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RESUMO

Este estudo teve como objetivos produzir compostos fendlicos de Parmotrema andinum (Mill.
Arg.) Hale, através de imobiliza¢do celular, utilizando acetato de sédio como precursor, e testar a
atividade antibacteriana de extratos organicos do talo in natura, eluatos celulares e substincias
purificadas da espécie. Células foram extraidas de P. andinum, e imobilizadas em caulinita previamente
hidratada. Com este material foram montados 5 bioreatores, e em cada um foram adicionados 50 mL de
acetato de sédio a 0,01; 0,1; 1,0; 10,0 e 20,0 mM, como precursor biossintético das substancias tipicas da
espécie. Aliquotas retiradas, a diferentes intervalos de tempo, foram extraidas com éter/acetato de etila e
cloroférmio/acetonitrila, e lidas em espectrofotdmetro a 254 e 366 nm. Os extratos, apds evaporados,
foram avaliados por cromatografias de camada delgada (CCD) e liquida de alta eficiéncia (CLAE).
Ensaios antimicrobianos contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli e Candida
albicans, através do teste de difusdo em meio sélido, foram realizados utilizando os extratos brutos dos
eluatos obtidos de imobilizagdo celular, bem como do talo in natura e fendis purificados. Os extratos
mais ativos e microrganismo mais sensivel foram submetidos a ensaios de biocromatografia para
indicac@o do principio ativo da espécie. Foi verificado que as concentragdes utilizadas do precursor nio
influenciam na produtividade das células imobilizadas. Ndo houve bioproducdo das substancias,
atranorina e 4cido lecandrico, referidas na literatura consultada para a espécie, porém estdo presentes nos
extratos brutos do talo in natura. Também foi observada a presenca de substincias ndo identificadas nos
extratos do talo natural, principalmente no cloroférmico. Nao foi observada atividade antimicrobiana nos
eluatos celulares, e o extrato bruto mais ativo foi o cloroférmico, seguido pelo etéreo, sobretudo contra
bactérias Gram positivas. No ensaio biocromatografico realizado com o extrato cloroférmico e B. subtilis
houve formagdo de halo inibitério em torno da banda correspondente ao dcido lecandrico, e a substancia
nio identificada presente no extrato. No caso dos eluatos celulares, os compostos ndo identificados
podem ser considerados intermedidrios das vias metabdlicas de compostos principais da espécie.
Substancias adicionais as referidas na literatura, e detectadas neste trabalho, sugerem estudos posteriores
detalhados da quimica de P. andinum. A producdo de compostos intermedidrios que permitam seu uso
comercial, ou a sintese de outra substancia, ja € uma resposta positiva a técnica empregada, além de ser P.

andinum uma espécie que responde satisfatoriamente aos ensaios de imobilizagéo celular.

Palavras-chave: Parmotrema andinum, imobilizacao celular, atividade antimicrobiana, atranorina e

acido lecandrico



Nébrega,N.A. Produgdo de com postos fen élicospor... 12

ABSTRACT

This study had the objective to produce phenolic compounds by cell immobilization of
Parmotrema andinum (Miill. Arg.) Hale, using sodium acetate as precursor, and to test the
antibacterial activity of organic extracts obtained from the in natura thallus, cell washes and
purified substances from the species. Cells were extracted from P. andinum and immobilized in
kaolinite previously hydrated. From this material there were constructed 5 biorreactors, and in
each one were added 50 mL of sodium acetate at 0,01; 0,1; 1,0; 10,0 and 20,0 mM, as biosynthetic
precursor of common substances of the species. Aliquots were subtracted at different time periods,
and extracted with organic solvents ether/ ethyl acetate and chloroform/ acetonitril, and measured
in spectrophotometer at 254nm and 366nm. The extracts were evaporated and evaluated through
thin layer (TLC) and liquid chromatographies (HPLC). Antimicrobial assays against
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli and Candida albicans, through solid
medium diffusion test were realized using the organic extracts and purified phenolics. The most
active extracts and the sensible microorganism were submitted to biochromatography assays for
indicating the active principle of the species. It was verified that the precursor concentration did
not influence in the productivity of immobilized cells. Did not occur the bioproduction of
substances refereed in the literature for P. andinum, atranorin and lecanoric acid, but these
compounds were detected in the organic extracts of in natura thallus, mainly in chloroformic one. It
was not observed antimicrobial activity in the cell washes, and the more active organic extract was
the chloroformic, followed by the ethereous, principally against Gram positive bacteria. In the
biochromatographic assay realized with the chloroformic extract and B. subtilis the halo formation
occurred around the spot that corresponded to lecanoric acid, and to the non identified substance
present in the extract. In the cell washes case, the unidentified compounds produced can be
considered intermediary of metabolic pathways of main substances of the species. Additional
substances to the referred in the literature, and detected in this work, suggest future detailed
studies about P. andinum chemistry. The production of intermediary compounds that permit their
commercial use, or the synthesis of other substance, is yet a positive answer to the used technique,

beside to be P. andinum a species that has positive response to cell immobilization assays.

Key words: Parmotrema andinum, cell immobilization, antimicrobial activity, atranorin and

lecanoric acid
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1. INTRODUCAO
O interesse por substancias liquénicas tem aumentado sensivelmente na comunidade
cientifica, que atua na farmacologia e quimica de produtos naturais, por conta de seus evidentes
efeitos terapéuticos. No entanto, alguns inconvenientes desfavorecem o uso de tais compostos,
uma vez que as técnicas para isolamento de compostos fendlicos proporcionam baixo
rendimento, pois dependem do procedimento utilizado e dos solventes empregados. Algumas
espécies também dependem de coleta no momento adequado, visto que s6 produzem
determinado fenol em certo periodo do ano (Hale-Jr.,1983; Pereira, 1989).
Através de imobilizagdes celulares e enzimdticas € possivel a obten¢do continua de
compostos liquénicos a partir do talo in natura, impedindo a destrui¢do de grande quantidade de
biomassa. A continuidade destes estudos visa a producdo de metabdlitos em quantidades que

justifiquem o processo, permitindo seu uso em investigacao cientifica e/ou na industria.

1.1 Liguens

Os liquens sdo organismos resultantes de uma associacdo entre um fungo e um
simbionte fotossintético, resultando em talos complexos e estdveis. O componente fotossintético
¢ constituido por algas unicelulares pertencentes as divisdes Chlorophycophyta e
Cyanophycophyta. Os fungos sdo, na maioria, Ascomycota, e em menor proporcio, Basidio e
Deuteromicota, formadores dos Asco, Basidio e Deuteroliquens (Nash, 1996). Conhecidos
desde a antiguidade, quando se reporta ter sido encontrado em um vaso da 18" dinastia egipcia
(1700 a 1600 A. C), um fragmento de liquen identificado como Evernia furfuracea, espécie que
ndo ocorre naquela regido (Abrahan & Florey, 1949). Os componentes do liquen estdo
posicionados em camadas sucessivas, onde o cdrtex superior, composto de hifas do fungo
entrelagadas, visa proteger a camada de algas (fotobiontes) que vém logo abaixo. Outro feixe de
hifas frouxas (medula), seguida de um outro de hifas mais entrelacadas (cértex inferior) estdo
posicionados logo abaixo da camada algal (Nash, 1996).

Normalmente a reproducdo dos liquens ocorre de forma vegetativa, por meio de
fragmentacdo do talo, que por vezes apresenta visivel protuberincia, que contém as partes alga e
fungo (Xavier-Filho & Rizzini, 1976). Essas estruturas sdo denominadas isidios, que ao se
destacar do talo, s@o disseminadas para formagdo de novos liquens. Outra forma de reprodugdo
¢ a liberagdo de massas de hifas envolvendo células de algas. Estas estruturas especializadas sao
liberadas pelas interrupgdes ou perfuragdes do talo, denominadas sorédios. Isidios e sorédios sdo
geralmente disseminados por agentes dispersantes como dgua, vento e insetos (Seaward, 1977).

De acordo com a literatura, liquens sdo utilizados desde a antiguidade como plantas
medicinais (Abrahan & Florey, 1949). Possuem também a propriedade de produzir 6leos
essenciais e substdncias fixadoras de perfume, corantes de tecidos, graxas e O6leos. Seus

metabdlitos sdo ativos contra fungos e bactérias (Pereira et al., 1991; Pereira et al., 1996;
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Ingo6lfsdottir et al, 1998; Falcdo et al, 2002, Ribeiro et al., 2002), tumores e células
cancerigenas (Lima et al., 1990; Pereira et al., 1994), além de possuirem acdo alelopatica
(Lawrey, 1977; Yano, 1994), e serem eficientes no controle biolégico de insetos (Costa-Filho et
al., 1991).

Os liquens possuem grande capacidade adaptativa sendo encontrados dos tropicos aos
polos. Isto se deve a organizagdo de sua estrutura, cuja associag@o entre cortex superior e as
substancias liquénicas cristalizadas sobre as hifas do fungo, fornece maior capacidade de

resisténcia as adversidades do meio (Hale-Jr., 1983).

1.2 Substancias liquénicas

As substancias liquénicas, denominadas antigamente como “dcidos liquénicos”, sdo
quase em sua totalidade de natureza fendlica, e responsdveis pela maioria da acdo benéfica dos
liquens (Xavier-Filho & Rizzini, 1976). Sdo resultantes do metabolismo secundério do liquen,
elaboradas a partir do processamento dos produtos do metabolismo primdrio (polidis) e sdo
unicas neste grupo taxondmico (Culberson, 1970; Nash, 1996).

Sdo conhecidas nos liquens cerca de 550 substancias, das quais, 350 sdo metabdlitos
secundarios.

As substancias liquénicas sdo agrupadas em &cidos alifaticos, para e meta depsideos,
depsidonas, benzil ésteres, dibenzofuranos, dcidos Usnicos, xantonas, antraquinonas, terpendides
e derivados do 4cido pulvinico. Estes compostos sdo elaborados no interior do talo, excretados e
depositados sob forma de cristais na superficie das hifas do micobionte, conferindo ao liquen
capacidade de adaptac@o as adversidades. As substincias liquénicas s3o também as responsaveis
pelas utilidades econdmicas e beneficios curativos provenientes dos liquens (Culberson, 1970;
Hale-Jr., 1983; Nash, 1996).

