens, tais como o 

antitumoral, antioxidante, antimicrobiana entre outros (XAVIER FILHO; RIZZINI, 1976). 

A produção das substâncias liquênicas se dá por três vias biossintéticas: a) acetato 

polimalonato, que forma os ácidos graxos, depsídeos, depsidonas, quinonas e 

debenzofuranos; b) ácido chiquímico que forma os pigmentos amarelos (compostos 

aromáticos) e c) ácido mevalônico que origina os terpenóides e esteróides. São ainda 

relatadas as vias dos aminoácidos e carboidratos verificando-se, nesta última, a 

biossíntese dos sacarídeos e polióis. Por outro lado, a maioria dos metabólitos 

secundários têm origem biossintética na via acetato polimalonato e, perfazem cerca de 

10% do peso do talo seco (HALE-Jr., 1983; XAVIER-FILHO, 1989; NASH III, 1996). 
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2.3 Atividade biológica dos liquens 

 

Os liquens são utilizados pela população de diversas partes do mundo como 

plantas medicinais e por produzirem substâncias oloríferas (óleos essenciais), ou 

produtos de degradação que geram perfumes muito apreciados. Evernia furfuracea era 

empregada para embalsamar cadáveres no Egito antigo. Fragmentos deste líquen 

foram encontrados em um vaso da 17ª dinastia egípcia, aproximadamente no século 

XVII a.C. Os liquens na medicina popular, eram designados como “liquens verdadeiros” 

aqueles que Dioscorides, cirurgião do exército de Nero, indicava para tratamento de 

doenças, de acordo com a semelhança que tivessem com a enfermidade, ou os órgãos 

afetados. Esta era a “Doutrina dos Sinais” (HALE-Jr., 1983). 

 

Outros liquens como Lobaria pulmonaria e Cetraria islandica também são 

relatados para uso medicinal desde o século XVII, sendo incluídos em inúmeras 

farmacopéias até o século passado. O uso de Usnea longissima como expectorante e 

para o tratamento local de ferimentos é relatado na China. Além disso, há relatos que 

Usnea sp é usado a mais de 50 anos com sucesso para o tratamento da tuberculose. 

Na Finlândia, o extrato aquoso a quente obtido dos chamados musgos das renas 

(Cladonia alpestris, C. rangiferina ou C. sylvatica) é tradicionalmente usado como 

medicamento para tuberculose (HALE-Jr., 1983). 

 

A Cladonia verticillaris pertencente a classe dos Ascomycetos, ordem 

Lecanorales e família Cladoniaceae, foi classificada por Vanio em 1894, o qual a 

designou cladoniforme (AHTI; XAVIER-FILHO, 1993; NASH III, 1996). No talo de C. 

verticillaris já foi detectada a presença de vários compostos, entre eles o orcinol, -metil 

orcinol, atranorina, os ácidos evérnico, protocetrárico e fumarprotocetrárico (XAVIER-

FILHO et al., 1984; PEREIRA, 1989), além dos produtos intermediários da biossíntese 

deste penúltimo, como ácido hipoprotocetrárico e seu aldeído (AHTI; XAVIER-FILHO, 

1993; PEREIRA et al., 1999). 
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Os ácidos fumarprotocetárico (FUM), protoliquesterínico, a α-metileno-γ-lactona, 

e o β-metil-orcinol são considerados os metabólicos secundários com maior atividade 

biológica da C. Islandica (ÖGMUNDSDOTTIR et al., 1998). O FUM produzido apenas 

por liquens é classificado como depsidona. Este composto liquênico possui dois anéis 

aromáticos (A e B) e um heterociclo resultante de uma ligação éter e éster (Figura 2A). 

O FUM possui no anel B uma molécula de ácido fumárico adicionada por reação de 

esterificação direta do grupo –CH2OH ácido protocetrárico (PRO) (Figura 2B) (HONDA; 

VILEGAS, 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As depsidonas derivadas do líquen C. verticillaris que dão origem aos ácidos 

fumaprotocetrárico e protocetrárico mostram-se efetivas como fotoprotetores 

(FERNANDEZ et al., 1996); como inibidores da integrase do HIV-1, que é uma enzima 

responsável por inserir o DNA viral no cromossomo do hospedeiro (NEAMATI et al., 

1997) e como inibidores da lipoxigenase-5 de leucócito de porco, que é uma enzima 

responsável por catalisar o primeiro passo da transformação do ácido araquidônico em 

c
   
 

Figura 2 - Fórmulas estruturais dos Ácidos fumarprotocetrárico (A) 
e do protocetrárico (B) 

Fonte: Pereira (1998) 
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leucotrienos, desempenhando importante função em uma variedade de processos 

patofisiológicos em humanos, particularmente nos inflamatórios (INGÓLFSDÓTTIR et 

al., 1996). 

