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RESUMO

Liquens sdo organismos compostos por um fungo e uma ou mais algas.
Crescem lentamente e seus metabodlitos secundarios sdo principalmente depsideos,
depsidonas, dibenzofuranos, xantonas, antraquinonas e terpenos.

Diversos metabdlitos de liquens possuem atividade biolégica, como por
exemplo antibiotica, antitumoral, analgésica, entre outras.

Neste trabalho, investigamos 10 espécies coletadas no Estado de Mato Grosso
do Sul, Brasil, Parmotrema tinctorum, P. dilatatum, P. cf. delicatulum, P. cf. miranda, P. cf.
flavescens, Pseudoparmelia hypomiltha, P. sphaerospora, Usnea meridionalis, Usnea sp. e
Heterodermia microphylla.  As espécies foram extraidas com solventes organicos,
fracionadas por métodos cromatogréaficos e identificadas por métodos quimicos e
espectrométricos.

Desses liquens, isolamos e identificamos atranorina, 5-cloroatranorina,
orselinato de etila, zeorina, acidos lecandrico, protocetrarico, salazinico, estitico, constitico,
hipostitico, Usnico, difractaico e secal6nico.

Esses compostos foram testados quanto a atividade fungitoxica contra
Cladosporium sphaerospermum e quanto a atividade citotoxica frente a Artemia salina.

Atranorina, orselinato de etila, &cidos Usnico e difractaico inibiram o
crescimento do fungo. Acido Usnico foi 0 composto mais ativo frente a Artemia salina.

Os compostos isolados foram também testados quanto a atividade antitumor in
vitro e in vivo. Acido secaldnico foi ativo em relacdo as células KB e o 4cido salazinico

inibiu os tumores sarcoma 180 e carcinoma de Erlich.



ABSTRACT

Lichens are organisms composed by a fungi and one or more algae. They are
slow-growing organisms and their secondary metabolites are mainly depsides, depsidones,
dibenzofurans, xantones, antraquinones and terpene derivatives.

Several metabolites have biological activities as antibiotic, antitumor,
analgesic among others.

In this work, we have investigated ten species collected in the State of Mato
Grosso do Sul, Brazil, Parmotrema tinctorum, P. dilatatum, P. cf. delicatulum, P. cf.
miranda, P. cf. flavescens, Pseudoparmelia hypomiltha, P. sphaerospora, Usnea
meridionalis, Usnea sp. and Heterodermia microphylla. The species were extracted with
organic solvents, fractionated by chromatographic methods and identified by chemical and
spectrometric methods.

From these lichens we have isolated and identified atranorine, 5-
chloroatranorine, zeorine, ethyl orselinate and lecanoric, protocetraric, salazinic, stictic,
constictic, hipostictic, usnic, diffractaic and secalonic acids.

These compounds were tested for fungitoxic activity against Cladosporium
sphaerospermum and for citotoxic activity against Artemia salina.

Atranorin, ethyl orselinate, usnic and diffractaic acids inhibited the growth of
the fungus. Usnic acid was the most active against Artemia salina.

The compounds isolated were tested in vitro and in vivo also for antitumor
activity. Secalonic acid was active for KB cells and salazinic acid inhibited the sarcoma-180

and Erlich carcinoma tumors .
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1-OBJETIVOS

Liquens sao organismos bastante estudados sob
o ponto de vista taxondbmico, quimico, Ffarmacoldégico e
como biroindicadores de poluicdo ambiental. Esses
estudos tém sido realizados principalmente por
pesquisadores da Europa e do Japado. No Brasil séo
poucos os trabalhos realizados com esses organismos
sob 0 enfoque quimico e/ou farmacoldgico.
Considerando a importancia dos compostos liquénicos e
O numero reduzido de iInformacbes sobre [liquens
brasileiros, especialmente aqueles de cerrados, este
trabalho teve como objetivos a determinacdo da
composicao quimica em termos de metabolitos
secundarios de 10 (dez) espécies liquénicas coletadas
no Mato Grosso do Sul e a avaliacao das atividades
fungitoxica e citotoxica dos compostos isolados.
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1- INTRODUCAO

1.1- CONSIDERACOES GERAIS SOBRE LIQUENS

Define-se liquens como organismos simbidticos compostos por um fungo
(micobionte) e um ou mais participantes fotossintéticos (fotobionte), que podem ser uma alga
verde ou uma cianobactéria (Nash, 1996a).

A natureza da simbiose liquénica esta sendo bastante discutida frente a
conceitos mais recentes relativos as interagdes entre micobionte e fotobionte. Enquanto
alguns consideram o0s liqguens como um caso classico de mutualismo onde 0s organismos
envolvidos (micobionte e fotobionte) se beneficiam da associagdo, outros os consideram
como um exemplo de parasitismo controlado, pois o fungo parece ser mais beneficiado e o
fotobionte pode crescer mais lentamente no estado liquenizado do que na condicdo de
organismo de vida livre (Ahmadjian, 1993). Além dessas, outras consideraces sdo
discutidas, como aquelas envolvendo perspectivas genéticas e evolucionarias, ecoldgicas, e
diferencas no grau de liquenizacdo (Fahselt, 1996; Honegger, 1996).

Independente da natureza da relacdo entre fotobionte e micobionte nos
liquens, esses se encontram em intima integragdo fisiologica, sendo a condigdo de simbiose
a mais considerada.

Calcula-se que existam 13.500 espécies (aproximadamente 600 géneros) de
fungos liquenizados, o que corresponde a 20% dos fungos conhecidos (Hawksworth et al.,
1984; Smith et al., 1987). A grande maioria (98%) dos fungos liquénicos sdo Ascomicetos e
46% desses sao liquenizados, de modo que a liquenizagdo € uma grande regra e ndo uma
excecdo nesse grupo de fungos. Os Deuteromicetos ou fungos imperfeitos séo representados
por apenas uma dezena de géneros, ou pouco mais. Os Basidiomicetos formam diversas
associacOes semelhantes a liquens em regides tropicais e sdo encontrados com algas azuis;
algumas especies do género Dictyonema ocorrem como Basidiomiceto liquenizado
(Hawksworth et al., 1984).

As algas mais comuns encontradas na associagdo sdo as cloroficeas e destas a

mais freqiiente é uma especie de Trebouxia, em aproximadamente 70% dos géneros de
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liquens. Alem dessa, ocorrem também espécies de Coccomyxa e Trentepohlia. Entre as algas
verde-azuladas (cianoficeas), as mais comuns sdo a Nostoc e Scytonema (Ahmadjian, 1967).

Nos liquens, as algas constituem, com raras exce¢des, uma parte muito
pequena do talo variando entre 5-10% da massa ou volume e s@o completamente envolvidas
pelos tecidos do fungo nos talos. Portanto, toda a organizacdo do talo liquénico se deve ao
fungo. As algas podem, ou ndo, estarem restritas a uma camada especial do talo e
responsabilizam-se totalmente pela fotossintese (Smith et al., 1987).

O micobionte (geralmente dominante) é um organismo heterotréfico que
obtém sua fonte de carbono do fotobionte. A liquenizacdo pode ser considerada uma
estratégia, na qual o fungo pode satisfazer sua necessidade de carboidrato para respiragéo e
crescimento (Hawksworth et al., 1984).

Sabe-se, hoje, que polidis em liguens com algas verdes e glucose em liquens
com cianoficeas sdo passados do fotobionte para o micobionte (Smith et al., 1987). No estado
liquenizado, a parede celular do fotobionte se torna mais permeavel a perda de carboidratos,
resultando em beneficio para o micobionte (Richardson, 1988). Além disso, em cianoliquens
0 micobionte ganha uma fonte de nitrogénio (Nash, 1996b).

Com relacdo a alga, as vantagens ndo estdo associadas a ganhos metabdlicos
em si, mas a beneficios, de alguma maneira, relativos & hidratacdo, evitando dessecacao.
Além disso, as hifas opacas protegem a alga de alta intensidade luminosa, e a liquenizacao é
um mecanismo que permite ao fotobionte se desenvolver em ambientes de alta luminosidade
(Nash, 1996c).