A producdo de substancias liquénicas ocorre através de trés principais vias
biossintéticas: a do acetato polimalonato, onde sdo formados os &acidos graxos, depsideos,
depsidonas e quinonas; a do acido chiquimico, onde produzem-se os pigmentos amarelos; e a do
dcido mevalonico, que forma os terpendides e esterdis. Sdo também relatadas as vias dos
aminodcidos e dos carboidratos. No entanto, a origem biossintética da maioria dos metabdlitos
secunddrios decorre das vias do 4cido chiquimico e do acetato polimalonato, que perfazem cerca

de 10% do peso do talo seco (Hale-Jr., 1983; Xavier-Filho, 1989; Nash, 1996).

1.3 Utilizag¢do econémica

A eficiéncia das substincias liquénicas foi estudada a partir da década de quarenta,
quando surgiram os primeiros relatos sobre o assunto. Burkholder et al. (1944) e Burkholder &
Evans (1945) deram inicio a testes antibacterianos. Bustinza, discipulo de Fleming, também foi

um dos precursores neste tema de investigagdo, estudando a eficiéncia antimicrobiana do acido
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dsnico, seus isdmeros e derivados (Bustinza & Caballero, 1948; Bustinza, 1951). Este acido é
considerado um dos compostos liquénicos mais eficazes contra enfermidades e dos mais
estudados. Demonstrou eficacia contra bacilos da tuberculose humana, bovina ou avium, além
de regredir, por completo, casos de Lupus vulgaris, ou tuberculose de pele. Na Finlandia e
Alemanha seu preparado hidrossolivel € conhecido como Usno e Uniplant, respectivamente,
indicados para casos de afec¢des dermatoldgicas e como balsdmico. Ja na Unido Soviética €
referido como Binan, indicado para uso antes de praticas cirdrgicas para prevenir formacdo de
cicatrizes, como também, contra infec¢des urindrias (Vartia, 1950; Kortenkangas & Virtanen,
1956).

A acdo farmacoldgica dos metabdlitos dos liquens é também satisfatoria, tanto para
extratos brutos, como para substancias purificadas. Na literatura € reportada acdo
antiespamddica, espamolitica, histaminica, hipoglicemiante, neuromuscular, antiinflamatdria e
analgésica (Appa-Rao & Prabhakar, 1987; Silva et al., 1997; Maia et al., 2002).

Diante desta diversidade de utilizagdes dos metabdlitos liquénicos na industria
farmacéutica, de cosméticos, téxtil e de alimentos, sua aplicagdo comercial deve ser criteriosa.
Isto se deve ao fato da necessidade de destruicdo de grande quantidade de biomassa dificilmente
renovavel (Hale-Jr., 1983; Vicente et al., 1995; Nash, 1996).

Além dos compostos hidrofébicos, sdo também produzidas substancias hidrossoliveis
como polissacarideos liquénicos, além de indimeros outros produtos encontrados em outros

organismos vivos, como animais e plantas superiores (Culberson, 1970).

1.4 Imobilizacdo celular

Apesar de mostrarem-se promissoras, as técnicas de cultivo in vitro, bem como as de
sintese do talo liquénico, ndo apresentaram até o momento resultados que as justifiquem. Ambas
metodologias ndo chegaram a reproducdo do liquen em sua forma natural. O micobionte
Lecanora chrysoleuca unido, em laboratério, ao ficobionte Pseudotrebouxia, desenvolveu um
talo que produzia acido usnico, mas ndo o acido pseudoplacodidlico, apesar de ambos fendis
serem produzidos pelo talo in natura (Culberson & Ahmadjian, 1980). Por outro lado, as
técnicas de cultura de tecidos mais elaboradas, as quais objetivam produg¢do de fendis
liquénicos, ndo apresentam relagdo entre os fendis produzidos pela cultura e aqueles que
ocorrem no talo em estado natural (Yoshimura, 1993).

Uma alternativa para producdo de substincias liquénicas para fins industriais e
cientificos, sem a destrui¢do da micota liquenizada, é o uso da imobilizacdo celular. Neste
recurso biotecnoldgico, as células encontram-se aprisionadas em espago definido, tendo sua

atividade total ou parcialmete mantida para uso continuado e repetido. E uma atraente

alternativa ao uso de sistemas enzimdticos purificados, uma vez que a prépria célula organiza e
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fornece as condi¢des ideais de funcionamento, além das vantagens de reutilizagdo e economia
de tempo (Yamomoto et al., 1976; Svitel et al., 1998).

Diferentes métodos, utilizando diversas matrizes, sdo conhecidos para imobilizar
células, tais como: enclausuramento, adsor¢do ou ligagdo covalente (Skryabin & Koshcheehko,
1987). No que diz respeito a matriz, caracteristicas como afinidade para ligacdo, auséncia de
efeitos toxicos, resisténcia mecdnica e a degradacdo, devem ser consideradas durante sua
selecdo (Gbewonyo et al., 1987).

O primeiro trabalho de imobilizacdo de uma enzima liquénica se deve a Mosbach &
Mosbach (1966). Uma orselinato descarboxilase de Umbilicaria pustulata foi imobilizada em
poliacrilamida a 5 e a 20%, posteriormente granulada, e posta em contato com acido orselinico
para estimular desprendimento de CO,. A atividade da enzima imobilizada a 20% permanecia
praticamente constante em 14 dias de armazenamento, o que ndo ocorria com a enzima
imobilizada a 5%.

Por este procedimento foram imobilizadas células intactas do mesmo liquen, através
do qual foi demonstrado que a atividade descarboxilante era mantida por dois meses de
armazenamento a 20°C. A imobilizagdo dessas células oferecia a possibilidade de estudar
reacOes em cadeia. Assim, a atividade descarboxilase poderia ser detectada acrescentando ao
reator os acidos orselinico ou lecandrico como substrato. Neste caso, a orselinato depsideo
hidrolase contida nas células produzia duas moléculas de 4cido orselinico, por cada molécula de
acido lecanérico hidrolisada (Mosbach, 1983).

A mesma enzima, por ser uma das mais estudadas do metabolismo dos fendis, foi
também utilizada em estudos de imobilizacdo. Garcia-Junceda & Vicente (1986) descreveram
um método de imobilizacdo desvitalizante usando talos de Pseudevernia furfuracea, tendo
poliacrilamida como matriz. Foi observada uma alta atividade enzimética nesta imobilizacdo, ja
que 90% do é4cido evérnico adicionado ao biorreator era eficientemente hidrolisado. Nao foi
detectada atividade orselinato descarboxilase, ja que ndo aparecia orcinol nos eluatos.

Células de Evernia prunastri foram imobilizadas em alginato. Este processo
apresentou a vantagem de ndo ser desvitalizante, como no caso da poliacrilamida, permitindo
que as células mantivessem suas func¢des vitais por tempo indeterminado (Gonzalez et al.,
1984). Outra imobilizacdo em alginato foi realizada por Vicente & Molina (1993), utilizando
células de Xanthoria parietina para obtengdo de produtos de degradagdo da parietina. Por meio
de microscopia eletronica de transmissdo foi constatado que neste tipo de matriz, as células
foram capazes de se dividiram ativamente.

Partindo do conhecimento de que, ao receberem a adi¢do de substrato, enzimas
presentes em células imobilizadas sdo capazes de iniciar processo de degradacdo e elaboragado

de produtos de reacdo enzimatica. Esta constatagdo favoreceu a hipdtese de que estas células,
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quando imobilizadas e suplementadas com precursor enzimdtico, € ndo com substrato,
produziriam substancias tipicas de suas rotas metabdlitas.

Com a finalidade de produzir agucares alcodlicos de liquens, Pereira et al. (1995a)
imobilizaram células de Cladonia verticillaris em alginato de célcio, utilizando bicarbonato de
sodio como precursor. As células aprisionadas foram mantidas sob constante iluminagdo por
mais de 15 dias. Os polidis e agucares liberados para o meio foram extraidos e analisados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Foi comprovado que houve maior producgio de
ribitol e glicose quando as células eram incubadas em bicarbonato a 10,0 mM. Entretanto, o sal
sédico utilizado provocou o enfraquecimento da estrutura endurecida, por retirada do célcio.
Esta concentracdo de bicarbonato diluiu as esferas em menos de cinco dias. Por outro lado, as
mantidas em solu¢do do mesmo precursor a 1,0 mM foram conservadas por periodo mais longo,
com produgdo e excre¢do apenas do ribitol. Ainda que as células imobilizadas conservassem sua
vitalidade, os fotobiontes apresentaram seus cloroplastos desorganizados. A falta de produgao
de manitol por parte do fungo, a partir do ribitol translocado da alga, indicou que o contato entre
os simbiontes foi prejudicado durante a imobilizag3o.

Diversos liquens presentes no nordeste brasileiro tém sido estudados no intuito de
avaliar as espécies eficientes para esta metodologia de bioproducido de metabdlitos. Neste caso
optou-se pelo uso da caulinita. Trata-se de um silicato do grupo do caulim, produto da
decomposicio de feldspatos. E uma argila de estrutura cristalina constituida de particulas
finissimas de natureza coloidal, de composi¢do quimica Si4O;o(OH)sA 4 (Leinz & Amaral,
1978). Este tipo alternativo de matriz de imobilizagdo reduziu o custo final dos experimentos,
sem perda da eficiéncia e da produtividade celular, com estabilidade mecanica diante das
solugdes de concentragdes elevadas, e sem os incovenientes da desvitalizagdo celular. Assim,
com o intuito de se testar nova matriz de imobilizacdo, células de Cladonia substellata foram
imobilizadas em caulinita, e produziram o &cido usnico, composto liquénico de grande
importincia medicinal (Pereira et al., 1995b). Outras espécies da familia Cladoniaceae vém
sendo estudadas com este mesmo objetivo. C. corallifera precedente da Amazonia produziu os
dcidos usnico e didimico (Pereira et al,, 1999a), enquanto que C. verticillaris de tabuleiros
arenosos da Paraiba produziu a atranorina, e ndo o dcido fumarprotocetrarico, seu componente
principal (Pereira, 1998). O mesmo aconteceu com C. clathrata, que tem d&cido
fumaprotocetrarico como fenol majoritario. Neste caso, foi produzido o 4cido hipoprotocetrarico
e seu aldeido, notodamente a concentracdo de 1,0 mm do precursor utilizado, o acetato de sédio
(Pereira et al., 1999b).