 

2.4 Produtos naturais e os fármacos sintéticos 

 

A Medicina Tradicional Chinesa (MTC) é uma das alternativas a qual utiliza, 

ervas medicinais há centenas de anos para tratar doenças respiratórias, com menos 

efeitos colaterais quando comparada com os fármacos sintéticos (SHANG et al., 2010). 

Por isso, é importante pesquisar novos produtos bioativos para o tratamento da tosse 

através da MTC (AKAH et al., 2003; CHU et al., 2007; YANG et al., 2008). A tosse é um 

dos sintomas comuns associados com muitas doenças respiratórias como: asma, 

bronquite crônica, pneumonia, dentre outras (IRWING; MADISON, 2000); (GE; LIU; SU, 

2009). Atualmente, a tosse pode ser controlada através da utilização de fármacos 

específicos. Por este motivo, há uma crescente demanda no que concerne à pesquisa 

de novos fármacos, para o tratamento da tosse e de suas complicações. 

 

O Ambroxol (trans-4-{(2-amino-3,5-dibromofenil-metil) - amino} - ciclohexanol). 

(Figura 3a) é um expectorante de estimulação brônquica, que estimula a síntese e 

secreção de partículas do surfactante pulmonar. Este fármaco é um metabólito da 

bromexina (NOWAK et al., 1994) que promove muco intratraqueal. Além da atividade 

farmacológica, o ambroxol é conhecido como um agente antioxidante e para deprimir a 

quimiotaxia e a produção de radicais livres e citosinas em macrófagos ativados (YANG 

et al., 2002). 

 

N-acetilcisteína (NAC) (Figura 3b) é considerado um importante agente 

terapêutico sendo normalmente utilizado na prática clínica. É um dos compostos mais 

amplamente investigados e tem efeitos benéficos em condições clínicas em que os 

radicais livres estão envolvidos (CORTIJO et al., 2001; SERRANO et al., 2002; 

HAGIWARA; SHII; KITAMURA, 2000; YILDIRIM et al., 2005). O efeito potencial de NAC 

reduz H2O2, alterando o equilíbrio pulmonar oxidante-antioxidante (MACNEE, 2001). O 
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uso de NAC sozinho podem ter limitações ou apresentar efeitos pró-oxidantes, devido à 

facilidade com que ele interage com o ferro (RITTER et al., 2004). Diante disso, a 

utilização de um quelante de ferro pode melhorar a resposta à utilização do NAC 

(PINHO et al., 2005).  

 

A Guaifenesina (Figura 3c) é um expectorante amplamente utilizado por via oral 

originalmente aprovado pelo Food and Drug Administration em 1952. É comum o seu 

uso para tratar a tosse e infecções do trato respiratório superior. No entanto, o benefício 

clínico da guaifenesina não está elucidado e os resultados de estudos clínicos são 

controversos. Robinson et al. (1977) relataram que guaifenesina foi superior ao placebo 

na melhora da gravidade e frequência da tosse causada por infecção respiratória 

superior (ROBINSON; CUMMINGS; DEFFENBAUGH, 1977). Em contraste, Kuhn et al. 

(1982) não encontraram qualquer benefício do tratamento da guaifenesina nesta 

condição. Thomson, Paiva e Mcnicoi (1973) relataram nenhum efeito da droga sobre a 

freqüência da tosse em pacientes com bronquite crônica. No entanto, estudo realizado 

por Parvez et al. (1996) em pacientes com doença pulmonar obstrutiva crônica foi 

demonstrado que a administração da guaifenesina resultou em uma maior redução na 

intensidade média da tosse em comparação com placebo. 