Como resultado da simbiose, tanto fotobionte e micobionte tém se espalhado
em muitos habitats, das regides tropicais as polares, onde separadamente, na condicdo de
organismos de vida livre, ndo existiriam, ou seriam raros. Por exemplo, as algas de vida
livre e cianoficeas, em sua maioria, ocorrem em ambientes aquaticos ou bastante umidos,
mas como parte de liquens ocorrem abundantemente em habitats que sdo freqiientemente
secos (Galloway, 1996; Kappen, 1973).

Os liguens sdo encontrados desde o nivel do mar até as montanhas mais altas.
Porém, sdo relativamente raros em altitutes acima de 5000 m e em matas excessivamente
escuras. Podem ser encontrados desde os desertos onde a temperatura € bastante variavel,
até nas regides polares, com temperatura extremamente baixa; seu limite de tolerancia as

oscilagdes climaticas € superior a qualquer outro vegetal (Kappen, 1973).
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Desenvolvem-se sobre os mais variados substratos, sendo que muitos nao
apresentam especificidade: existem espécies que somente se desenvolvem sobre cortex de
arvores, outras sobre folhas e outras sobre rochas alcalinas ou &cidas, necessitando ou nao
das caracteristicas fisicas como rugosidade, porosidade, dureza, exposi¢do a luz; ha outras,
ainda, mais exigentes quanto ao pH do substrato, presenca de particulas no ar, umidade,
ventos e temperatura. Portanto, a presenca de liqguens nos mais variados habitats e
microhabitats depende da disponibidade de fatores fisicos e climaticos que proporcionem as
condicBes necessarias para desenvolverem. Dessa forma, cada regido pode apresentar uma
comunidade liquénica com componentes especificos proprios em resposta as condi¢fes
ambientais (Brodo, 1973).

Em ambientes secos de desertos, ou com mudancgas climaticas bruscas, regides
polares ou alpinas, encontram-se com mais freqiiéncia comunidades onde os talos crostosos
predominam por serem mais resistentes as adversidades e comportam-se comumente como
pioneiros. As espécies com talos mais desenvolvidos, como as de habito folioso ou fruticoso,
exigem melhores condi¢cbes de substrato e/ou qualidade do ar. Assim, tem-se os liquens
saxicolas (de rochas), corticicolas (de cértex), lignocicolas (de lignina), muscicolas
(bridfitas), terricolas (solo), e folicolas (folhas) (Brodo, 1973).

Dos varios fatores que afetam o desenvolvimento de liquens sobre um dado
substrato, a umidade e o pH s@o 0s mais estudados e discutidos.

Kershaw et al. (1971) estudaram os efeitos da umidade e luz na distribuicdo
de liquens e concluiram que a distribuicdo vertical de Parmelia caperata sobre troncos de
arvores era determinada pela disponibilidade de agua e ndo pela luz. Outros autores (Harris,
1971; Smith, 1962) concluiram que a umidade do substrato age na hidratacdo dos talos,
influenciando a velocidade de fotossintese e respiracéo do liquen.

Ao discutir as relacGes de umidade do cortex, ha dois elementos a considerar :
a umidade do coértex originada das atividades metabolicas das arvores e a umidade originada
do meio ambiente externo, tais como chuvas, neves e neblinas. Estas Ultimas séo
consideradas a mais importante fonte de 4gua para os liquens. E l6gico que os cortices de
diferentes densidades, porosidades, texturas e estruturas internas diferem em suas
capacidades de absorver e reter agua (Brodo, 1973; Hale, 1983).

Com relacdo a rochas e solos, é sabido que absorvem e liberam agua em

diferentes velocidades e em diferentes graus. Assim por exemplo, areia retém menos agua e
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por um periodo de tempo mais curto que uma mistura de areia e humus, ou mesmo argila. O
problema de relacionar a vegetacdo liquénica & umidade de tipos de rochas e solos é dificil,
devido as variacbes quanto aos nutrientes disponiveis de um tipo de substrato a outro. 1sso
também ¢é verdadeiro para cortex, mas possivelmente em menor grau dentro de cada espécie
de arvore (Brodo, 1973).

E sabido que a distribuicio dos liquens nos diversos habitats é afetada pelo
meio quimico. Embora os liquens absorvam e acumulem minerais, sua composi¢do mineral
nem sempre reflete precisamente a composigéo de seus substratos (Brodo, 1973). Dormaar
(1968) verificou que o espectro de infravermelho dos minerais presentes nos liquens diferia
daquele das rochas sobre as quais os liquens se desenvolviam. Encontrou, por exemplo, que
um espécime de Caloplaca crescendo sobre dolomita ndo apresentava magnesio nem
carbonato em sua composicdo, porém apresentava quantidades razoaveis de célcio. Isso
demostrou que Caloplaca tinha preferéncia por céalcio e ndo por magnésio na dolomita.
Concluiu que os liquens obtém pelo menos parte de seus minerais do substrato. Outros
autores (Jenkins et al., 1966) encontraram intima correlacdo entre os minerais nos liquens e
minerais depositados do ar, e fraca correlacdo entre os minerais dos liquens e de seus
substratos.

A acidez ou alcalinidade do substrato pode agir sobre o talo do liquen de
varias maneiras. Varios minerais e substancias organicas sofrem variacfes quimicas sob
diferentes condigdes de pH: alguns se tornam mais disponiveis que outros; a velocidade de
difusdo pode variar em diferentes pH; algumas substancias sdo toxicas sob condic¢des acidas e
in6cuas, quando em meio neutro. Qualquer que seja 0 mecanismo de influéncia, observa-se
que a distribuicdo de alguns liquens e comunidades de liquens é fortemente correlacionada
ao pH do substrato (Brodo, 1973).

O papel da nutricdo orgéanica na distribuicdo dos liquens ndo esta ainda
totalmente definido. H& muito é conhecido que aclcares e outros carboidratos séo
constituintes do cortex de varias espécies. Muitos liquens produzem uma variedade de
enzimas extracelulares, especialmente proximas aos seus pontos de fixagdo, sugerindo que o
substrato é usado como uma fonte nutricional ( Moiseeva, 1961 apud Brodo, 1973). Durante
anos suspeitou-se que liquens poderiam entrar em uma espécie de semi-parasitismo com
substratos vivos, tais como arvores jovens e musgos, ou pelo menos poderiam viver como

saprofitas. Estudos relacionados as ligacdes fisicas de liquens a seus substratos, revelaram
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que muitas espécies, especialmente os liquens crostosos, invadem tecidos vivos, o que
poderia favorecer a absorcdo e utilizagdo de substancias orgénicas ai encontradas. Liquens
associados com cortex de arvores morrem ou deixam de dispersar esporos, apos a morte das
mesmas. Isto foi atribuido & possivel formacdo de substancias tdxicas na arvore apos sua
morte. Uma outra causa, também poderia ser a auséncia de umidade devido a morte da
arvore e ndo a falta de nutricdo (Brodo, 1968; Johnson, 1940). Por isso os liquens ndo séo
considerados parasitas.

Como ocorre com outros grupos vegetais, as regides tropicais e subtropicais
do planeta sdo mais ricas em espécies do que as regides frias. Existem muitas espéecies que
sdo restritas a determinadas regides, outras sdo cosmopolitas e outras endémicas, com

ocorréncia mais restrita.

Formas de crescimento

Liguens sdo tradicionalmente classificados dentro de trés formas de
crescimento: crostosos, foliosos e fruticosos.
Cada forma de crescimento é caracterizada por um arranjo particular de tecido

- cortical, algal ou medular - e por diferentes formas de fixagdo (Hale, 1983).