Liquens da caatinga tiveram suas células imobilizadas. Ramalina aspera, ocorrente no
municipio de Venturosa (PE), revelou uma producdo continua de metabdlitos e a concentragdo
do precursor mais satisfatéria foi de 1,0 mM. Esta espécie produziu efetivamente o acido

usnico, um potente bactericida, substincia liquénica mais estudada no ponto de vista quimico e
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de bioatividade (Santos et al., 2000). Teloschistes flavicans de Alagoinha (PE), apresentou
comportamento semelhante, e € produtor de compostos antraquindicos, como o falacinol,
falacinal e a teloschistina. Todos eles foram detectados no talo in natura e nos eluatos das
imobilizac¢des celulares (dados ndo publicados).

Pseudocyphellaria aurata, espécie tipica de brejos, produziu eficientemente
metabdlitos, a partir de imobilizacdo de suas células, com biossintese das mesmas substancias
produzidas pelo talo in natura. Foram detectados o acido pulvinico e seus derivados, como a
dilactona pulvinica e a calycina, ndo havendo interferéncia das concentracdes utilizadas do
precursor, acetato de sddio, nos ensaios de bioproducdo (Albuquerque et al., 2000).

Células imobilizadas de Heterodermia leucomela, coletada em area de caatinga,
também produziram os compostos majoritdrios desta espécie, que sdo a atranorina, o acido
salazinico e a zeorina, além de outras substancias nio identificadas (Rocha, 1999).

O estado de fertilidade também é um dos fatores que influencia a produtividade de
compostos fendlicos através de células imobilizadas. Isto foi constatado quando Pereira et al.
(2002) imobilizaram células de Cladia aggregata nos estados fértil e estéril. Esta espécie
apresentou maior produtividade quando estéril, em relacdo as amostras férteis. Em ambos os
casos foram produzidos o compostos majoritario da espécie, acido barbdtico.

Até o momento foi constatado que, de forma geral, algumas espécies tém producio de
compostos semelhantes aos obtidos do talo in natura, por suas células imobilizadas; outras
sintetizam produtos intermedidrios de suas rotas metabdlicas, ou seus fendis na forma reduzida
(Pereira et al., 1999b). Fontaniella et al. (2000) comprovaram que tal fato ocorre em algumas
espécies pela perda total de contato entre os simbiontes, o que dificulta a troca de co-fatores
entre eles. Por outro lado, ndo haver produ¢do dos mesmos compostos produzidos pelo talo in
natura nao significa resultado desfavordvel. Produtos intermedidrios podem ser mais eficazes

e/ou menos toxicos, o que torna-se uma vantagem nos testes de bioatividade.

2. CARACTERIZACAO DA ESPECIE ESTUDADA

Parmotrema andinum (Miill. Arg.) Hale, liquen pertencente a familia Parmeliaceae,
foi por muito tempo denominado como Parmelia andina Miill. Arg.

Diversos sindnimos ja foram atribuidos a essa espécie, como por exemplo, Parmelia
hiporysalea, coletada em Formosa, no Japio (Asahina, 1952) e na India (Aghoramurthy et al.,
1954). Também jd foi encontrada no Congo Belga (Ramaut, 1961), como P. africana. No
Paraguai, esta mesma espécie foi referida por Hale-Jr., em 1958 como P. paraguaiense. No
entanto, o préprio Hale-Jr. em 1965 estudou Parmelia andina proveniente da Asia, Africa
central e centro-sul, além da América do Sul tropical e constatou tratar-se da mesma espécie. P.

andinum tem habito folhoso, podendo ser destacada de seu substrato com facilidade (Figura 1).
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Todas espécies liquénicas possuem uma composi¢do quimica definida, com variacdes
em substdncias em menores teores; € o que se denomina de ragca quimica. Esse fato se atribui
aos fatores ambientais/microclimaticos, aos quais os liquens tendem a se adaptar (Hale-Jr.,
1983; Reyes et al., 1994; Nash, 1996). P. andinum possui em sua composicdo o 4cido
lecandrico (Figura 2) e a atranorina (Figura 3) como principais componentes (Culberson et al.,
1977). Ambos os compostos sdo depsideos, ou seja, compostos fendlicos cujas unidades estdo
unidas por uma ligacdo éster, geralmente nas posi¢des 1 e 4’. Winnem (1975) detectou nesta
espécie, as mesmas substancias, por meio de cromatografia em camada delgada (CCD), com

ocorréncia em Angola, Etiépia, Equador, Socotra e Uganda.

Figura 1 — Parmotrema andinum (Miill. Arg.) Hale

CH3 CH3
H COO COOH .
Figura 2 — Férmula estrutural
do 4cido lecanérico
OH OH
Me Me OH
HO COO0O 42@2* COOMe
CHO OH Me

Figura 3 — Férmula estrutural
da atranorina
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3. CARACTERIZACAO DA AREA DE COLETA

O material liquénico foi coletado no municipio de Salod (Figura 4), localizado na
Mesorregido do Agreste de Pernambuco, Microrregido de Garanhuns. Com uma drea de 297
km? e a 266 km de distincia do Recife, tem por limite o municipio de Paranatama, ao norte; os
municipios de Bom Conselho e Terezinha, ao sul; o municipio de Garanhuns, ao leste; e o
municipio de Iati, a oeste. A sede municipal estd a 745 m de altitude.

O clima no municipio € do tipo semi-arido quente, com temperatura média anual de
25°C, variando entre minima de 12° C e a méxima de 32° C. Este clima de Agreste apresenta
similaridade ora com a Zona da Mata (clima imido), ora com o Sertao (clima seco), por ser uma

regido intermedidria (Dougan-Neto, 2001).
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Figura 4 — Mapa de Pernambuco com indicativo da localizagdo do municipio de Salog,

PE. Fonte: Almanaque Abril, 2000 (CD Rom)

4. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Os compostos fendlicos produzidos por liquens sdo exclusivos deste taxon, uma vez
que ndo ha registros destes em representantes do Reino Plantae (Culberson et al., 1977). Pouco
se conhece a respeito das enzimas que sintetizam ou catabolizam tais substincias, e menos ainda
sobre sua regulagem metabdlica.

Além disso, os metabdlitos liquénicos possuem aplicacdes das mais diversas, e
potencialmente interessantes. H4 séculos sdo utilizados como fixadores em perfumaria, e por
muito tempo utilizados como potentes antibidticos de uso tépico (Vartia, 1973). Sua alta
atividade citotéxica, um incoveniente para seu uso terapéutico, estd sendo atualmente
investigada objetivando seu uso como carcinostdtico (Kumar & Miiller, 1999).

Em cosmética terapéutica, varios compostos fendlicos de liquens sdo utilizados para
evitar o envelhecimento da pele devido a idade, ou a prolongadas exposicdes ao sol. A elastase,

assim como a tripsina, sdo fortemente inibidas por atranorina, um fenol de origem liquénica

(Proksa et al., 1994).
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5. OBJETIVOS

5.1 Geral

Estudar de forma qualitativa e quantitativa os compostos fendlicos produzidos por
células imobilizadas de Parmotrema andinum (Miill. Arg.) Hale, utilizando como precursor o
acetato de sédio, comparando com a produgdo realizada pelo seu talo in natura, com verificagio

de atividade antimicrobiana.

5.2 Especificos

® Imobilizar células de P. andinum em caulinita para a producdo de compostos
fendlicos.

® Determinar a concentracdo do precursor, acetato de sédio, que proporciona maior
produtividade.

® Determinar o periodo de vitalidade das células nas diferentes concentragdes do
precursor.

e Correlacionar a producgio de metabdlitos na natureza com a de células imobilizadas.

® Verificar atividade antimicrobiana dos extratos brutos, substincias purificadas e

eluatos obtidos por meio de imobilizacdo celular do liquen em estudo.
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RESUMO. Este trabalho demonstra a producio de compostos fendlicos, a partir de células
imobilizadas de Parmotrema andinum (Mill. Arg.) Hale, utilizando acetato de sédio como
precursor. Ensaio de atividade antimicrobiana com extratos orgéanicos do talo in natura,
eluatos celulares e substincias purificadas de Parmotrema andinum (Miill. Arg.) Hale,
procedente do agreste do Estado de Pernambuco, revelaram acio contra bactérias Gram-
Positivas. Através de ensaio de biocromatografia, foi possivel indicar o acido lecandrico e um
composto nao identificado como principios ativos da espécie. Substiancias produzidas a partir
de imobilizacio celular, nao exibiram inibicao frente aos microrganismos testados.

SUMMARY. “Production of phenolic substances from immobilized cells of the lichen Parmotrema
andinum (Miill. Arg.) Hale and evaluation of antimicrobial action”. This paper shows a phenolic
production by immobilized cells of Parmotrema andinum (Mill. Arg.) Hale, occured in semi arid
region of Pernambuco State (Brasil), using sodium acetate as precursor. Antimicrobial assays using
organic extracts of in natura thallus, cell washes and purified substances of this species showed
inhibition against Gram positive bacteria. Through biochromatographyc assays, there were
indicated the lecanoric acid and a non-identified compound, as active principles of the species.
Substances produced from cell immobilization did not exhibit inhibition against the tested
microorganisms.

PALAVRAS-CHAVE: Parmotrema andinum, imobilizagdo celular, atranorina, 4cido lecandrico,
atividade antimicrobiana.

KEY WORDS: Parmotrema andinum, cell immobilization, atranorin, lecanoric acid, antimicrobial
activity.

INTRODUCAO

Liquens sdo conhecidos desde a antiguidade, e seus produtos eficientes contra diversas
enfermidades e, também usados em medicamentos em alguns pafses da Europa'.

Sdo encontrados no Nordeste do Brasil diversas espécies, cujos metabdlitos possuem
comprovada ac¢do farmacolégica®. No estudo de acdo antimicrobiana de espécies encontradas em
solos arenosos de tabuleiros costeiros (vegetacdo tipo cerrado) do estado da Paraiba (Nordeste do
Brasil), Pereira et al.** detectaram agdo antimicrobiana em extratos brutos de Cladonia substellata
e C. crispatula, atribuindo ao acido dsnico o principio ativo das espécies. Tais preparados
impediram o desenvolvimento de fungos e bactérias. Em relacdo a estas ultimas, foram mais
eficientes contra as Gram positivas.

Além da inddstria farmacéutica, substincias liquénicas sdo largamente utilizadas na
manufatura de cosméticos, téxtil e de alimentos. Diante desta diversidade de usos, sua aplicacdo



comercial deve ser criteriosa, devido ao fato da necessidade de destrui¢do de uma grande
quantidade de biomassa dificilmente renovavel’®. Portanto, uma alternativa para producio de
substancias liquénicas para fins industriais e cientificos, sem a destruicdo da micota liquenizada, é
o uso da imobilizagdo celular.