 

 

Figura 3 – Fórmulas estruturais: a) Ambroxol, b) N-Acetilcisteína e c) Guaifenesina 
Fonte: Ambroxol (2012); N-Acetilcisteína (2012); Guaifenesina (2012) 

a b c 
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2.5 Modelo para avaliar atividade mucolítica/expectorante através da 

quantificação de vermelho de fenol 

 

Existem vários métodos para a avaliar a produção e excreção do muco 

respiratório.Por exemplo, exames radiológicos, e teor de sólidos ou íons. No entanto, 

essas metodologias são relativamente complexas, uma vez que pode exigir 

equipamento especial. Além disso, volume significante de muco se faz necessário para 

se efetuar essas avaliações sendo mais complicado obter este volume em modelos 

experimentais (BOLSER, 2006). 

 

A abordagem experimental utilizada nesta pesquisa foi baseada na 

administração por via intraperitoneal do vermelho de fenol que  em parte é absorvido 

sistemicamente e então, excretado nas vias respiratórias onde podem ser coletados e 

quantificados. Este método oferece a vantagem de avaliar a função secretora do 

sistema respiratório como um todo. Foi mostrado que a concentração de vermelho fenol 

no fluido do trato respiratório é capaz de agir como um marcador para secreção de 

mucina e água, e que esta secreção pode ser influenciada pela administração de vários 

fármacos com atividade expectorante (ENGLER, 1984). 

 

2.6 Radicais livres, estresse oxidativo e antioxidantes 

 

Radicais livres são moléculas orgânicas ou inorgânicas e ou átomos que contêm 

um ou mais elétrons não emparelhados, com existência independente (HALLIWELL, 

1994). Essa configuração faz dos radicais livres moléculas altamente instáveis, com 

meia-vida curtíssima indo de minutos a nanossegundos. A presença dos radicais é 

crítica para a manutenção de muitas funções fisiológicas normais (POMPELLA, 1997). 

Algumas espécies de radicais livres: Espécies reativas de oxigênio – superóxido (O2
•-), 

radical hidroxila (•OH), peróxido de hidrogênio (H2O2), radical peroxila (ROO•), 

hidroperóxido orgânico (ROOH), oxigênio singleto (1O2), ozônio (O3); Espécies reativas 

de nitrogênio: óxido nítrico (NO•), peroxinitrito (ONOO-), ácido peroxidonitroso (ONOOH) 

e dióxido de nitrogênio (NO2) (ARUOMA, 1994). 
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Os radicais livres podem ser gerados no citoplasma, nas mitocôndrias ou na 

membrana e o seu alvo celular (proteínas, lipídeos, carboidratos e DNA) está 

relacionado com o seu sítio de formação (ANDERSON, 1996; YU; ANDERSON, 1997).  

 

A formação de radicais livres in vivo ocorre via ação catalítica de enzimas, 

durante os processos de transferência de elétrons que ocorrem no metabolismo celular 

e pela exposição à fatores exógenos (cigarro, dieta, medicamentos, ozônio). Contudo, 

na condição de pró-oxidante a concentração desses radicais pode aumentar devido à 

maior geração intracelular ou pela deficiência dos mecanismos antioxidantes 

(CERUTTI, 1991, 1994). O desequilíbrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes que 

resulta na indução de danos celulares pelos radicais livres tem sido chamado de 

estresse oxidativo. 

 

A ocorrência de um estresse oxidativo moderado, freqüentemente é 

acompanhada do aumento das defesas antioxidantes enzimáticas, mas a produção de 

uma grande quantidade de radicais livres pode causar danos e morte celular 

(ANDERSON, 1996; SIES, 1993). Os danos oxidativos induzidos nas células e tecidos 

têm sido relacionados com a etiologia de várias doenças, incluindo doenças 

degenerativas tais como as cardiopatias, aterosclerose e problemas pulmonares 

(AMES; SHIGENAGA; HAGEN, 1993; WITZUM, 1994; ROY; KULKARNI, 1996; STAHL; 

SIES, 1997). 

 

O H2O2 não é considerado um radical livre verdadeiro, mas é capaz de 

atravessar a membrana nuclear e induzir danos na molécula de DNA por meio de 

reações enzimáticas (ANDERSON, 1996). 