- Liguens crostosos

Sdo aqueles que normalmente estdo em contacto intimo com o substrato,
sendo dificil a sua separa¢do sem que ocorram lesdes ao substrato. Desenvolvem-se sobre
solos, rochas ou casca de arvores e se fixam ao substrato através das hifas da medula (Jahns,
1973).

Entre os crostosos, encontram-se os liquens mais primitivos, como € o caso
das espécies endoliticas e endofloidais, que ndo apresentam cortex superior, € 0S Seus
simbiontes acham-se inseridos no substrato entre os cristais das rochas ou no cértex das
arvores, ficando na superficie apenas os ascocarpos (Hale, 1983).

Na superficie das folhas de arbustos, samambaias ou arvores de areas tropicais
a subtropicais sdo encontrados liquens folicolas também em forma crostosa (Hale, 1974;

1983). As figuras 1 e 2 mostram liquens crostosos desenvolvidos sobre rocha e sobre cortex.
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Figura 2 - Liquen crostoso sobre cortex de arvore.

- Liquens foliosos

Talos foliosos apresentam lobos distintos lembrando uma folha. Crescem mais
ou menos horizontalmente sobre o substrato, fixando-se por pontos, de maneira firme ou
frouxa, através de rizinas ou tomento. Apresentam cértex superior e inferior bem definidos,

podendo este ultimo estar ausente em algumas espécies. A forma de crescimento é bem
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estruturada, permitindo varios tamanhos do talo, que normalmente se ramificam em lobos
largos ou estreitos, mais ou menos independentes um do outro, contiguos ou justapostos
(Hale, 1983). As figuras 3 e 4 mostram liquens foliosos corticicolas e saxicolas,

respectivamente.

Figura 4 - Liquen de talo folioso (Rimelia cetrata) sobre rocha.

- Liquens fruticosos

Sdo espessos, arbustiformes, com ramulos distintamente formados, muito
longos e pendentes, ou curtos e mais ou menos erectos, ou ainda finos filamentos formando
um emaranhado semelhante a cabeleira. Fixam-se ao substrato por um grampo situado na

base do eixo principal ou por véarios pontos ao longo dos ramos (Hale, 1983). As figuras 5 e 6
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mostram exemplos de liquens fruticosos corticicolas e a figura 7 mostra um liquen fruticoso

saxicola.

Figura 6 - Liquen fruticoso do género Usnea sobre cdrtex de arvore.
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Ramalina celastri

Figura 7 - Liquen fruticoso do género Ramalina sobre pareddo rochoso.

Velocidade de crescimento

Liquens crescem muito lentamente. O crescimento depende da divisdo celular
e expansao, tanto do micobionte quanto do fotobionte e naturalmente do metabolismo de
carbono do fotobionte, aléem de condi¢des apropriadas de umidade, temperatura e luz.
Embora o crescimento seja um processo tridimensional, as medidas sdo expressas de modo
linear (mm.ano™). Para espécies foliosas e crostosas, O crescimento é expresso como
aumento do raio, e para liquens fruticosos como aumento do comprimento (Nash, 1996¢). O
aumento anual em didmetro raramente ultrapassa 1 a 3cm para algumas espécies foliosas de
crescimento mais rapido. A média é de 1 a 6mm por ano, exceto para 0s crostosos, que € de
0,5 a 2,5mm por ano. (Hale, 1974).

A maior parte dos talos liquénicos pode ser medida em centimetros, sendo
comum exemplares crostosos e foliosos com 1 até 30cm de didmetro ou mais, e as longas
barbas-de-velho, com até 4m de comprimento. Existem também talos adultos de poucos

milimetros vivendo em frestas de troncos ou rochas (Hale, 1973).



32

Longevidade

Da mesma forma que outros organismos, o ciclo de vida dos liquens inclui
um periodo inicial de rapido crescimento, um outro de maturacdo e um estdgio final
degenerativo. A duracdo de cada periodo e a extensdo do crescimento é variavel para cada
liqguen. Talos jovens ( aqueles de 0,1 - 0,7mm) de um espécime saxicola de Parmelia
baltimorensis no leste dos Estados Unidos, crescem aproximadamente 2,0mm.ano™, o que
corresponde a metade da velocidade de crescimento de talos maduros, que crescem em
velocidade linear de aproximadamente 5Smm.ano™. Talos em degeneracdo (aqueles que
chegam a 14cm e se desintegram no centro) tém velocidade de crescimento menor
(3,0mm.ano™ ). O tempo de vida desse liquen é estimado em 25-30 anos (Lawrey, 1979;
Armstrong, 1976).

Embora a relagdo entre o didmetro de um talo liquénico e a velocidade de
crescimento ndo seja uma medida adequada, a idade de varios liquens citados na literatura foi
avaliada através desse parametro. Assim, a idade dos seguintes liquens foi avaliada com base
em observagdes conduzidas em média de 6 anos de crescimento : Parmelia centrifuga 50-80
anos, P. olivaceae 50-60 anos, P. physodes 30-40 anos (Hale, 1973).

Mais recentemente, 0 método denominado Liquenometria esta sendo aplicado
para determinacdo da idade de liquens ou de seus substratos. O método baseia-se na analise
de fotografias de um dado liquen, obtidas durante vérios anos. O liquen Rhizocarpon
geographicum, o mais freqiientemente estudado na regido do Artico é de 15-20 mm/100
anos. Isso significa que uma col6nia de 150mm pode ter idade de 1000 anos, considerando

valor médio de 15 mm de crescimento / 100 anos (Hale, 1983).

Cor

A cor bésica da maioria dos liquens portadores de algas verdes varia entre o
branco e o cinza com um toque de verde devido a clorofila das algas. Quando o talo é
umidecido, as células do fungo ficam achatadas e mais translucidas. Por essa razdo, a cor
verde das algas se torna mais evidente e o talo adquire coloracdo viva, que vai do verde claro
ao escuro. Esse € o motivo pelo qual os liquens sdo muito mais visiveis e bonitos apos as

chuvas. Por outro lado, alguns fungos liquénicos produzem substancias coloridas que tanto
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podem estar espalhadas por todo o talo, como estar restritas a certas estruturas internas ou
externas. Nesses casos, todo o talo ou partes dele podem adquirir cores como amarelo,
amarelo-ouro, laranja, rosa e vermelho (Jahns, 1973). Na figura 8 podem ser vistos 0s
apotécios vermelhos de Cladonia corallifera. A cor vermelha é devida a presenga de &cido

rodocladdnico[1].

o L on
0
HO | o) CHs,

O

0] OH O]
|

Acido rodocladdnico [1]

Figura 8 - Cladonia corallifera . A cor vermelha dos apotécios se deve a presenca de &cido rodocladdnico[1].

As outras cores dos liquens sdo variages do preto, marron e cinza-
chumbo. Liquens com essas cores sao portadores de cianobactérias (Jahns, 1973). As figuras

9 e 10 mostram exemplares de liquens com cianobactérias.
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Figura 9 - Liquen gelatinoso do género Leptogium  Figura 10 - Liquen gelatinoso do género Collema
(contém cianobactéria). (contém cianobactéria).

1.2 - QUIMICA DE LIQUENS

As substancias quimicas produzidas por liquens sdo agrupadas, de acordo com
a localizacdo no talo, em produtos intracelulares e extracelulares. Sendo o talo liquénico uma
estrutura composta, alguns produtos séo sintetizados pelo fungo, outros pela alga (Hale,
1983).

Os produtos intracelulares (carboidratos, carotendides e vitaminas,
aminoacidos e proteinas) estdo ligados na parede celular e no protoplasto. Séao
freqlientemente sollveis em agua e podem ser extraidos com agua quente. Esses compostos
ocorrem nao-somente em liquens, mas em fungos e algas de vida livre e em plantas
superiores (Hale, 1983).

Os produtos extracelulares, freqlentemente chamados metabolitos
secundarios, sdo encontrados na medula ou no cortex, raramente em ambas as camadas.