Neste trabalho foram produzidos compostos fendlicos do liquen Parmotrema andinum (Miill.
Arg.) Hale por imobilizacdo celular, e avaliada a acdo antibacteriana do material obtido, bem como
dos extratos brutos do talo in natura e substancias purificadas da espécie.

MATERIAL E METODOS
Material liquénico

Parmotrema andinum (Miill. Arg.) Hale, foi coletado no municipio de Saloa, Estado de
Pernambuco, Nordeste do Brasil. As amostras foram identificadas através de analise dos caracteres
quimicos e morfolégicos do talo, pelo Dr. Marcelo Marcelli do Instituto de Botanica de Sao Paulo,
sendo mantidas em caixas de papel até o momento dos experimentos.

Preparo dos extratos orgéanicos do talo in natura

O material liquénico foi seco a temperatura ambiente e extratos foram obtidos com os
solventes éter, cloroférmio e acetona, utilizando 5g do talo liquénico para 20 mL de cada solvente.
Os extratos obtidos tiveram seus respectivos solventes evaporados até peso constante.

Isolamento e purificacio de fenéis de Parmotrema andinum

Atranorina e 4cido lecanérico foram obtidos por meio de cristaliza¢des sucessivas de acordo
com Asahina & Shibata’, com modificacdes. O 4cido lecanérico foi obtido do extrato etéreo de P.
andinum utilizando bicarbonato de sédio a 5%, e, em seguida, precipitado com &cido cloridrico de
mesma concentracdo. A purificacdo foi realizada através de cristalizacdo em benzeno/etanol (1:1).
Para purificar a atranorina, o extrato etéreo também foi utilizado, o qual foi evaporado, dissolvido
em cloroférmio, e por fim, o etanol gelado promoveu a precipitacido da atranorina. Sua purificagdo
foi realizada por meio de cristalizagdes em cloroférmio.

Ensaios de imobilizacao celular

Foram utilizados 2 g de P. andinum para cada ensaio de imobilizacdo, de acordo com Pereira
et al.®. As suspensdes celulares foram obtidas através de suave maceragdo do material liquénico em
almofariz com dgua destilada, seguida por filtragdo em gaze. Em seguida, as células em suspensdo
foram imobilizadas em 90g de caulinita previamente hidratada por duas horas em dgua destilada. O
material imobilizado foi transferido para colunas de vidro (30 cm x 7 cm), e a cada uma foram
adicionados 50 mL de acetato de s6dio nas seguintes concentracdes: 0,01; 0,1; 1,0; 10,0 e 20,0
mM. Os recipientes foram mantidos sob luz branca (125 umol.m‘z.s"l) durante todo o experimento.

Obtencao e processamento dos eluatos celulares

Na primeira semana foram coletadas aliquotas didrias de 25 mL de cada coluna, com imediata
reposicdo do mesmo volume de acetato de sédio, na respectiva concentracdo. Aliquotas semanais
foram coletadas, a partir da segunda semana de imobilizagdo, até 31 dias. Para a extracdo dos
fendis foram utilizados 25 mL do sistema éter/acetato de etila (65:35, v/v) com agitagdo, seguido
por uma segunda extragdo com o mesmo volume de cloroférmio/acetonitrila (60/40, v/v). Os dois
extratos organicos obtidos foram submetidos a leitura em espectrofotdmetro a 254 nm e 366 nm,
postos em mesmo recupiente e, em seguida, evaporados para andlise posterior®.

Analise dos extratos liquénicos

A andlise dos extratos organicos foi realizada por cromatografia em camada delgada (CCD) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Para os ensaios em CCD os extratos organicos do talo in natura e eluatos celulares foram
diluidos na concentracio de 2,0 mg.mL", para em seguida serem aplicados em cromatoplacas de



silica Gel Fisqize6 Merk (20 x 20 cm; 0,25 mm de espessura). A fase moével foi
tolueno:dioxano:éacido acético (180:45:5, v/v), de acordo com a metodologia de Culberson’. As
bandas foram observadas sob luz UV de comprimento de onda curta e longa, e reveladas com acido
sulfirico a 10% com aquecimento a 100° C, por 10 minutos, sendo identificadas através de reacoes
de coloragdo e valores de Rf comparados aos padrdes de atranorina e dcido lecandrico.

Para a andlise em CLAE, os extratos orginicos foram injetados em duas concentracdes
(O,Smg.mL'1 e l,Omg.mL'l), os eluatos celulares a 1,0mg.mL" e os padrdes a 0,1mg.mL’1, em
cromatégrafo liquido HITACHI acoplado a um detector de UV da marca CG. As condig¢des de
cromatografia obedeceram 2 metodologia de Legaz & Vicente'?, a citar: coluna de fase reversa
MicroPack MHC-18 (300 mm x 4 mm L.D.); volume de inje¢do 20 I L; fase movel metanol: dgua:
dcido acético (80:19,5:0,5 v/v) em sistema isocrdtico; pressdo 88 atm; temperatura ambiente (28°C
+ 3° C); detector de UV a 254 nm. Como padrdes foram utilizados atranorina e dcido lecandrico.

Atividade antimicrobiana

Os ensaios foram realizados através do teste de difusio em meio sélido''. Placas de Petri
(140mm) contendo 25mL de meio Agar Miiller-Hilton foraminoaulads com 1001 L dasuspensio
dos microrganismos teste a 10’ UFC.mL"', segundo Bauer et. al.'*. Discos de papel (6,0 mm) foram
imoegnads com 50 1L dos sdugdes de cada extrato, ou substincias purificadas, nas
concentragdes respectivas de 1,0 mg.mL™" e 2,0 mg.mL" e, em seguida, depositados sobre o meio
previamente inoculado. As placas foram incubadas a 37° C, para bactérias, e 30° C para a levedura
por 24 horas. Como controle de uma possivel interferéncia dos solventes ao processo de inibigdo,
foram utilizados discos impregnados com os respectivos solventes utilizados para extra¢do. Como
referéncia, foram utilizados discos impregnados com 50 1 L dedcido dsnico na concentragio de 1,0
mg.mL" e 2,0 mg.mL", ja que este fenol liquénico possui comprovada atividade antimicrobiana.
Os resultados foram obtidos através de mensuracdo das zonas de inibi¢cdo formadas ao redor dos
discos, e expressos em milimetros (mm).

Microrganismos teste

Foram selecionados para os ensaios antimicrobianos Staphylococcus aureus (DAUFPE-01),
Bacillus subtilis (DAUFPE-16), como representantes de bactérias Gram-positivas; Escherichia coli
(DAUFPE-224), como representante de bactérias Gram-negativas e a levedura Candida albicans,
isolada de caso clinico pelo Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco.

Biocromatografia

O teste biocromatogréfico foi desenvolvido de acordo com Homans e Fuchs'®, modificado
por Costa-Filho'*. O extrato considerado mais ativo nos ensaios antibacterianos, foi aplicado em
placas de silica Gel F,s4,3¢6 Merk, na concentragao de 3,0 mg.mL’l, e desenvolvido no sistema A de
solventes'!. Como referéncia foram aplicadas as substancias atranorina, dcido lecanérico e dcido
usnico. A cromatoplaca foi armazenada por 24 h, em condigdes assépticas, até a completa
evaporacgdo do eluente. Em seguida foi depositada em placa de Petri (180 mm), recebendo uma
camada de meio Agar Muller-Hilton (25mL). Saore de faam incadads 100 L de uma
suspensdo do microrganismo mais sensivel nos testes em disco, na concentracio de 10’UFC.mL".
As substincias cromatograficamente separadas que exibiram atividade antimicrobiana foram
reconhecidas nos cromatogramas por meio de formagdo de zonas de inibicdo (halo) ao redor de
suas bandas

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante todo o experimento de imobiliza¢do celular foi observada producdo de compostos por
P. andinum (Figuras 1-5), cujas células imobilizadas em caulinita mantiveram sua vitalidade por 31
dias, em todas as concentracdes de acetato de sddio utilizadas. Foi observado que, para esta
espécie, a concentragdo do precursor adicionado praticamente nio influenciou na produtividade das
células imobilizadas (Figura 6). Fato semelhante ocorre com Cladonia corallifera, uma vez que a
produgdo de compostos fendlicos € praticamente igual, mesmo variando a concentra¢do do



precursor'’. Por outro lado, algumas espécies apresentam produtividade crescente proporcionalmente
a concentracio do precursor, como foi o caso da Cladonia verticillaris e Cladonia salzmannii'®.

Um outro fator que influencia a produtividade de compostos fendlicos, através de células
imobilizadas, é o estado de fertilidade do liquen. Isto foi constatado quando Pereira er al.'’
imobilizaram células de Cladia aggregata nos estados fértil e estéril. Esta espécie apresentou maior
produtividade quando estéril, em relagdo as amostras férteis.

Através de CCD foi observada a presenga do acido lecandrico nos extratos etéreo e acetdnico
do talo natural. J4 no extrato cloroférmico foi observada a presenca de atranorina, além de um
outro composto nio identificado. Os extratos dos eluatos celulares produziram uma substincia cujo
Rf é préximo ao do 4cido lecandrico (Figura 7). A presenga de um composto a mais no extrato
cloroférmico ndo € fato surpreendente, visto que a regido geografica, versus influéncia
microclimatica, influi sobremaneira no teor e natureza de substincias produzidas por liquens'”".

Foram realizadas cromatografias liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando os extratos
organicos do talo, dos cinco eluatos celulares e as substincias purificadas de P. andinum,
atranorina e 4cido lecandrico. Foram utilizados éter e metanol para solubilizar as amostras, e foi
observado que o metanol permite uma melhor defini¢do dos picos, 0 que ndo ocorre com o éter.
Porém, o uso do éter ¢ justificado, por este solubilizar atranorina, ao contrdrio do metanol.

Através de CLAE, foi constatada a presencga de atranorina (TR 27,77 min) nos extratos etéreo,
acetdnico e cloroférmico, cujos teores foram de 2,135%; 2,690% e 8,991%, respectivamente
(Figura 8). Ja o acido lecandrico (TR 5,95 min) foi detectado nos trés extratos, sendo que o
acetdnico apresenta o maior teor desta substancia (85,304%), dentre os extratos brutos analisados,
ratificando os dados obtidos por CCD (Figura 9).