A produção contínua de radicais livres durante os processos metabólicos levou 

ao desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa antioxidante para limitar os níveis 

intracelulares e impedir a indução de danos (SIES, 1993). Os antioxidantes são agentes 

responsáveis pela inibição e redução das lesões causadas pelos radicais livres nas 

células. 
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Uma ampla definição de antioxidante é “qualquer substância que, presente em 

baixas concentrações quando comparada a do substrato oxidável, atrasa ou inibe a 

oxidação deste substrato de maneira eficaz” (SIES; STAHL, 1995). Os antioxidantes 

podem ser classificado em enzimático (superóxido dismutase, catalase, e 

glutationa peroxidase ou os seus precursores) ou não enzimática (vitaminas C, E,beta-

caroteno) (JANKOV; NEGUS; TANSWELL, 2001.  

 

Knekt et al. (1997) encontraram uma relação inversa entre o consumo de 

flavonóides na dieta e o desenvolvimento de tumores em indivíduos na faixa etária de 

50 anos e não-fumantes. Os pesquisadores observaram que entre as muitas fontes de 

flavonóides da dieta, o consumo de maçãs apresentou os melhores resultados na 

prevenção do desenvolvimento de tumores no pulmão. 
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 Geral 

 

Avaliar a atividade expectorante, mucolítica e antioxidante do ácido 

fumarprotocetrárico (FUM) em camundongos Swiss webster. 

 

4.2 Específicos 

 

a) obter os extratos etéreo e acetônico de C. verticillaris; 

b) isolar, purificar, identificar e quantificar o FUM de C. verticillaris; 

c) avaliar atividade mucolítica /expectorante do FUM de C. verticillaris; 

d) avaliar a atividade antioxidante do FUM de C. verticillaris. 
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ABSTRACT  

 

The lichen Cladonia verticillaris produce bioactive secondary methabolites as the acids 

fumarprotocetraric (FUM) and protocetraric(PRO). The Cladonia genus has demonstrate 

antitumoral, antiinflamatory and antipiretic activities. I is used in folk medicine to treat 

respiratory deseases (troat irritation, cough, asthma and tuberculosis). This work had the 

objective to evaluate the expectorante and mucolytic activity of the fumrprotocetraric acid in 

albino swiss mice. Methods: the FUM was extracted and purified from the acetonic extract of C. 

verticillaris. In order to evaluate the expectorante activity of FUM was used the phenol red 

method in quantitative scale in the no bronchoalveolar lavage fluid.When administered 

intraperitoneally in swiss mice.The animals were treated with FUM (25, 50 ou 100 mg/kg orally  or 

intraduodenal and 12,5, 25 ou 50 mg/kg, intraperitoneally) The control groups receive by the 

same via saline solution of 7,5 ml/kg or ambroxol 1 mg/kg). The antioxidante activity was 

evaluated with the TBARS method in pulmonar mouse tissue treated with the FUM at 25, 50 or 

100 mg/kg orally) after receiving the LPS solution at 1 mg/kg intrapleural via. The same protocol 

was adopted to the control groups (salina 7,5 ml/kg, orally or N-acetilcisteine, 20mg/kg, orally). 

Results: The FUM in doses of 25 and 50mg/kg, administered orally, promoted increased dose-

dependent of phenol red in the bronchoalveolar lavage. Lipid peroxidation (MDA measured as 

equivalent) was reduced by 50% in lung tissue. Conclusion: The results confirm the expectorant 

properties and antioxidants fumarprotocetraric acid produced by the lichen Cladonia verticillaris. 

 

Keywords: Ambroxol, N-acetilcisteína, lichen, antioxidant. 
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INTRODUCTION 

 

Respiratory diseases are major causes of morbidity and mortality in adults and children [1, 

2]. Expectorants and similar drugs are widely prescribed drugs for the treatment of lung diseases, 

although their efficacy is still questioned [3-5]. Lichens are organisms consisting of fungi and 

algae or cyanobacteria, in a mutually beneficial relationship [6]. Lichens produces substances 

resulting from its metabolism, known as "lichen acids", which are responsible for the biological 

activities of lichen [7]. Currently it is known that the chemical nature of these substances is 

almost entirely phenolic [8-10]. Depsidonas produced by the lichen [11], Cladonia verticillaris, 

give rise to fumaprotocetraric (FUM) and protocetraric (PRO) acids, which has been shown to be 

photoprotector [12], inhibitors of integrase enzyme in HIV-1 [13] and inhibitor of 5-lipoxygenase 

in leukocytes [14].  