Substancias que apresentam cor, como a maior parte das antraquinonas, derivados do acido
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pulvinico e &cido Usnico [2], outras incolores como atranorina [3] e liquexantona [4] sdo
exemplos tipicos de substancias presentes no cortex. A maior parte de depsideos e
depsidonas € encontrada somente na medula (Hale, 1983). Entretanto, pode ocorrer que as
substancias quimicas estejam localizadas também em outras partes do liquen. Nos apotécios
de Haematoma ventosum estd presente a hemaventosina [5], que € um pigmento vermelho
escuro (Hawksworth et al., 1984); em Letraria columbina os apotécios contém &cido
norstitico [6] e no talo estdo presentes atranorina [3] e &cido vulpinico [7]. O &cido
taminolico [8] ocorre nos apotécios, e o acido perlatdlico [9] no talo de Icmadophila
ericetorum (Hale, 1983).

COOCHg4

Acido Usnico [2] Atranorina [3]

OH O
CH; O OH |

|
I
@ @ H,COOC H o) CHs
CH50 o) OCHs

OH O

Liguexantona [4] Hemaventosina [5]

Acido norstitico [6] Acido vulpinico [7]
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HO 3 CH,O
CHO
CsH7
Acido tamindlico [8] Acido perlatélico [9]

Em geral, em um espécime pode ocorrer de um a varios compostos
resultantes do metabolismo secundario. Entretanto, ha excecbes, como Pseudocyphellaria
impressa da Nova Zelandia que apresenta 41 diferentes depsideos, depsidonas, derivados do
acido pulvinico e 17 triterpenos (Hale, 1983).

Os derivados fendlicos ndo estdo presentes em todas as espécies liquénicas.
Muitas espécies em que o fotobionte € uma cianobactéria ndo produzem esses derivados
(Galun et al., 1988).

Atualmente, sdo conhecidos aproximadamente 630 compostos provenientes do
metabolismo de liquens. S8o acidos alifaticos, meta- e para-depsideos, depsidonas, ésteres
benzilicos, dibenzofuranos, xantonas, antraquinonas, acidos Usnicos, terpenos e derivados do
acido pulvinico. Embora muitos desses compostos sejam também produzidos por fungos de
vida livre e por plantas susperiores (50-60), a maior parte é considerada exclusiva de liquens
(Elix, 1996).

Com o advento das técnicas modernas de RMN e Espectrometria de Massas,
muitos metabolitos secundarios adicionais, estruturalmente relacionados aqueles principais,
estdo sendo identificados mais rapidamente.

A concentracdo de metabolitos secundérios pode variar de 0,1 a 10% em
relacdo ao peso seco do talo liquénico, embora em alguns casos a concentragdo possa ser
mais alta, como em Pentagenella fragillima Daib., que tem 30% de seu peso em 4acido
psorémico [10] (Hale, 1983; Huneck, 1973; Galun et al., 1988).
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COOH

Acido psorémico [10]

O estudo sistematico das substancias quimicas resultantes do metabolismo
secundario de liquens teve inicio com os trabalhos de Bebert em 1831, Alms em 1832,
Knopp em 1844 que isolaram os &cidos vulpinico [7] , picroliquénico [11] e Usnico [2] ,
respectivamente, de algumas espécies liquénicas (Huneck et al., 1996).

@)

OH

O OCH, COOH

4
0

CsHy

Acido picroliquénico [11]

Gmelin, em 1858, publicou a primeira revisdo sobre substancias liquénicas
(Huneck et al., 1996). Entretanto, o marco inicial da Liquenologia foi estabelecido com os
trabalhos de Zopf e de Hesse. Zopf (Friedrich Wilhelm Zopf) era boténico e produziu em
1907, uma das mais importantes obras na area de Liquenologia. O livro “Die Flechtenstoffe

in chemischer, botanischer, pharmakologischer und technischer Beziehung ¢ uma
compilacdo de trabalhos que foram por ele publicados e descreve férmulas empiricas,
propriedades e ocorréncia de 150 compostos. O quimico Hesse, no periodo de 1861 a 1905,
publicou inimeros trabalhos sobre substancias liquénicas. O mais importante deles,
“Flechtenstoffe” , foi editado em 1912 (Huneck et al., 1996).

O écido lecandrico [12] foi o primeiro depsideo de liquen sintetizado em

laboratorio por Emil Fischer em 1913 (Hale, 1974; 1983).



38

gCH3

Acido lecandrico [12]

Durante o periodo de 1930, Asahina, quimico japonés, determinou férmulas
moleculares de um namero de substancias liquénicas mais comuns e estabeleceu a base para
pesquisas posteriores desses compostos (Hale, 1983).

Em 1954, Asahina e Shibata, no Japdo, publicaram um outro classico da
liqguenologia, o livro “Chemistry of Lichen Substances”. Essa obra é uma compilacdo de
seus trabalhos e contém as estruturas elucidadas de numerosos compostos, suas sinteses, 0s
métodos de isolamento e purificagdo e algumas propriedades fisicas (Asahina et al., 1954;
Huneck et al., 1996). Nesse trabalho incluiram também a determinacdo de substancias
liqguénicas por microcristalizacdo e descreveram a agdo antibiotica de varios compostos.

A primeira classificacdo das substancias liquénicas foi proposta por Zopf e

depois modificada por Asahina e Shibata em 1954.

1.3 - VIAS BIOSSINTETICAS

E bastante significativo o numero de trabalhos sobre a biossintese de
compostos liquénicos, por observacOes diretas em liquens intactos, usando compostos
marcados. Entretanto, freqlientemente sdo propostas também vias hipotéticas com base no
conhecimento que se tem da biossintese de produtos analogos de fungos. Até ha pouco
tempo, todos os dados quimicos eram provenientes de estudos diretos em liquens, isto porque
em culturas de liquens os fungos crescem muito lentamente e ndo apresentam todos 0s
produtos caracteristicos de talos maduros do liquen. A maioria dos metabolitos secundarios

presentes em liquens é derivada da via do acetil-polimalonil; outros sdo derivados da via do
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acido chiquimico e outros da via do acido meval6nico (Culberson et al., 1989, apud Elix
1996).

Um dos mais recentes desenvolvimentos na biossintese de derivados fenolicos
de liquens € a atribuicdo aos para-depsideos da funcdo de precursores ou intermediarios
biossintéticos dos meta-depsideos, depsonas, éteres difenilicos, depsidonas e dibenzofuranos
(Culberson et al., 1989, apud Elix, 1996).

Asahina e Shibata dividiram as substancias liquénicas em alifaticas e
aromaticas. Na série alifatica incluiram os acidos graxos, polibis e triterpenos e na série
aromatica os derivados do acido tetronico (acido fulvinico), depsideos, depsidonas, quinonas,
dibenzofuranos e derivados da dicetopiperazina (Asahina et al., 1954). O sistema de
classificacdo das substancias liquénicas proposto por Asahina e Shibata foi baseado em
conhecimentos estruturais e vias biossintéticas que lhes ddo origem (Hale, 1973). Esse
sistema vem sendo modificado de tempos em tempos, a medida que novas informacdes se
tornam disponiveis (Elix, 1996).

O sistema de classificacdo mais recente é aquele proposto por Culberson &
Elix (1989), em que as substancias sdo ordenadas de acordo com sua provavel origem
biossintética. Na figura 11 estdo representadas as principais classes de compostos de cada
via biossintética e a indicagdo do nimero de compostos atualmente conhecidos. A figura 12

mostra as interrelacdes entre as vias metabolicas na producao de compostos liquénicos .



1. Via do acetil-
polimalonil

Acidos alifaticos secundarios,
ésteres e derivados relacionados
(45)

Antraquinonas e xantonas
biogenéticamente relacionadas (56);
cromonas (13); naftoquinonas (4);

xantonas (44).