A presenca de outras substancias liquénicas, além das referidas na literatura foi verificada em
todos os extratos brutos, o que sugere estudos posteriores detalhados da quimica de P. andinum.
Este fato € observado principalmente no cloroférmico, no qual foi constatada, através de CLAE, a
presenca de substincias ndo identificadas, cujos teores sdo de 76,662% e 6,227%, e tempo de
retengdo de 17,08 min e 3,71 min, respectivamente (Figura 9).

A andlise de CLAE dos eluatos celulares confirma que ndo houve producdo das duas
substancias referidas na literatura. Foi registrada a produg@o de compostos ndo identificados, de TR
bastante proximos (Figura 10). Tais substincias podem ser consideradas intermedidrias das vias
metabdlitas de compostos principais da espécie, e serem uteis em algum setor econdmico.

Fato semelhante ocorreu com células imobilizadas de Cladonia verticillaris, que produziram
atranorina, mas nio o 4cido fumarprotocetrarico, composto majoritirio da espécie'®. Uma outra
espécie que ndo produziu os mesmos compostos do talo in natura foi a Cladonia clathrata. Neste
caso, ndo foi verificada a producdo do acido fumarprotocetrarico, um dos compostos principais
desta espécie. No entanto, derivados deste 4cido, como o dcido hipoprotocetririco e seu aldeido
foram produzidos pelas células imobilizadas, e material in natura®. A ndo produgio dos principais
compostos de um liquen por meio de células imobilizadas € atribuida a separacdo da alga/fungo,
durante a extragdo de células, dependendo da forma de contato entre os simbiontes.

Em outros casos, como foi observado em Cladonia salzmannii, células imobilizadas
produziram os mesmos compostos do talo in natura, que sio os 4cidos barbético e taminélico'®. A
sintese de outras substincias pelas células imobilizadas, que diferem das sintetizadas pelo talo in
natura, ndo significa insucesso da técnica. A producdo de compostos intermedidrios, que permitam
seu uso comercial, ou a sintese de outra substincia, ja € uma resposta positiva a técnica empregada,
sobretudo se for considerada a hipdtese da bioconservagdo da espécie, e maior conhecimento da
sua fisiologia o que possibilita a producido de uma substincia em especial. Técnicas de ressintese de
liquens, além de dispendiosas, levam meses para o desenvolvimento de talos rudimentares, e a
producio esbarra nos mesmos problemas>. Por outro lado, a adi¢io de co-fatores funciona de
forma eficiente para contornar o prejuizo de contato entre os simbiontes™>*.

Nao foi observada atividade antimicrobiana nos eluatos celulares de P. andinum.
Possivelmente as substancias bioproduzidas podem ser intermedidrias das rotas metabdlicas, que
podem até mesmo serem semelhantes estruturalmente, mas diferengas no sitio ativo acarreta perda
de atividade bioldgica. Quanto aos extratos brutos, o mais ativo foi o cloroférmico, seguido pelo
etéreo. Os dois extratos a concentracdo de 2mg/mL inibiram o crescimento de Bacillus subtilis e
Staphylococcus aureus. Considerando os extratos a Img/mL, apenas o cloroférmico foi ativo em



relacdo a estas duas bactérias Gram-positivas. Todos os extratos foram inativos para Escherichia
coli e Candida albicans nas duas concentracdes testadas (Tabela 1). Estes resultados estdo de
acordo com os de varios pesquisadores, os quais referem uma maior sensibilidade das bactérias
Gram-positivas diante de substincias liquénicas®***°. J4 Hale®’ reporta a ineficdcia dos dcidos
usnico e protoliquesterinico contra bactérias Gram-negativas.

O ensaio biocromatografico foi realizado para indicar de forma mais precisa os principios
ativos de P. andinum, utilizando o extrato de maior atividade (cloroférmico) e o microrganismo
mais sensivel (Bacillus subtilis). Neste teste (Figura 11) foram observados halos de inibi¢do em
torno das bandas correspondentes ao acido lecandrico (15 mm), e da substincia ndo identificada
presente no extrato cloroférmico (40mm).

Maia et al.”® referem atividade antiinflamatéria para a atranorina, no entanto, em relagio ao
dcido lecandrico, ndo foram encontradas referéncias sobre sua acdo antimicrobiana, ou de outra
natureza. A primeira substincia foi também testada por Falcio et al.”’, que faz parte do liquen
Heterodermia leucomela, apresentando forte inibi¢do contra bactérias Gram positivas e fungos.

CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos foi possivel concluir que a espécie responde satisfatoriamente ao
processo de imobilizagdo, ndo sofrendo influéncia da concentragdo do precursor. No entanto, as
substancias bioproduzidas ndo correspondem as do talo natural. P. andinum possui agdo
antibacteriana contra microrganismos Gram-positivos. Esta acdo estd relacionada, principalmente a
um composto ndo identificado presente no extrato cloroférmico desta espécie e, em menor
propor¢do, ao acido lecandrico. J4 os metabdlitos produzidos por suas células imobilizadas nao
exibiram inibi¢do alguma. A deteccdo de substancias adicionais as referidas na literatura merece
um estudo quimico detalhado da espécie.
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Figura 1. Producdo de metabdlitos por células de Parmotrema andinum
imobilizadas em caulinita, utilizando acetato de s6dio 0,01 mM. (a) extrato
éter/acetato de etila; (b) extrato cloroférmio/acetonitrila
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Figura 2. Producdo de metabdlitos por células de Parmotrema andinum
imobilizadas em caulinita, utilizando acetato de sédio 0,1 mM. (a) extrato
éter/acetato de etila; (b) extrato cloroférmio/acetonitrila
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Figura 3. Producdo de metabdlitos por células de Parmotrema andinum
imobilizadas em caulinita, utilizando acetato de sddio 1,0 mM. (a) extrato
éter/acetato de etila; (b) extrato cloroférmio/acetonitrila
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Figura 4. Producdo de metabdlitos por células de Parmotrema andinum
imobilizadas em caulinita, utilizando acetato de s6dio 10,0 mM. (a) extrato
éter/acetato de etila; (b) extrato cloroférmio/acetonitrila
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Figura 5. Producdo de metabdlitos por células de Parmotrema andinum
imobilizadas em caulinita, utilizando acetato de sédio 20,0 mM. (a) extrato
éter/acetato de etila; (b) extrato cloroférmio/acetonitrila
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Figura 6. Producdo total de substincias fenélicas
por células de P. andinum, imobilizadas em
caulinita, utilizando acetato de sédio em
diferentes concentracdes
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Figura 7. Cromatograma em camada delgada dos eluatos
celulares de P. andinum a 0,01 mM(1); 0,1 mM (2); 1,0 mM (3);
10,0 mM (4); 20,0 mM (5). Extratos etéreo (6), acetonico (7) e
cloroférmico (8). Acido lecanérico isolado de P. andinum (9) e
atranorina isolada de P. andinum (10). Atranorina padrao (11).
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Figura 8. Cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizando amostras diluidas em éter etilico.
A — extrato etéreo; B — extrato acetonico; C — extrato cloroférmico; D - atranorina
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Figura 9. Cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizando as amostras diluidas em metanol.
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Figura 10. Cromatografia liquida de alta efici€ncia, utilizando eluatos celulares diluidos em metanol.
A-0,0l mM; B-0,1 mM; C- 1,0 mM; D - 10,0 mM; E - 20,0 mM



Figura 11. Biocromatograma utilizando
extrato cloroférmico de P. andinum (1),
padrdes de atranorina (2), dcido lecandrico
(3) e acido dusnico (4), contra Bacillus
subtilis.



Tabela 1. Atividade antimicrobiana de extratos de P. andinum apds 24 horas (mm)

Extratos/Substancias Concentracao Microrganismos
u (mg.mL'l) Bacillus subtilis Staphylococcus aureus
. 1 ndo inibiu ndo inibiu
Extrato etéreo > 3 10
. 1 20 9
Extrato cloroférmico > 13 3
A 1 nao inibiu nao inibiu
Extrato acetdnico — —
2 ndo inibiu ndo inibiu
Atranorina 1 ndo inibiu ndo inibiu
2 nao inibiu 12
. L. 1 19 15
Acido lecandrico > o1 13
Acido tsnico I 25 13
2 20 13




6. CONCLUSOES

Foi possivel concluir que:

e As células de Parmotrema andinum, quando imobilizadas em caulinita, produzem

metabdlitos distintos dos sintetizados pelo talo in natura e mantém sua vitalidade durante 31dias.

® A concentragdo do precursor ndo influi na bioprodutividade.

e Os compostos bioproduzidos podem ser considerados intermedidrios das vias

metabdlicas de compostos principais da espécie.

e Substancias adicionais as referidas na literatura foram detectadas no talo natural da
espécie estudada, o que sugere estudos posteriores detalhados da quimica de P. andinum, que
possui acdo antibacteriana contra microrganismos Gram-positivos. Esta agfo estd relacionada,
principalmente a um composto ndo identificado presente no extrato cloroférmico desta espécie, e
em menor propor¢ao, ao dcido lecandrico. J4 os metabdlitos produzidos pela espécie ndo exibiram

inibi¢do alguma.



7. ANEXOS

7.1 Trabalho completo publicado em anais de congresso

Pereira, E. C.; Santos, R. A. S.; Cruz, A.; Monteiro, V. C.; Nébrega, N. A.;
Silva, N. H.. Bioconservacgdo e utilizagdo econdmica de liquens. 11 Encontro
Nordestino de Biogeografia. Macei6 — AL, p. 21-33, 2001.



UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E NATURAIS
DEPARTAMENTO DE GEOGRAFIA E MEIO AMBIENTE

LABORATORIO DE FITOGEOGRAFIA APLICADA

ANALS

Biodiversidade e Sustentabilidade: desafios do novo milénio
&

1° FORUM DE DEBATES PARA O SIMPOSIO INTERNACIONAL
“JARDIN PLANETAIRE” 03 - MACEIO

De 10 a 13 de outubro de 2001
Campus A C. Simées — UFAL
Macei6 - Alagoas




BIOCONSERVACAO E UTILIZACAO ECONOMICA DE LIQUENS

Eugénia C. Pereira'; Renata Almeida Santos”; Andrea Cruz’; Vandessa Cristina Monteiro;

Nadejda de Azevedo Nébrega®. Nicicio H. da Silva®.
Depto. de Ciéncias Geograficas', CFCH; Estudantes de Graduagdo em Farmécia?/Bolsistas de IC/CNPq; Mestranda em
Bioguimica®; Depto. de Bioquimica*/CCB, Universidade Federal de Pernambuco.
fmf@elogica.com.br; arruda@hotlink.com.br

1. INTRODUCAO

Os liquens sdo pouco estudados, e na maioria dos casos sdo conhecidos por sua capacidade
de habitar substratos rochosos, e iniciar o processo de pedogénese. No entanto, este grupo
bioldgico tem um sem-nimero de utilidades econdmicas, algumas delas medicinais, além de uma
interacdo notavel com os elementos do ambiente.