Cladonia verticillaris, common in northeastern region of Brazil, has similar composition 

to Cetraria islandica [6-8]. Cetraria islandica, found in Europe in flat regions near the margin of 

lakes [15], is a species that has been used in the form of expectorants and cough syrups, to treat 

sore throat, cough and bronchitis [3, 16]. The Cladonia verticillaris, found in Brazil, belongs to 

the class Ascomycetos, order Lecanorales and family Cladoniaceae [15, 17]. Both species 

(Cladonia verticillaris and Cetraria islandica) have large concentrations of fumarprotocetraric 

acid, which have demonstrated biological actions, such as antitumor activity [18], 

antiinflammatory [19], antibacterial [20] and insecticide [21]. This study aimed to evaluate the 

antioxidant and expectorant activities of fumarprotocetraric acid produced by Cladonia 

verticillaris. 

MATERIALS AND METHODS  

Collection and storage of lichen 

       Samples of Cladonia verticillaris (200g) were collected in sand trays (flat regions, with 

gentle slopes, near ponds) in the City of Alhandra Paraíba, Paraíba State, Northeast Brazil 

(Latitude: -7.43933, Longitude: - 34.9136, 7 ° 26 '22 "South, 34 ° 54' 49" West), as previously 

described [22]. They were packed in paper bags and dried at room temperature (28°C). The 

lichen was identified by chemical and morphological characters of the talus, at the Laboratório de 
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Química de Produtos Naturais da Universidade Federal de Pernambuco and a voucher specimen 

was deposited in the Herbarium UFP - Geraldo Mariz, UFPE, Brazil, nº. 361638. 

Obtention of organic extracts  

Organic extracts were obtained from 60g of C. verticillaris fresh talus for sewage system 

at room temperature (28°C) as described previously [22]. The stem was initially milled and 

subjected to successive extractions with 250 mL of diethyl ether, under mechanical stirring for 

1h, cooled to 4°C for 24h, followed by filtration. The residue was subjected to extraction with 

acetone in a similar manner to that described for diethyl ether. The extracts were evaporated by 

route evaporation in a water bath at 40°C until dry and then kept in a desiccator until constant 

weight of 3.6 g. 

Extraction, identification and purification of fumarprotocetraric acid 

Fumarprotocetraric acid was isolated from the acetone extract the high pure cristals were 

obtained after successive crystallizations, as previously described [7]. Samples were identified by 

thin layer chromatography (TLC) [23] and the purity were determined in apurified by high 

performance liquid chromatographer (HPLC), according to Legaz et al [22]. The organic extracts  

were also analyzed by high performance liquid chromatography (HPLC) using an Hitachi liquid 

chromatographer (655A-11, Tokyo, Japan) coupled to an UV detector  (CG437-B) seted at 254 

nm, using a C-18 reverse phase column MicroPack MCH-18 de 300×4mm, Berlin, Germany. The 

mobile phase consisted of methanol, deionized water, acetic acid (Merck KGaA, Darmstadt, 

Germany) in the proportion 80: 19.5: 0.5 v/v/v, a flow rate of 1 mL min
-1

, injection vlume of 10 

µL, 0.04 attenuation at room temperature (28ºC), according to the methodology described by 

Legaz et al; [22]. Dry residues were dissolved in methanol at 0.01 g dm
-3 

and injected onto a 

column. Quantization of FUM and PRO was achieved by injecting pure standards (FUM and 

PRO) in order to construct the calibration functions. 

 

Animals and study design 

 

Albino mice, Swiss Webster, male (25 to 40g), were provided by Laboratory of 

Imunopatologia Keizo Asami (Pernambuco, Brazil),placed in cages and kept under standard 
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environmental conditions (22°C, 12/12h light / dark cycle) fed with Labina diet (Purina, Brazil) 

and water ad libitum. Animals (n = 6 animals / group) were treated with FUM (dissolved in 0.9% 

saline) by oral route (25, 50 and 100mg/kg) intraduodenal (25, 50 and 100mg/kg) or 

intraperitoneally (12.5, 25, and 50 mg / kg). To access the duodenum of the small intestine and 

administer FUM, the animals were anesthetized with a combination of ketamine and xylazine (75 

and 15 mg / kg, intraperitoneal, respectively). At the same time, three control groups were used: 

a) treated with Ambroxol, mainly known for its expectorant activity, (1 mg / kg, oral), b) 0.9% 

saline (7.5 ml / kg, oral) and c) N-acetylcysteine, mainly known for its antioxidant activity (NAC, 

20 mg / kg, oral).  