Compostos aromaticos
derivados de policetideos.
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2. Via do acido
mevaldnico

Di-, sesqui- e triterpenos
(70), esterois (41).

a) Compostos fenolicos

b) Derivados de unidades

mononucleares (19) fendlicas
Depsideos, tridepsideos e Depsidonas e éteres Depsonas (6) Dibenzofuranos, acidos
ésteres benzilicos (185) difenilicos (112) Usnicos e derivados (23).

Fig. 11 - Principais classes de metabolitos secundarios de liquens e o nimero de compostos atualmente

conhecidos (Elix ,1996).
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Acidos alifaticos
superiores
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tricarboxilico
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acido fenilpiravico terpenos
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para-depsideos
fenilalanina terfenilquinonas

/ l / esterois

derivados do
acido pulvinico
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meta-depsideos

) Yy
éteres difenilicos

Esteres

benzilicos tetradepsideos
v

depsidonas dibenzofuranos

Figura 12 - Provaveis vias de biossintese de compostos liquénicos de acordo com Culberson & Elix (1989).
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- BIOSSINTESE

A maior parte dos metabolitos secundarios de liquens sdo compostos oriundos
da via do acetil-polimalonil. O &cido acético sob forma de éster com a coenzima A
(acetilSCoA) é a unidade basica de importancia fundamental em duas vias biossintéticas: a
do acetil-polimalonil e a do acido mevalénico.

A via do acetil-polimalonil conduz a formacédo de compostos alifaticos, como
0s &cidos graxos de cadeia longa e as substancias aromaticas do tipo &cidos fenolicos.

A acetilSCoA pode sofrer ativacdo de atomos de hidrogénio o do grupo metila
por acdo do sitio de carater basico presente na enzima que toma parte no processo sintético.
A ativacdo desenvolve carater basico na molécula pela remogéo de um préton. O carbono o
pode entdo, por um ataque nucleofilico ao carbono carbonilico eletrofilico de outra molécula
de acetilSCoA, formar o derivado acetoacetilSCoA por condensagéo tipo Claisen (Geissman
etal., 1969). (Figura 13).

H - CH, - COSCoA

e N

B:  CH,-COSCoA + BH
(enzima)
+
CHs; - COSCoA

|

CH3COCH,COSCoA + CoASH

Figura 13 - Formacdo do acetoacetilSCoA a partir da condensagdo de 2 moléculas de acetilSCoA.

A formacdo do [ ceto-éster é o ponto de partida para a sintese de terpenos pela

via do acido mevalbnico. O P ceto-éster obtido pode também, por redugdo e repetidas
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condensacOes, conduzir a formacgéo de acidos graxos, ou, por condensacdes sem reducdo, a
policetideos, os quais podem ciclizar, dando origem a compostos aromaticos (Geissman et
al., 1969; Luckner, 1990).

Via do acetil-polimalonil
Acidos graxos

Os acidos graxos que ocorrem em liquens apresentam certa semelhanca com
aqueles que ocorrem em fungos no liquenizados, porém ndo s&o idénticos. Acidos agaricico
[15] e 2-decilcitrico [13] isolados de fungos sdo estruturalmente relacionados ao acido

caperatico [14], um metabdlito comum em liquens (Culberson, 1969; Hale, 1973).

OH COOH

|
CH3(CH2)nCH2—CH—(‘3—CH2

COOH . o
HOoC n= 8 -acido 2-decilcitrico [13]

n= 13 - &cido caperatico [14]

n= 14 - &cido agaricico [15].

Além do acido caperatico [14], podem ocorrer em liquens outros acidos,
como rocélico [16], rangiférmico [17] e nor-rangiférmico [18]. Acidos acarandico [19] e
acarenoico [20] sdo & lactonas e os &cidos liquesterinico [21], nefrosterénico [22],
nefrosterinico [23] e protoliquesterinico [24], sdo exemplos de &cidos y-lactdnicos de cadeia

longa.

?OOH
CH4CH9n47$HAfCHAfCH3
COOH

Acido rocélico [16] R = CH3; Acido rangiférmico [17]

R=H  Acido norangiférmico [18]
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Acido acaran6ico [19]

HOOC CHs
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CHa(CHy) g o o

Acido liquesterinico [21]

HOOC H

4?CH2

CH3(CHy)g o o

Acido acareno6ico [20]

HOOC CHs
H

X
CH3(CHy) g O o

Acido nefrosterénico [22]
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Acido nefrosterinico [23] Acido protoliquesterinico [24]

Acidos hidroxilados como 9, 10, 12, 13-tetraidroxieneicosandico e 9, 10, 12,
13-tetraidroxieicosandico sdo freqientes em liquens. Até 1973, 4cidos graxos de cadeia
longa, como oleico e linoleico ndo tinham sido citados como componentes de liquens
(Huneck, 1973). Mais recentemente, Dembitsky et al. analisaram cinco espécies de liquens
da subclasse Gymnocarpeae (1992a), trés espécies do género Parmelia (1992b), trés espécies
da ordem Lecanolares (1992c) e identificaram, através da analise por CG-MS , &cidos de
cadeia longa, como palmitico, esteérico, oleico, linoleico e linolénico, além de outros acidos
de cadeia mais longa que esses e de estruturas variadas. Xantoria parietina apresenta acidos
graxos que variam de 10 a 20 carbonos e, entre esses, 0s acidos insaturados palmitoleico,
oleico, linoleico, linolénico e cis-cis-11,14-eicosadiendico (Piervittori et al., 1994). Acidos
palmitico, estearico, laurico, linoleico, oleico e araquidico também foram identificados em
Collema leptosporum (Devincenzi et al., 1993).

Embora a acetilSCoA é consideravelmente mais reativa que 0s ésteres comuns
em reacOes de condensacgdo de Claisen, ndo € suficientemente reativa para ser utilizada pelo

complexo acido graxo sintase na sintese de acidos graxos.
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A ativacdo do carbono a é conduzida pela carboxilagdo da acetilSCoA na
presenca da enzima acetilSCoA carboxilase, ATP e biotina. O produto obtido, malonilSCoA,
contém um grupo metileno muito mais facilmente convertido em carbono o nucleofilico que
aquele da acetilSCoA, e como conseqiiéncia 0 processo biossintético inicia-se com a
condensacdo de 1 mol de acetilSCoA e 1 mol de malonilSCoA  resultando em
acetoacetilSCoA. O processo de condensacdo se repete varias vezes pela introducéo de 2
unidades de C em cada etapa. Essas etapas de condensagdo envolvem uma série de derivados
do complexo acido graxo-sintase denominados proteinas acil-transportadoras (ACP).

As proteinas ACP tém-se revelado como um complexo oligomérico formado
por 7 mondmeros de funcdes precisas, dentro de toda a série de transformacdes:

1) sub-unidade para transferéncia do residuo do malonil;

2) sub-unidade para transferéncia do residuo acil,

3) sub-unidade para reacdo de condensacao;

4 e 5) duas unidades, ambas para reducdes;

6) sub-unidade responsavel pela desidratacéo;

7) sub-unidade para transferéncia do grupo palmitil ou estearil, produtos finais da cadeia.

A repeticdo das etapas 2 a 7 conduz ao aumento da cadeia carbonica e o
processo se encerra quando se atinge 16 ou 18 carbonos, resultando em &cido palmitico ou
estedrico, respectivamente. Acidos graxos insaturados sdo resultantes do processo de
dessaturacdo que ocorre na presenca de oxigénio molecular, flavoproteina, NADPH e uma
mono-oxigenase especifica. O mecanismo desse processo ainda ndo € bem compreendido
(Geissman et al., 1969; Luckner, 1990; Mosbach, 1973; Torsell, 1989; Vicente et al.,
1988).