Esses seres sdo resultantes de uma associag@o simbidtica entre alga e fungo, cujas naturezas
distintas resultam em um talo de estrutura estavel, onde o fungo € o exo-habitante. A simbiose entre
componentes tdo distintos, como a alga, que € clorofilada, e portanto fotossintética, e o fungo,
aclorofilado e heterétrofo, confere ao liquen um funcionamento impar, ndo comparado a outros
grupos taxondmicos (Nash, 1996).

A fotossintese da alga liquénica, ou fotobionte, proporciona os hidratos de carbono
necessarios para o inicio da nutri¢do, e todas as reacdes metabdlicas do liquen. Estes acticares sdo
repassados ao fungo, que nio tém capacidade de sintetiza-los, pois ndo sdo seres fotossintéticos. A
partir desse transporte massivo de carboidratos, sdo sintetizadas as substancias liquénicas, produtos
finais do processo, unicas desses seres, e responsaveis pelos beneficios advindos dos liquens
(Culberson et al., 1977; MacFarlane & Kershaw, 1984).

As substancias liquénicas ao serem sintetizadas no interior da hifa do fungo, sao excretadas
e depositadas na sua superficie sob forma de cristais. Estes, de acordo com a forma, cor,
transparéncia ou opacidade, captam a radiacdo solar, fazendo uma selecdo do que lhes € titil, e
refletindo o que ndo lhes serve, ou aumentando a temperatura do talo, no caso de temperaturas
subzero. Em situacdes de climas secos, ou semi-dridos, estes cristais funcionam como
impermeabilizantes, ndo permitindo a perda de umidade, j4 que ndo possuem estdmatos, como no
caso das plantas. Dai ser possivel afirmar que as substincias liquénicas t€ém funcio acesséria na
fotossintese, e sdo responsaveis pelos mecanismos de co-adaptacgio dos liquens aos ambientes mais
adversos (Seaward, 1977; Nash, 1996; Pereira, 1998a).

Além da capacidade de sobrevivéncia as intempéries, os liquens captam todos os elementos
dispersos no ar atmosférico. Por isso ndo necessitam de nutrientes de seu substrato, e sio
considerados poiquilohidricos, ou seja, nutrem-se de forma higroscépica. Dai, se o ar estiver
contaminado, esses poluentes fatalmente serdo absorvidos, e a depender do tipo, teor, ou da
resisténcia da espécie liquénica, isso concorrerd para seu desaparecimento. Essas caracteristicas
conferem ao liquen a func¢do de biomonitor da qualidade do ar, técnica ja empregada em diversos
paises da Europa, Japdo, Canadd, dentre outros, bem como no Nordeste do Brasil (Seaward, 1977;
Nash, 1996; Pereira, 1998a).

1.1 Utilizacdo econdémica das substincias liquénicas

Os liquens s@o conhecidos desde o antigo Egito, e também eram de larga utilizagdo em
distintas partes da Europa e Oriente, por produzirem substincias oloriferas (6leos essenciais), ou
produtos de degradacdo que geram perfumes muito apreciados. Estes, nas industrias de cosméticos,
sao usados desde o século XVI no fabrico de talcos, sachés e perfumes. Na manufatura destes
ultimos e de cremes, os 6leos essenciais dos liquens sdo importantes ndo apenas pelo aroma
agraddvel, mas também como fonte de glicerol (Abrahan & Florey, 1949; Llano, 1951; Seu-Salerno
& Blakeway, 1987).

No século XVII o p6 de Cyprus, uma combinacgdo de diversas espécies de liquens, era
utilizado em conjunto com o ambar cinzento, almiscar, 6leo de rosas, jasmins ou flor de laranjeira,



como pé de foilete, e também para alvejar e limpar os cabelos. Por outro lado, Ramalina calicaris
era usada para clarear as cabeleiras posti¢as (Llano, 1951; Seu-Salerno & Blakeway, 1987).

Substancias liquénicas como a atranorina sdo utilizadas como fixadores de perfumes,
notadamente na Franca (Llano, 1951). O emprego de liquens na perfumaria é atualmente uma das
formas mais importantes de sua utilizacdo econdmica. A Franga, Marrocos, e a antiga Yugoslavia
consomem de 8.000 ton. a 10.000 ton. anuais de espécies produtoras de 6leos essenciais, produtos
de degradag@o odoriferos, e fixadores de aroma (Nash, 1996).

Os liquens sd@o empregados como corantes de tecidos desde a antigiiidade grega. Roccella
montagnei produz substincias de cor purpura ou vermelha, obtidas por fermentacdo ou por
extracdo quimica com amdnia, utilizadas em regides do Mediterraneo (Nash, 1996).

No século XIX, suas substincias coloridas eram empregadas na inddstria téxtil,
notadamente na Inglaterra, onde os tecidos tingidos com produtos liquénicos nunca eram atacados
por tragas. Na Escandindvia também eram utilizados na inddstria artesanal, principalmente para
roupas de 13 (Llano, 1951; Seu-Salerno & Blakeway, 1987).

Os liquens eram também utilizados como corantes para vinhos, licores, 6leos, graxas, além
de tintas para marmore e papel. Por sua capacidade de indicar pH, eram empregados no fabrico do
papel tornassol (Llano, 1951).

A existéncia de liquens comestiveis é largamente conhecida. Seu valor nutritivo deve-se a
presenca de altos teores de carboidratos. Por isso, servem de alimento para homens e animais. Tais
actcares sdo facilmente hidrolisados para a glicose, consequentemente Uteis nos processos
fermentativos como na producdo de dlcool, conhaque, etc. Na Suécia foram encontrados projetos
de fabricacdo desta bebida, detalhados com figuras e planos para uma destilaria. Esta fabrica, ap6s
algum tempo de funcionamento foi fechada, devido a explorag¢do ndo racional da matéria prima ter
esgotado o fornecimento dos liquens (Llano, 1951).

Além da ampla referéncia do uso dos liquens na medicina popular, atualmente sdo
encontrados medicamentos em farmacias da Europa, sobretudo na Alemanha, obtidos a partir de
seus principios ativos, como o Granobil - tdnico estimulante (Figura 1), e a Isla-Moss, pastilhas
para inflamac@o da garganta (Figura 2).

ieilkraft aus dem ¢

= M§?1rmals taglich 1 bis 2 Pastillen langsam im Mund zergehen lassen
B stérkt die Isla-Moos* Pastillen sind angenehm im Geschmack und werden auch von
nattirlichen Abweh Kindern gern genommen

egen In b 2, Hinweis fiir Diabetiker:
g / fektionen 30 Pastilen = 1 Broteinheit (BE) - 12 g Kohlenhydrate.

30 Hustenpastillen

Isla-Moo
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S

Isla-Moos* Pastillen enthalten
einen Auszug aus Islandisch Moos

Figura 2: Forma comercial do dcido fumarprotocetrarico
(ISLA-MOSS), fabricado na Alemanha.

Figura 1: Forma comercial do &cido
usnico (GRANOBIL), fabricado na
Alemanha.

Tomando como base a interacdo dos liquens com as rochas, como agentes intempéricos
quelantes, comprovou-se que o 4cido Uisnico possui mecanismo de acdo semelhante ao do dcido



fosférico, utilizado para descalcificar o esmalte dentdrio, e facilitar a adesdo da resina restauradora.
Por outro lado, o preparado hidrossolivel deste composto, na forma de sal potassico, o usnato de
potdssio, reagiu sobre o dente como um verniz selador (Pereira et al., 1995). Testes posteriores
poderdo atestar a eficdcia das substancias de liquens na terapia odontoldgica.

1.2 O liquen na terapéutica popular e na pesquisa medicinal

A referéncia da utilizagdo do liquen na terapéutica popular remonta hd milénios.
Fragmentos de Pseudevernia furfuracea foram encontrados em vasos da XVII dinastia egipcia,
cerca de 1700 a.C. Sabe-se que esta espécie possui compostos eficazes contra microrganismos
patogénicos, notadamente as bactérias Gram positivas. Além disso, P. furfuracea era também
empregada no embalsamamento de caddveres (mumifica¢do). (Abrahan & Florey, 1949; Llano,
1951; Seu-Salerno & Blakeway, 1987).

Quanto ao emprego dos liquens na medicina popular, eram designados como ‘liquens
verdadeiros” aqueles que Dioscorides, cirurgido do exército de Nero, indicava para tratamento de
acordo com a semelhanca que tivessem com a enfermidade, ou os orgdos afetados. Esta era a
‘Doutrina dos Sinais” (Abrahan & Florey, 1949). Entretanto, nem todos os liquens eram dessa
forma utilizados; apesar de Lobaria pulmonaria ser indicada para problemas pulmonares, visto sua
superficie reticulada ter semelhanca com pulmdes, espécies de Usnea, liquen com aspecto
filamentoso, geralmente decumbente, eram de ampla utilizagdo como antissépticos, dentre outras
utilidades, sem apresentar sinal algum de semelhanca com sua forma de emprego.

A partir da década de quarenta foram surgindo os primeiros estudos referentes a eficiéncia
das substancias liquénicas. Burkholder et al. (1944) e Burkholder & Evans (1945) iniciaram testes
elaborando um trabalho ao nivel de detec¢do de compostos liquénicos antibacterianos. Bustinza,
discipulo de Fleming, foi também um dos precussores neste tema de investigacdo, estudando a
eficiéncia antimicrobiana de compostos oriundos de liquens, notadamente o dcido tsnico, isomeros
e derivados (Bustinza & Caballero, 1948; Bustinza, 1951).

O 4cido tsnico, um dos compostos liquénicos mais eficazes contra enfermidades e de
amplo estudo, demonstrou eficacia contra bacilos da tuberculose humana, bovina ou avium, além
de regredir por completo casos de lupus vulgaris, ou tuberculose de pele. Seu preparado
hidrossolivel é conhecido na Finlandia e Alemanha como Usno e Usniplant, respectivamente,
indicado para casos de infeccdes dermatolégicas e como balsamico. Na Unido Soviética € referido
como Binan e indicado para uso antes de praticas cirdrgicas, para evitar a formacdo de queldides e
contra infec¢des urindrias (Patidld, 1949; Vartia, 1950; Kortenkangas & Virtanen, 1956).