 

Pharmacological tests 

 

Determination of the Expectorant activity of FUM  

 

The expectorant activity was determined by measuring the phenol red, as described above 

[16]. Thirty minutes after treatment the animals received intraperitoneal, phenol red (10 mg / mL) 

in a dose of 200 mg / kg. After 30 min of administration, the animals were anesthetized, shaved 

on the anterior-superior neck and performed exposure of the trachea. Then, a tracheobronchial 

lavage using 2 mL 0.9% saline solution was done with a recovery of 1.0 mL. The lavage fluid 

collected was centrifuged at 1600 rpm (638 G) for 10 min and the supernatant (1 mL) was 

removed and added 0.5 mL of sodium hydroxide (NaOH N 00:01). The concentration of phenol 

red was measured spectrophotometrically at a wavelength of 535 nm and results were expressed 

as mg/mL. A standard curve (0,055 to 10 mg/mL) with phenol red was done to normalize the 

data. 

Lipid peroxidation assay  

       As an index of the lipid peroxidation, we used the formation of thiobarbituric acid reactive 

species (TBARS) during an acid-heating reaction as previously described [24]. Animals were 

treated orally with FUM (25, 50 and 100 mg / kg) and compared to positive control group 

(treated with n-acetylcysteine-NAC, 20 mg / kg) or negative control (treated with 0.9% saline, 

7.5 mL / kg). Thirty minutes after treatments, was administered intrapleural, 1 mg/kg of 
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lipopolysaccharide (LPS) from Escherichia coli 055; B5. After 60 minutes of the oxidative stress 

induction, induced after LPS, micewere euthanized with an overdose of anesthetic (ketamine 

10%).  Briefly, organs were homogenized in 50mM phosphate buffer using a Potter-Elvehjem 

homogenizer. An aliquot (200 µL) was mixed with trichloroacetic acid 15% (400 µL) and 

centrifuged 10 min (4000 x g) and the supernatant was mixed with equal volume of thiobarbituric 

acid 0.67%. This system was heated in boiling water bath for 15 min and the TBARS were 

determined by the absorbance at 535 nm. Protein content was assessed by Lowry assay [25], and 

results were expressed as nmol of malondialdehyde (MDA) equivalents/mg of protein [26]. 

 

Statistical analyze 

 

Data were expressed as the mean value and error deviation. To analyze normality data 

was used Kolmogorov-Smirnov test and as parametric tests was used ANOVA test with Tukey as 

a post-test. All analyses were performed using the GraphPad Prism
®
 4.03 software, San Diego, 

California (USA), and p-values less than 0.05 were considered statistically significant. 

 

RESULTS 

 

Extraction, identification and purification of FUM 

The FUM was isolated and purified from the acetonic extract of C. verticillaris by 

successive recrystallizations following the Asahia & Shibata [9] method modified by Pereira 

[10]. The samples were analyzed in thin layer chromatography (TLC) [11] and High pressure 

liquid chromatography (HPLC) [12].(Figure1). 

Expectorant Activity 

The FUM administered by oral route showed increasing actions of 5.03, 6.4 and 8.8 fold 

in the excretion of phenol red in comparison to saline group (p <0.001). In relashinships to 

ambroxol group, the FUM showed increasing responses of 1.37, 1.7 and 2.42 fold in the phenol 

red excretion , respectively (Figure 2-I). The group treated with FUM by intraperitoneal route at 

concentrations of showed increasing of 6.39, 7.18 and 9.7 fold in the excretion of phenol red 
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when compared to saline group (p <0.001). When compared to ambroxol group showed an 

increasing of 1.15 and 1.57, respectively (Figure 2-II).  The intraduodenal route results showed 

an increasing on the excretion of phenol red  of 2.5 and 4.6, respectively (Figure 2-III). When 

compared toambroxol group there was an increasing of 2.29  and 4.25 fold, respectively (p 

<0.001). 

Lipid peroxidation 

The groups treated with FUM showed a decreasing in lipid peroxidation proportional to 

the tested concentrations (0.286 ± 0.035, 0.126 ± 0.008 and 0.306 ± 0.121 nmol MDA 

equivalents / mg protein).  When compared to saline group (0.688 ± 0.048) and NAC group 

(0.691 ± 0.075 MDA equivalents nmol / mg protein), respectively (Figure 3). The results showed 

a reduction on lipid peroxidation of 58%, 81% and 55% compared to saline and NAC group. 