S&o poucas as informagdes disponiveis sobre a biossintese das lactonas dos
acidos alifaticos de cadeia longa. A biossintese do acido protoliquesterinico [24] foi estudada
por Blomer et al. (1969) que suplementaram talos de Cetraria islandica com glucose e [1-
4Clacetato de sédio. Os autores sugeriram que a biossintese do &cido protoliquesterinico
deve envolver um intermediario de 3 C como o piruvato, ou de seus precursores (COmo o
oxalacetato) da via glicolitica, que se condensa com o grupo o. metileno de uma longa cadeia
alcanoilSCoA como o palmitoilSCoA. Os autores indicaram, ainda, que os carbonos a,b e ¢
indicados na estrutura do acido protoliquesterinico sdo derivados de uma unidade de 3

carbonos (figura 14).
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Fig. 14 - ReacOes de obtencdo de y-lactonas de &cidos alifaticos superiores de acordo com Blomer et al.

(1969).
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Compostos aromaticos
Depsideos e depsidonas

- Depsideos derivados do orcinol

Embora muitos dos compostos aromaticos isolados de liquens sejam
exclusivos desse grupo vegetal, alguns podem ser encontrados também em fungos de vida
livre ou em plantas superiores.

Os compostos aromaticos mais comumente presentes em liquens sdo formados
pela esterificagdo de duas ou ocasionalmente trés unidades fenolicas, como por exemplo,
derivados do acido orselinico.

Duas unidades fendlicas sem substituintes na posicdo 3 podem formar
compostos denominados depsideos. Esses compostos sdo formados pela esterificacdo da
carboxila da posic¢ao 1 da primeira unidade com a hidroxila da posi¢do 4’ ou da posicéo 3’ da
segunda unidade. Os compostos resultantes sao para-depsideos e meta-depsideos da série do

orcinol como o &cido lecandrico [12] e o acido criptoclorofeico [25] (Vicente, 1975).

CH,
6
5 1
4 2
HO -
para-depsideo meta-depsideo
Acido lecanérico [12] Acido criptoclorofeico [25]

Tridepsideos séo resultantes da esterificacdo de trés unidades fenolicas.
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Biossintese de derivados fendlicos

O acido orselinico [26] é a unidade fundamental da biossintese de depsideos e
depsidonas. O processo biossintético inicia-se, como no caso dos acidos graxos com a
condensacdo de 1 mol de acetilSCoA e 1 mol de malonilSCoA. A acetoacetilSCoA,
resultante da condensacdo da acetilSCoA com malonilSCoA, pode condensar com duas
outras moléculas de malonilSCoA em etapas sucessivas, dando formacao a um policetideo de
8 carbonos. Este ultimo pode ciclizar através de dois processos distintos. Um deles produz
acido orselinico [26] e o outro, floroacetofenona [27] (figura 15).

A reacdo biossintética de formacdo de &cido orselinico € catalisada pela
enzima &cido orselinico sintase. O mecanismo de formacao desse acido nao requer qualquer
reacao de desidratacdo, ao contrario do que acontece na biossintese do acido 6-metilsalicilico
caracteristico de fungos de vida livre. A reacdo de obtencdo do &cido 6-metilsalicilico é
catalisada pela enzima &cido aromatico sintase. A enzima &cido orselinico sintase catalisa
uma desidratacdo final, promovendo a ciclizacdo da cadeia para formar acido orselinico. O
complexo enzimatico acido orselinico sintase contém duas atividades transacetilases, uma
proteina transportadora de grupos acil, uma enzima de condensacdo, uma de ciclizacdo e uma
atividade hidrolase. Embora os liquens produzam &cido orselinico em concordancia com essa
via, 0 sistema multienzimatico ndo esta ainda totalmente elucidado (Vicente et al., 1988).

O é&cido orselinico é o precursor de depsideos derivados do orcinol. A
formacdo desses compostos ocorre por esterificacdo entre unidades derivadas desse acido.
Vaérias esterases podem estar envolvidas nesse processo. Entretanto, essas enzimas ndo foram
ainda isoladas (Vicente, 1991).
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CH3COSCoA + 3HOOCCH,COSCoA

CH,COCH,COCH,COCH,COSCoA

/N

i
CHs c—o0
COOH HO OH
HO OH
OH
Acido orselinico [26] Floroacetofenona [27]

Figura 15 - Reacdes biossintéticas de formacdo de &cido orselinico e floroacetofenona por condensacdo de
acetilSCoA e malonilSCoA.

Mosbach, em 1964, iniciou estudos sobre a biossintese de fendis em liquens
mantidos sob condicdes de laboratério. Quando se administrava HOOCCH,**COSCoA a
talos jovens de Umbilicaria pustulata, verificava que, ap6s 60 horas de incubacdo, aparecia
uma serie de compostos marcados, 0s quais podiam ser separados por cromatografia. Um dos
compostos isolados, foi o acido giroférico [28]. A radioatividade estava incorporada nas
posicdes 2 e 4 e no grupo carboxila da ligacéo éster (figura 16) .

Mosbach demonstrou que Umbilicaria pustulata contém uma esterase capaz
de hidrolisar alguns depsideos, separando as unidades fenodlicas dos acidos giroférico [28],
umbilicarico [29] e evérnico [30], porém ndo tem acdo sobre derivados, como o
tetrametoxigiroforato de metila [31] e outros compostos, como benzoato de fenila [32] e o
acido m-digélico [33]. Todas as reacOes catalisadas por esterases sdo reversiveis, e a
descricdo de uma esterase desse tipo esclarece em grande parte o mecanismo pelo qual duas
ou trés unidades fendlicas se unem constituindo um depsideo. Essa enzima é uma proteina
termoestavel, permanecendo ativa apds 10 minutos a 57°C e o pH 6timo é de 6,2 (Vicente et
al., 1988).



CHg4

6 COSCoA

4 2
CH3COSCoA + 3 HOO*C-CH,-*COSCoA /HO 3 OH

+ 3*COz

CHz ©

»
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HO 3 OH

Acido girofdrico[28]
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Figura 16 - Biossintese do &cido giroférico por condensacao de acetilSCoA e malonilSCoA marcado com *C.

COOH

Acido evérnico [30]
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2,2’,2°, 4-tetrametoxigiroforato de metila [31]

COOH
OH
I HO
© OH
0
Benzoato de fenila [32] Acido m-digélico [33]

A alga Trebouxia, que € o ficobionte de U. pustulata, pode produzir essa
esterase, quando cresce isolada em um meio liquido contendo glucose e sob iluminacdo. Nao
se descarta a hipdtese de que o micobionte possa também produzi-la. Porém, as atividades
obtidas a partir da alga isolada sdo suficientemente significativas em comparacdo aquelas
encontradas no liquen. Isso leva a pensar seja a hidrolise uma das funcdes que essas algas
desempenham com eficiéncia (Vicente et al., 1988).

Os para-depsideos da série do orcinol apresentam hidroxilas substituintes nas
posicdes 2 e 4 do primeiro anel e 2’ do segundo anel, exceto o0 acido planaico [34] em que 2 e
2’ se encontram metoxiladas. No &cido confluéntico [35] as metoxilas se encontram nas

posicOes 4 e 2°, enquanto que no acido divaricatico [36] a metoxila se encontra na posicao 4.

NCgHy, O

OCHg4

COOH

n-CgHyiq

Acido planaico [34]



52

Acido confluéntico [35]

CzH7 O

COOH

Acido divaricatico [36]

Um ndmero de depsideos derivados do orcinol contém outros grupos
substituintes ligados as unidades de acido orselinico. Esses depsideos sdo biossinteticamente
derivados do acido 6-alquil-2,4-diidroxibenzoico ou do 4&cido 6-alquil-pB-ceto-2,4-
diidroxibenzoico. Devido as variages da cadeia alquila nas unidades do acido orselinico, o
numero de depsideos € bastante elevado (Mosbach, 1973).

Cadeias laterais de um ou mais carbonos (-CHs, - CH,CH,CH3, -CsHy, -
C;His) localizam-se nas posi¢Oes 6 e 6°. Pode ocorrer que a cadeia lateral apresente grupo

cetbnico na posicdo B, como no &cido confluéntico [35].