A Evosina, mescla dos acidos tsnico e evérnico, € eficaz contra furunculoses, impetigo e
mastite bovina (Marshak, 1947).

Por outro lado, a forma de sal s6dico do dcido dsnico, e sua associagdo a antibidticos
comerciais, como a penicilina e estreptomicina, conferiram ao composto resultante uma maior
eficacia contra microrganismos resistentes, inclusive as bactérias Gram negativas (Vartia, 1950;
Bustinza, 1951).

A acdo farmacoldgica é também satisfatdria, tanto para extratos brutos, como para
substancias purificadas. Na literatura € reportada acdo antiespasmddica, espasmolitica, histaminica,
hipotensiva, hipoglicemiante, neuromuscular e analgésica, tanto periférica como central (Appa-Rao
& Prabhakar, 1987; 1996a; Silva et al., 1997).

A capacidade antiblastica das substincias liquénicas € fato. Os primeiros trabalhos sobre o
assunto foram publicados no final da década de 50, onde foi demonstrada a eficiéncia do 4cido
polipdrico de Sticta coronata contra leucemia linfocitica (Cain, 1960).

Testes com extratos brutos e fragdes polissacaridicas contra tumores sélidos do tipo
sarcoma-180 e adenocarcinoma de mama demonstraram resultados significativos (Takeda et al.,
1972).

Alguns produtos liquénicos nitrogenados impediram por completo o desenvolvimento de
tumores asciticos do tipo carcinoma de Ehrlich; entretanto estes mesmos compostos foram
ineficazes contra o sarcoma-180 do tipo sélido. J4 heteroglicanos obtidos de distintas espécies
foram moderadamente ativos (Takahashi et al., 1981).



Os compostos liquénicos de natureza fendlica sdo também eficazes contra neoplasias. O
dcido usnico apresentou alta atividade contra o carcinoma de Lewis (Kupchan & Koppermann,
1975) e baixa para leucemia linfocitica P388 (Takai et al., 1979). Este acido foi, ainda, o
responsavel pela acdo antitumoral e citotoxica de extratos de Usnea fasciata, que possui altos
teores do referido composto (Pereira et al., 1994). A atranorina, bem como os &4cidos
protoliquesterinico e nefrosferinico, exibiram forte inibi¢cio contra o carcinoma de Ehrlich sélido
(Hirayama et al., 1980; Santos, 1996).

No Brasil, liquens nordestinos e amazdnicos vém sendo avaliados quanto a presenca de
compostos antineopldsicos e a producdio sazonal de compostos bioativos. Em 1990, Lima et al.
comprovaram a eficiéncia de diferentes extratos obtidos de Cladoniaceae contra tumores s6lidos do
tipo sarcoma-180 e carcinoma de Ehrlich, com inibi¢do de até 80%, bem como contra células KB
(carcinoma nasofaringeo) com CI50 (concentragdo que inibe 50% do crescimento celular) de 12
pg/ml. Esses mesmos extratos foram altamente eficazes quando testados frente a mais quatro
diferentes linhas celulares (in vitro), notadamente os que continham maiores teores de atranorina e
dos 4cidos tdsnico e estitico (Nascimento et al., 1994). Liquens de distintas procedéncias como da
Chapada Diamantina (BA), Antarctica e tabuleiros arenosos da Paraiba, demonstraram CIS0 de
4ug/ml e 7ug/ml, resultados considerados altamente satisfatrios para testes com extratos brutos,
onde a concentragdo dos principios ativos € muito baixa (Silva et al., 1994).

Quanto a produgdo em fungdo da época do ano, foi verificado que em exemplares de
Cladonia verticillaris ocorrentes em tabuleiros arenosos da Paraiba havia maior produtividade de
compostos ativos durante o periodo seco do ano (verdo). Ai foram detectados maiores teores de
atranorina e 4cido fumarprotocatrarico, principios ativos de natureza fendlica, assim como a
liquenina, polissacarideo liquénico também ativo contra tumores solidos experimentais testados in
vivo (Santos, 1996; Santos et al., 1997).

A isoliquenina, agticar comum a diversas espécies liquénicas, exibe atividade moderada
frente ao sarcoma-180 e carcinoma de Ehrlich. Todavia, a rafinose isolada de Usnea fasciata inibe
em mais de 90% a proliferacio celular de ambas as linhas de tumores (Pereira et al., 1994).

Liquens da caatinga e de brejos nordestinos foram também estudados. Teloschistes
flavicans, Ramalina celastri e Heterodermia leucomela, procedentes da caatinga, apresentaram
extratos orgénicos e aquosos com inibi¢c@o de até 85,8% contra o carcinoma de Ehrlich, e CIS0 de
7,5ug/ml contra células KB; Ramalina complanata, ocorrente em brejo de altitude (PB), foi eficaz
contra tumores (80%) e apresentou CI50 de 8pg/ml contra as mesmas células acima mencionadas
(Pereira, 1998a).

1.3 Forma de obtengdo: vantagens e desvantagens

Os evidentes efeitos terapéuticos das substincias obtidas de liquens vém aumentando o
interesse sobre o assunto na comunidade cientifica que atua na farmacologia e quimica dos
produtos naturais.

A coleta de liquens para fins comerciais deve ser sumamente criteriosa, visto que, a
extracdo e purificacdo de um composto com atividade bioldgica, torna necessdria a destruicao de
grande quantidade de biomassa dificilmente renovavel. Por isso, surgem problemas imediatos
quanto ao uso industrial dos metabdlitos liquénicos, o qual requer grandes quantidades de matéria
prima (Hale-Jr., 1983; Vicente et al., 1995; Nash, 1996).

Além da necessidade de grande volume de material, as técnicas para isolamento de
compostos fendlicos proporcionam baixo rendimento, pois dependem do procedimento utilizado e
dos solventes empregados. Algumas espécies de liquens requerem que a coleta seja efetuada em
momento adequado, visto que s6 produzem determinado fenol em certo periodo do ano (Hale-Jr.,
1983; Pereira, 1989).

Atualmente, é possivel realizar, por imobiliza¢des celulares e enzimdticas, a sintese
continua de metabdlitos de dificil aquisi¢do, a partir de liquens in natura. As investigacdes estao
direcionadas no sentido de se produzir esses compostos em quantidades que justifiquem o processo,
e permitam seu uso a nivel de investigacdo e/ou industrial.

Na proposi¢do da bioprodugdo de metabdlitos liquénicos para fins industriais e cientificos,
sem destrui¢do da liquenoflora, observou-se que sdo ainda incipientes as técnicas de re-sintese do



talo liquénico, ou mesmo sua cultura in vitro, apesar de atualmente estas técnicas virem ocupando
espaco, e terem demonstrado ser bastante promissoras. Estas metodologias ndo chegaram a
reproducdo do liquen segundo sua forma original. Ahmadjian (1980) atribui tal fato a intensidade
luminosa empregada para desenvolver a cultura sintética. Por outro lado, fatores como composi¢ao
e concentracdo dos elementos do meio de cultivo, temperatura, entre outros devem também ser
levados em consideragdo. Por exemplo, o talo re-sintetizado de Cladonia cristatella com seu
préprio ficobionte, Trebouxia ereci, produziu fendis caracteristicos da espécie, exceto o acido
usnico (Ahmadjian & Jacobs, 1981).

Muitos fenéis liquénicos sdo produzidos utilizando-se a técnica de cultura de tecidos, a
partir de por¢des do talo liquénico (Yamamoto, 1991). Kinoshita et al.(1993) referem a necessidade
de, por vezes, se realizar processos de dessecacdo para uma sintese mais eficiente. Mesmo nestes
casos, ndo existe uma relagdo estrita entre os fendis produzidos pela cultura de tecido e aqueles que
correspondem ao talo no seu estado natural (Yoshimura et al., 1993).

De uma forma geral, as imobiliza¢cdes enzimadticas servem para sintese de compostos
resultantes da acdo de uma enzima especifica. Trata-se, normalmente, da separacdo da enzima das
misturas de reacdo, e diminuindo a inativacio enzimdtica (Mozhaev et al., 1987).

Os liquens produzem compostos fendlicos que sdo tnicos deste taxon, e ndo registrados em
representantes do reino Plantae (Culberson et al., 1977). Existem poucas informagdes sobre
enzimas que sintetizam ou catabolizam estes compostos, e menos ainda se conhece sobre sua
regulagem metabdlica.

A pesquisa sobre a biossintese de fendis liquénicos é muito dificultada, por estes seres
crescerem muito lentamente (Seaward, 1977; Hill, 1984).

Face a probabilidade de larga utilizacdo econdmica de produtos liquénicos, o interesse em
sua bioprodugdo vem aumentando com o passar dos anos.

Para bioproducdo de substincias liquénicas, foi inicialmente biossintetizado o ribitol, um
actcar alcodlico. Neste grupo os mais utilizados sdo o sorbitol e o manitol. Entram, via de regra na
composi¢do de alimentos dietéticos, como produtos para diabéticos e odontoldgicos. Possuem
sabor adocicado e baixa velocidade de transformacdo. Por isso, sdo considerados substitutivos ndo
calédricos do agucar de cana ou de beterraba, ja que o catabolismo dos polidis é muito lento em
relacdo a glicose. Neste caso, células do liquen Cladonia verticillaris foram imobilizadas em esfera
de alginato (produtos de algas), e induzidas a produzir o ribitol j4 mencionado (Pereira et al.,
1995a).

As células produziram ribitol em quantidades significativas, entretanto as maiores
concentragdes do precursor (bicarbonato de sédio) levava a dissolugdo das esferas de alginato, que
eram endurecidas com cloreto de célcio.

Considerando este impedimento de se manipular a concentracdo do precursor, o que seria
de vital importincia para determinag¢do das condig¢des ideais para biossintese de substincias,
Pereira et al. (1995b) imobilizaram células de C. substellata e introduziram o uso de caulinita como
matriz de enclausuramento. A técnica foi considerada satisfatéria visto que o &cido tsnico,
principal substincia da espécie, foi produzido, notadamente na concentracdo de 10mM, além da
possibilidade de aumento da concentracdo do precursor sem danificar a estrutura da matriz de
aprisionamento. Esta, por sua vez, de custo bem inferior ao do alginato demonstrou resultados
satisfatorios quando submetida aos referidos ensaios.