 

DISCUSSION 

The FUM biosynthesis in lichens, is preceded by the synthesis of atranorina and 

protocetraric acid, which has as intermediary compounds the hipoprotocetraric acid and its 

aldehyde [7, 9, 21]. By TLC, more than one band were found in acetonic extracts of Cladonia 

Islandica and those compounds are  intermediary compounds of the synthetic pathway of FUM 

[7]. These results are also been observed in Cladonia verticillaris. In our study, the HPLC 

analyzes demonstrated that fumarprotocetraric acid was the major compound (95.12%) of the 

acetone extract in accordance with the TLC assays. These results are in accordance with previous 

studies, when the compounds were extracted from dry material with acetone followed by and 

HPLC analysis performed in a LiChrosorb RP-8 column, isocratic elution and UV detection [7]. 

The expectorants mechanism of action is not fully understood. In our expirements, when 

the fumarprotocetraric acid was administered by oral route there was an increasing more than 5.0 

fold on the excretion of phenol red in comparison to saline group (p <0.001) and in comparison to 

ambroxol group, the FUM showed an increasing more than 1.37 fold (Figure 2-I). The 

expectorant activity of some drugs is mediated, in part, by a reflex vagal stimulation initiated by 

the gastric mucosa after oral administration [27]. Misawa and Yanaura showed that Senega syrup 

(0.3 mL/kg) had no effect when given intravenously, yet, 2 mL/kg given orally increased the 

output of fluid within 5 minutes, thereby suggesting that the related secretagogic activity is due to 
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a reflex action following stimulation of the gastric mucosa [27]. Our study showed that the FUM, 

administered by oral route, at concentrations of 50 to 100mg/kg showed an increase on the 

excretion of the phenol red in comparison to ambroxol group. This fact could corroborate with 

the theory of vagal reflex, as described above.  

The group treated by intraperitoneal route showed an increasing more than 6.4 fold on the 

excretion of phenol red in comparison to saline group (p <0.001) and in comparison to ambroxol 

group, the FUM showed an increasing more than 1.15 fold (Figure 2-II).  When the FUM was 

administered by intraduodenal route, the results showed an increasing more than 2.5 fold in 

comparison to saline group (Figure 2-III) and in compariosn to ambroxol group there was an 

increasing more than 2.3 fold (p <0.001). When the FUM was administered by intraperitoneal 

route (100 mg / kg) and intraduodenal route (50 mg / kg to 100 mg / kg), there was an increasing 

in the excretion of phenol red in comparison to ambroxol group. On this case, we noticed the 

existence of another mechanism of action of expectorants. 

Hosoe and colleagues reported that the physico-chemical mechanisms are responsible for 

the expectorant activity because they reduce the rheology (viscosity) of airway mucus [28]. They 

suggest that a new homocysteine-derived expectorant (erdosteine) removes sputum by reducing 

its viscosity, and by promoting mucociliary transport and sustained enhancement of airway 

secretion. It also suppressed the chemical stimulation-induced cough reflex and plasma leakage 

into the airway. These changes in fluid mechanics can promote and facilitate the clearance of 

exogenous substances to the body [28]. Probably, the expectorant activity of FUM observed after 

administration, by intraperitoneal and intraduodenal routes, at concentration of 100 mg/kg, is 

connected with these mechanisms described above. The expectorant activity of FUM showed to 

be superior in almost all doses and routes as compared to saline group. However, this effect was 

not detected when administered by intraduodenal route at concentration of 25 mg / kg. This fact 

could be explained, in part, by the low concentration of FUM to induce any activity after this 

route administration. Another factor that could corroborate to this finding was reported by 

Lesniewska and colleagues who observed the occurrence of the reduction of intestinal 

myoelectric activity in rats after surgery [29]. Stewart and colleagues reported the existence of 

intestinal paralysis after abdominal surgery in humans [30]. All these factors together can be 

influenced in the reduction of expectorant activity of FUM when administered by intraduodenal 

route at a concentration of 25 mg / kg. 
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The lungs of rats treated with intrapleural administration of endotoxin (1 mg/kg of LPS) 

and oral administrations of FUM at concentrations of 25, 50 and 100mg/kg showed reductions in 

the lipid peroxidation. We found that the FUM at different concentrations significantly reduced 

lipid peroxidation by 58%, 81% and 55% respectively, in comparison to control groups (saline or 

NAC). We note, however, that the NAC had no antioxidant activity as expected, since its activity 

was similar to that observed in control saline. This result can be explained by the fact that the 

NAC was administered by oral route. According to Ritter and colleagues when NAC is 

administered by oral route, NAC can lose their reductive ability and could induces pro-oxidant 

effects, due its ability to interact with the iron [31]. 