- Depsideos derivados do B orcinol

Além dos depsideos derivados do orcinol (acido orselinico), ocorrem outros
derivados do B orcinol (acido B-metil-orselinico), como por exemplo os &cidos difractaico

[37], atranorina [3], obtuséatico [38] e baeomicesico [39].
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Acido baeomicésico [39]

CHg o
R 6
1
4 2
HO 3
CHO
CH 3 COOCH 3

R=H Atranorina [3]

R=Cl 5- Cloroatranorina [3a]

Experimentos, utilizando talos de Parmotrema tinctorum, que produzem &cido

lecandrico [12] e atranorina [3], foram suplementados com acetato marcado com **C no C-1.

O acido lecandrico [12a] obtido estava marcado nos carbonos 2,4 6, 2°, 4’e 6°, no carbono

carbonilico da ligacéo éster, e no grupo carboxila. A atranorina [3] n&o incorporou *C.

Quando os experimentos foram realizados suplementando os talos com formato marcado, a

atranorina [3b] incorporou radioatividade.

Acido lecanérico [12a]

COO*CH4
7

Atranorina [3b]
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Quando o 4cido orselinico marcado com **C foi suplementado aos talos de P.
tinctorum, somente o &cido lecandrico [12a] apresentou-se radioativo. A auséncia da
atranorina [3b] conduziu a conclusdo de que a introducdo de unidades de 1 carbono ocorre
antes da ciclizacdo do policetideo (Geissman et al., 1969 ; Mosbach, 1973 ; Vicente et al.,
1988).

Nos para-depsideos derivados do B-orcinol, a posi¢do 3 (anel A) apresenta
substituinte de uma unidade de carbono que pode ser -CH3 -CHO, -COOH, e na posi¢éo 3’
0 substituinte é sempre - CHs. As posicdes 6 e 6’estdo sempre metiladas, e a carboxila da
posicdo 1’ esta na forma de éster metilico somente na atranorina [3] e na 5-cloroatranorina
[3a].

- Meta- depsideos

As unidades fendlicas da série do orcinol, que intervém na formacdo de
depsideos, ndo possuem hidroxila na posicdo 3’. Em principio, ndo se poderia pensar em
uma reacdo de esterificacdo para a formacdo do meta-depsideo. A ligacdo éster se estabelece
entre a posi¢édo 1 do anel A e a posic¢ao 3’ do anel B.

Quimicamente existem 3 possibilidades distintas :

a) A ligacdo éster (-COO-) pode se estabelecer em posicdo meta do anel B por
reagrupamento de um para-depsideo, que atuaria como precursor;

b) A -COOH da primeira unidade fendlica pode transformar-se em radical carboxilato, a
qual poderia formar a ligacdo entre as unidades por ataque direto sobre o C-3’ do anel B;

c) A segunda unidade fendlica (anel B) pode ser hidroxilada previamente como unidade
mononuclear no carbono 3’ e a formacdo do meta-depsideo segue 0s passos normais de
esterificagdo, como no caso dos para-depsideos;

Na primeira hipotese, o0 reagrupamento consistiria em uma hidroxilacao
secundaria do carbono formador da ligagdo éster no meta-depsideo (C3’), quebra da ligacéo
éster do para-depsideo seguida de um giro de 60° do anel B, de modo que a nova ligagdo se
formaria na posicéao 3’, ficando uma hidroxila regenerada na posicao 4’ (Vicente , 1975).

A segunda hipotese consiste em um ataque direto do grupamento carboxilico
da primeira unidade fenolica (anel A) sobre a posicdo 3’ da segunda unidade (anel B).

Quimicamente o sistema é possivel, dada a alta reatividade da espécie ArCOO™ . Mesmo
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considerado do ponto de vista biolégico, deve haver reacGes enzimaticas que realizam mais
facilmente a formacéo da ligacéo.

A terceira hipdtese € a mais aceita atualmente. Baseia-se na hidroxilacéo
prévia da posicdo 3 do anel B (para os derivados do orcinol, 5 para os derivados do B-
orcinol) e estabelecimento da ligacéo éster.

Elix et al. (1986) forneceram evidéncias de que os meta-depsideos podem se
originar por hidroxilagdo do C 3’ de para-depsideos seguida de rapido rearranjo a forma
termodinamicamente mais estavel. Essas conclusdes foram obtidas a partir de estudos
realizados com uma mistura de compostos isolados de Lobaria escrobiculata. A mistura
consistia de meta-escrobiculina, &cido Usnico, acidos estitico, nortistico e constitico.
Verificaram por ccd que meta-escrobiculina sempre estava acompanhada de um composto
relacionado de Rf levemente maior. A analise cromatografica e os dados espectroscépicos
do composto isolado por ccd preparativa indicaram que se tratava de uma mistura em
equilibrio dindmico de meta-escrobiculina com seu isémero para-escrobiculina. Para
verificar a consisténcia dessas observacdes, 0s autores procederam a sintese de para-
escrobiculina e concluiram que a hidroxilacdo do para-depsideo é seguida por rapido

rearranjo intermolecular ao meta-depsideo termodinamicamente mais estavel.

C3H7 0

OH

COOCH 4

37

para-escrobiculina [41]
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A co-ocorréncia de acido divaricético[36] e &cido sequicaico [42] em

varias espéecies de Ramalina fornecem evidéncias para essa proposta.

C3zH7 O
OH
COOH
COOH
C3H,
Acido divaricatico [36] Acido sequicaico [42]
para-depsideo meta-depsideo

Os meta-depsideos apresentam cadeias laterais de mais de 1 carbono, como no
caso dos para-depsideos porém, com a diferenca que as cadeias sdo absolutamente
reduzidas. Estes substituintes se encontram sempre nas posi¢des 6 do anel A e 6’ do anel B.
No primeiro caso o substituinte no C 6 € -C3H; exceto no acido criptoclorofeico [25] que é
-CsHi1. A cadeia lateral na posicdo 6 &€ sempre -CsHj; , exceto no meta- e para-
escrobiculina [40] e [41] e no acido sequicaico [42] que é -C3H; (Mosbach, 1973; Vicente,
1975).

Os meta-depsideos da série do B-orcinol s&o menos abundantes na natureza,
sendo conhecidos os acidos hematamindlico [43], hipotamindlico [44] , tamindlico [8] e
decarboxitamindlico [45]. Este Gltimo é considerado por alguns autores como sendo um
artefato resultante da descarboxilacdo do acido tamindlico [8] na posi¢do 1’ durante os
processos de extracdo, ndo sendo, portanto, um produto natural (Vicente, 1975).
Recentemente Elix et al., (1996) isolaram de Heterodermia dissecta, um novo meta-depsideo

derivado do B-orcinol que foi denominado acido dissético [46].

COOCH

COOH

CHqg

Acido hematamindlico [43] Acido hipotaminélico [44]
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CHO
CH

Acido decarboxitaminélico [45] Acido dissético [46]

- Depsidonas

Representam um grupo de compostos estruturalmente relacionados aos
depsideos, sendo estes considerados seus precursores. Além de ligacdo éster presente nos
depsideos, as depsidonas apresentam também um heterociclico adicional, resultante de uma

ligacdo éter, geralmente entre as posi¢des 2 e 5°, como no &cido fisédico [47].

$5 Hiq

C=0

Cs5Hyy

Acido fisddico [47]

Entretanto, no acido variolarico [48] a ligacdo éter esta entre as posigdes 2 e
3’, sendo este o Unico caso conhecido.

Embora a origem biossintética das depsidonas ainda ndo esteja esclarecida, a
existéncia de depsideos e depsidonas estruturalmente relacionados no mesmo liquen, indicam
que esses compostos podem ter relacdo biogenética (Culberson, 1964). Como exemplos 0s

acidos olivetdrico [49] e fisodico [47] isolados de Cetraria ciliaris.
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n- 05H11

Acido olivetorico [49] Acido fisddico [47]

Nesse caso, a formacdo de depsidonas, tendo para-depsideos como
precursores, ocorre por uma ciclizagdo oxidativa. A hidroxila da posicdo 2 do anel A e a
posicdo 5’ ndo substituida do anel B dao formacdo a ligacdo éter. Entretanto, a reacdo €
energéticamente desfavordvel e ndo se realiza com facilidade em condi¢Bes de laboratorio
(Culberson, 1986).