Continuando com a bioprodu¢do de metabdlitos liquénicos, Pereira et al. (1999a) e Pereira
et al. (1999b) imobilizaram, respectivamente, células de Cladonia corallifera ocorrente na regido
amazonica e Cladonia clathrata de cerrados nordestinos. A primeira espécie produziu, sem
problemas, os 4cidos usnico e didimico biossintetizados pelo talo in natura. Por outro lado, C.
clathrata, produz em condicdes naturais, o dcido fumarprotocetrarico. Este ndo foi produzido por
suas células imobilizadas por uma provavel dificuldade de contato entre os simbiontes, o que
tornaria mais dificil a passagem de enzimas e cofatores entre eles. O mesmo ocorreu com células
de C verticillaris (Pereira, 1998b) que, quando submetidas ao mesmo tipo de experimento,
produziram a atranorina. Por outro lado, Fontaniella et al. (2000) comprova tais hipéteses quando
adiciona aos biorreatores FMN e succinil CoA, e consegue que a por¢do fumarato seja introduzida
a atranorina, biossintetizada em etapa anterior ao 4cido fumarprotocetrarico. Em relacdo a
atranorina, sabe-se que este para depsideo da série do B orcinol é produzido por diversas espécies



do género Cladonia. Sebastian et al. (2000) conseguiram aumentar a producdo desta substincia
pela adi¢do de NAD" ou FMN ao meio de incubagio.

Espécies de Cladoniaceae de distintas procedéncias respondem de forma distinta a agdo dos
precursores. Esta rea¢do pode ser a bioprodugdo diretamente, ou inversamente proporcional, a
concentragdo do precursor acetato de sddio, ou na producio seletiva de um determinado metabdlito
(Pereira, 1998b).

Liquens da caatinga vém também sendo estudados neste contexto, como Ramalina aspera,
Teloschistes flavicans e Heterodermia leucomela.

A imobilizacdo dessas espécies revelou que ha uma bioprodugio continua de metabdlitos, e
que a concentracdo de 1,0mM do precursor acetato de sddio € a mais satisfatoria. Para R. aspera foi
bioproduzido o acido usnico, células de T. flavicans produziram derivados da antraquinona, e H.
leucomela a atranorina e o 4cido salazinico. Todas estas substincias tém a¢do medicinal, e destaque
deve ser dado a atranorina, que possui acdo antiinflamatéria superior a do AAS, e retarda o

envelhecimento da pele, o que a torna util na cosmetologia.
De uma maneira geral até o momento foram bioproduzidas substincias das mais diversas,
de liquens com ocorréncia em ecossistemas distintos, com aplicagdo comprovada (Tabela 1).

Tabela 1: Substancias produzidas por células imobilizadas de liquens com utilizagdo econdmica

SUBSTANCIA ESPECIE/PROCEDENCIA USO
Atranorina Cladonia verticillaris/ cerrado (PB) Antiinflamatério
Cladina dendroides/ cerrado (PB) Anticancerigeno

Heterodermia leucomela /caatinga (PE)
Parmotrema andinum/cerrado (PE)

Antialérgico
Fixador de perfume
Retarda o envelhecimento da pele

Acido barbatico

Cladonia salzmannii/ cerrado (PB)
Cladonia salmonea/campo rupestre (MG)
Cladia aggregata/campo rupestre (MG)

Antibacteriano

Acido tamindlico Cladonia salzmannii/ cerrado (PB) Antibacteriano
Cladonia salmonea/campo rupestre (MG)
Acido tsnico Cladonia substellata/ cerrado (PB) Antibacteriano
Cladonia corallifera/cerrado (AM) Anticancerigeno
Cladia aggregata/campo rupestre (MG)
Ramalina asperalcaatinga (PE)

Acido didimico  Cladonia corallifera/cerrado (AM) Antibacteriano
Acido Cladonia corallifera/cerrado (AM) Antibacteriano
rodocladonico Cladonia salmonea/ campo rupestre (MG)

Telosquistina/ Teloschistes flavicans/caatinga (PE) Anticancerigeno

Falacinol Antiinflamatorio

Acido pulvinico Pseudocyphellaria aurata /caatinga (PE) Antibacteriano
Acido lecandrico Parmotrema andinum/cerrado (PE) Antibacteriano

A partir dos dados expostos, se for considerado que para cada sistema imobilizado

utilizam-se 2,0g de liquen por biorreator, e este produz ininterruptamente por periodo que varia de
15 a 65 dias, faz-se uma estimativa de que em um experimento sejam produzidas, em média, 0,1g
de substancia por dia (pereira et al., 1995b). Caso este teor de substancia tivesse que ser isolado e
purificado diretamente do talo liquénico, seriam necessdrios de 50 a 100g de material biolégico,
dependendo da espécie de liquen.



1.4 Como funciona um biorreator?

A bioprodugdo de substincias liquénicas, a partir da imobilizacdo celular, obedece as
seguintes etapas:
a) coleta do material liquénico em ecossistemas diversos como cerrado, caatinga, campos rupestres,
etc.;
b) isolamento das células do liquen;
¢) imobilizacdo em matriz inerte, que pode ser o alginato de algas, ou caulinita, ou outras matrizes
poliméricas como o sephadex;
d) montagem dos biorreatores, e adicdo de um precursor enzimdtico (bicarbonato ou acetato de
s6dio), que vai induzir as células a sintetizarem a substancia de interesse, conforme esquemas
abaixo (figuras 3 e 4).
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Figura 3: Imobilizacdo de células de liquen em esferas de alginato.
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Em periodos pré-determinados, aliquotas do meio de contendo precursor € retirado (o
liquido), onde estdo as substincias produzidas pelas células imobilizadas, e nova solucdo €
adicionada para que as células continuem a produzir.

2. CONSIDERACOES FINAIS

A eficiéncia da técnica com utilizacdo reduzida de biomassa propicia a preservagdo dos
ecossistemas, com manutengdo da biodiversidade. Isto contribui para que nio haja interrup¢do na
sucessdo ecoldgica e processos pedogenéticos, bem como um maior conhecimento do potencial dos
recursos naturais, sobretudo a nivel regional, para seu uso sustentado.

Além da bioconservacdo dos liquens de ecossistemas diversos, a técnica da bioproducdo é
também vidvel para outros grupos bioldgicos.
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7.2 Normas do periédico Acta Farmacéutica Bonaerense

ACTA FARMACEUTICA BONAERENSE

Acta Farmacéutica Bonaerense considerard a publicacdo de contribui¢cdes vinculadas direta ou indiretamente as
Ciéncias Farmacéuticas, na forma de trabalhos originais, comunicac¢des curtas, atualiza¢des, revisdes, notas ao Editor,
etc. Os trabalhos deverdao ser enviados ao Editor, Acta Farmacéutica Bonaerense, Calle 5 N° 966, 1900 La Plata,
Argentina, em duas vias e escritos em espaco duplo. Juntamente com as duas cépias do manuscrito, os autores deverdao
enviar uma versao em disquete de 3 ¥2 " contendo os arquivos correspondentes em Word ou Word Perfect for Windows.
Serdo aceitos manuscritos em espanhol, portugués e inglés.

A apresentagdo deverd seguir as seguintes regras gerais:

a) Na margem superior direita devera constar a numeracdo da pigina e o nome do autor a quem a
correspondéncia devera ser enviada.

b) O Titulo devera fornecer, da forma a mais concisa possivel, informagdes claras sobre contetido do trabalho.
Se o trabalho estiver escrito em espanhol ou portugués, deverd incluir uma traducgio do titulo em inglés. Se o
trabalho estiver escrito em inglés, o titulo devera ser acompanhado de uma tradugao em espanhol.

c) Abaixo do titulo deverd constar o primeiro nome completo e sobrenome de cada um dos autores, com
identificacao (*) do autor para o qual a correspondéncia devera ser enviada. Nas proximas linhas serdo
declarados os enderecos postais dos autores.

d) A seguir serd incluido um Resumo de aproximadamente 100 palavras. Se os trabalhos estiverem escritos em
espanhol ou portugues, deverd ser incluido uma tradu¢io do resumo em inglés (Summary). Se o trabalho estd
escrito em inglés o Summary deverd ser acompanhado de um resumo em espanhol.

e) Apods o resumo deverdo ser listadas ao menos trés Palavras chaves em ordem alfabética, em espanhol ou
portugués e em inglés (Key Words).

f) Na medida do possivel, o trabalho devera ser dividido em capitulos, sugerindo-se os seguintes titulos:
Introducdo, Material e Métodos, Resultados, Discussdo e/ou Conclusées. Em continuagdo poderdo ser
incluidos os Agradecimentos.

g) As referéncias bibliograficas serdo numeradas conforme a ordem em que sdo citadas no texto. A bibliografia

devera ser listada ao final do trabalho e ordenada numericamente abaixo do titulo Referéncias bibliogrdficas.
. - . 1 . 2 . 3 - . A

As citagdo de periddicos’', monografias”, e livros” deverdo seguir exatamente os seguintes exemplos:

(1) Pazos, A., K.H. Wiederhold & J.M. Palacios (1986) Eur. J. Pharmacol. 125: 123-9

(2) Boelcke, O. (1992) "Plantas vasculares de la Argentina, nativas y exdticas", Ed. Hemisferio Sur, Buenos
Aires, pags. 209-10

(3) Askhenazi, A. & G.E. Peralta (1994) "Muscarinic acetylcholine receptors”, en "Hanbdbook of receptors and
channels" (S.J. Peroutka, ed.), CRC Press, Boca Raton, Fda., Vol. 1, pags. 1-27

h) As tabelas e figuras serdo numeradas, utilizando nimeros arabicos, na ordem em que aparecem citadas no
texto. O tamanho das letras e simbolos incluidos nas figuras devem ser estabelecidos em dimensdo adequada,
considerando que esses sdo habitualmente reduzidos ao tamanho de meia coluna (6.5 cm). Os titulos e texto de
figuras e tabelas devem ser incluidos apds as referéncias bibliograficas.

Os trabalhos recebidos serao remetidos aos consultores corespondentes, que avaliarao criticamente os manuscritos, cuja
opinido serd comunicada imediatamente ao autores. Se os consultores sugerirem corregdes, os autores deverdo enviar a
nova versdo em duplicata, acompanhada de outro disquete contendo os arquivos correspondentes. Os trabalhos serdo
corrigidos em caso de conter erros sintaticos ou ortograficos. Acta Farmacéutica Bonaerense enviard, sem encargo aos
autores, cinqiienta separatas de cada trabalho publicado.