 

CONCLUSIONS 

 

The acetone used for extraction of fumaprotocetraric acid, showed to be effective. The 

FUM showed expectorant activity and its antioxidant activity exhibited a decreasing of lipid 

peroxidation endotoxin-induced. 
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Figure 1. The insert figures show the chemical structure of fumarprotocetraric (A) and 

protocetraric (B) acids. On the left bottom, chromatogram of acetone extract of Cladonia 

verticillaris.(C) 

 

 

(C) 
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Figure 2. Evaluation of phenol red (mg / mL), in bronchialveolar lavage (BAL), after FUM 

administration. (I) gavagem (groups: A - saline 7.5 mg / kg, B - ambroxol 1mg/kg, C - FUM 25 

mg / kg, D - FUM 50 mg / kg, and E - FUM 100 mg / kg), (II) intraperitoneal (groups: A -saline 

7.5 mg / kg, B - ambroxol 1mg/kg, C-FUM 12.5 mg / kg, D - FUM 25 mg / kg, and E - FUM 50 

mg / kg) and (III) intraduodenal (groups: A – saline 7.5 mg / kg, B - ambroxol 1mg/kg, C – FUM 

25 mg / kg, D - FUM 50 mg / kg and E - FUM 100 mg / kg). Values are expressed as mean and 

standard error (n = 6 animals for each group). * Significant difference compared with control 

group (Kruskal-Wallis test followed by Dunn `s post-test, p <0.05). 
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Figure 3. Evaluation of lipid peroxidation, oral administration (MDA equivalents nmol / mg 

protein) of FUM in lung tissue of mice (groups: A – saline 7.5 mg / kg, B, - N-acetyl-cysteine, C-

FUM 25 mg / kg, D - FUM 50 mg / kg, and E- FUM 100 mg / kg, administered orally). Values 

are expressed as mean and standard error (n = 6 animals for each group). * Significant difference 

compared with control group (Kruskal-Wallis test followed by Dunn `s post-test, p <0.05). 
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6 CONCLUSÃO 

 

a) a acetona quando utilizada para purificação do extrato acetônico de C. 

Verticillaris apresentou-se eficaz, uma vez que ao final do processo o grau 

de purificação do produto obtido foi verificado por CLAE; 

b) podemos inferir que o FUM é um, bioproduto que apresenta atividade 

expectorante dose-dependente sendo esta melhor exarcerbada quando 

administrado por via oral; 

c) no entanto, isso não recorre que seu mecanismo de ação esteja 

exclusivamente relacionado ao reflexo vagal, pois observamos atividade 

expectorante quando o FUM foi administrado por via intraperitoneal ou 

intraduodenal. Provavelmente estes decorrem da característica físico-

química do produto, como carater ácido e pouco reativa, fatores que 

favorecem a rápida absorção e biodistribuição no organismo; 

d) além da atividade expectorante do FUM verificamos que ele apresenta 

atividade antioxidante, no entanto, o provável mecanismo de ação deverá 

ser investigado futuramente.  
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ANEXO A – Trabalhos apresentados em Congressos no decorrer do curso 

 

Referência: X Encuentro del Grupo Latinoamericano de Líquenólogos GLAL X. Bogotá - 

Colombia -- "Effect of fumarprotocetraric acid isolated the Lichen Cladonia verticillaris on 

tracheobronchial phenol red excretion in mice ".  
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Congresso Luso-Brasileiro de patologia experimental. “Evaluation of the expectorant 

activity of acid fumarprotocetrárico isolated from the lichen Cladonia verticillaris in swiss 

mice”. 
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ANEXO B – Normas do periódico ao qual o trabalho da dissertação será submetido 
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ANEXO C – Carta de aceite do Comitê de ética ensino e pesquisa animal 

 

 