Uma outra rota possivel para a biossintese de depsidonas é aquela sugerida
por Sala et al. (1981), em que as depsidonas sdo derivadas de depsideos através de
acoplamento fendlico de benzofenonas, tendo como intermediario espirobenzofurano-3-ona.
Entretanto, nenhum desses intermediarios ocorrem naturalmente em liquens, embora seja um
processo energéticamente favoravel (fig. 17)(Sala et al., 1981, Culberson, 1986).

Embora ndo sejam conhecidos para-depsideos contendo uma cadeia lateral
oxidada no anel B, ocorrem alguns exemplos desse tipo de substituinte ligado ao anel A,

como € o caso do para-depsideo acido olivetérico [49] (Elix et al. 1984). Se essa oxidacéo
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ocorre na posicdo 3, subsequentes rearranjos do para-depsideo formado conduzem a meta-
depsideos por migracao do grupo acila (Elix et al., 1986). Se ocorrer oxidagdo na posi¢do 5’
seguida por uma migracao de acila, e subsequente rearranjo tipo Smiles do meta-depsideo
formado, poderd conduzir as correspondentes depsidonas derivadas do orcinol (figura 18)
(Elix et al., 1987). Os autores consideraram que tal rota poderia estar envolvida na
biossintese desses compostos.

Diferencas estruturais entre depsideos e depsidonas ndo necessariamente
ocorrem apos ciclizacdo. Por exemplo, o acido fumarprotocetrarico [50] pode ter originado
por insercao do acido fumarico na posicdo 3 do acido orselinico (na forma de 3-metil-acido
orselinico) dando origem ao anel B do &cido fumarprotocetrarico (figura 19), ou por
esterificacdo direta do acido fumarico ao grupo -CH,OH do anel B do &cido protocetrarico
[51] (figura 20)(Vicente et al., 1989).

OH
Depsideo OH
[O]
Ry
Rt o R2 COOCH, OH
‘ COOH OH
OH
HO o COOCH
HO o // 3
Ro

- H,0

HO o OH

R2 COOCH,

Figura 17 - Formac&o de depsidonas a partir de depsideos por acoplamento fenélico de benzofenonas, segundo
Sala et al. (1981).
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HO 3

para-depsideo

hidroxilagdo em C 3’ hidroxilacdo em C 5’

HO
R, COOH
migracao de acila
Ri o
6
5 5 1
4 4 2
HO HO 3
COOH
COOH OH
Rearranjo de Smiles
R1 o)
6 R1
5 1
2 5 1 OH
HO ; - . p
HO 3 COOH

COOH
Ry

depsidona

Figura 18 - Reacdes de obtencdo de meta-depsideos e depsidonas a partir da hidroxilacdo e rearranjo de para-
depsideos (Elix et al. 1987).
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COOH

+Fﬁ0

COOH

HOOCCH=CHCOOH

/

COOH

—_— > Acido fumarprotocetrarico [50]

CH 2OCOCH=CHCOOH

Figura 19 - Reacdo entre 3-metil acido orselinico e acido fumarico para obtencdo do &cido fumarprotocetrarico
[50].
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CH COOH
3 + HOOCCH=CHCOOH

Acido protocetrarico [51]

CH

CH» OCOCH — CHCOOF

HO O OH

CHO
cHy  COOH

Acido fumarprotocetrarico [50]

62

Figura 20 - Reacédo de formagdo do acido fumarprotocetrarico por esterificacdo do grupo CH,OH da posicdo 3’

do &cido protocetrarico com &cido fumaérico.

As depsidonas originarias do B-orcinol sdo mais complexas do que aquelas

derivadas do orcinol. Pode ocorrer em alguns compostos um anel heterociclico com oxigénio

entre os substituintes das posicdes 1’e 6°, se estes forem grupamentos carboxila e aldeido,

respectivamente. Esse tipo de ciclizagdo ocorre nos &cidos salazinico [52], estitico [53] e

norstitico [6].
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Acido salazinico [52] Acido estitico [53]

Dibenzofuranos

A caracteristica estrutural desse grupo de substéncias € a ligacdo carbono-
carbono e uma ligacéo éter entre duas unidades fendlicas. A ligacao éter é formada a partir de
grupos hidroxilas nas posices 11 e 10 da primeira e segunda unidades fendlicas,
respectivamente. Os dibenzofuranos podem ser divididos em dois grupos : um deles engloba
0s compostos que apresentam grupo carboxila na posicdo 5 do primeiro anel, como os &cidos
panarico [54] e chizopéltico [55], e 0 outro em que esse grupo ndo estd presente nessa
posicdo, como nos acidos didimico [56] e hipostrepisilico [57] (Shibata et al., 1984; Carvalho
etal., 1984; Huneck et al., 1996).

17 14
OCHg CH, 9
8 1
2 L COOCH,
! 2
6 . 3 18
11 "0
o cH, 5 o OCH,4
15COOH 15 COOH

Acido panarico [54] Acido chizopéltico [55]
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S~ .
11 "0 10 1107 10
CH30 5 4 OH HO 5 4 OH

Acido didimico [56] Acido hipostrepisilico [57]

Acidos Usnicos

Uma das substancias liquénicas mais conhecidas é o acido usnico. Foi isolado
pela primeira vez de Ramalina calicaris, de Usnea barbata e de outras espécies de liquens,
em 1834, por Rochleder et al. (Vicente, 1975). Apresenta-se em duas formas isoméricas:
4cido D-Usnico [o]p?® + 495° e L-Usnico [a]p®® - 495°.

Em 1967, Shibata et al. isolaram de Cladonia mitis e Cladonia arbuscula o
4cido D-isoUsnico [a]p® + 510° e de Cladonia pleurosta o 4cido L-Usnico [o]p? - 490°. Os
acidos usnicos [ 2a] e [2b] sdo largamente distribuidos em liquens, enquanto que os acidos
isousnicos [2c] e [2d] s&o de distribuicéo restrita (Vicente, 1975).

Embora muitos autores classifiguem os acidos Usnicos como um grupo de
dibenzofuranos, considera-se que sejam formados pela ciclizagdo do tipo floroglucinol e ndo

do tipo orselinica, tipica de dibenzofuranos (Vicente, 1975; Culberson, 1969).

CH3 0] 0]

OH
(+) - (12R) - Acido Usnico [2a] (-) - (12S) - Acido usnico [2b]
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CH, O
OH 3

(+) - (12R) - Acido isolsnico [2c] (-) - (12S) - Acido isotsnico [2d]

A cadeia policetidica (acido 3,5,7-tricetoctandico ligado a uma enzima)
resultante da condensacdo de 1 mol de acetilSCoA e 3 moles de malonilSCoA, por uma
condensacao do tipo Claisen, da origem ao acetilfloroglucinol (metilfloroacetofenona), que é
precursor dos acidos usnicos (Mosbach, 1973).

A biossintese do acido Usnico foi estudada por Taguchi et al. (1966), usando
vérias espécies liquénicas e quatro precursores marcados : [1-**C] acetato, [2-**C]malonato,
4CH;-CO-fluoroacetofenona e **CH;-CO-metilfluoroacetofenona (figuras 21 e 22).

Quando 1-**C-acetato foi usado, o &cido Usnico incorporou radioatividade nas
posicbes 2, 4, 7,9, 11, 12, 15 e 17, enquanto que ao usar 2-*C-malonato os grupo metilas
das posicOes 15 e 15’ ndo estavam marcados. Isto significa que o grupo CO-CH3; em cada
unidade fenolica deriva do acetato (figura 21).

Resultados coincidentes com esses foram encontrados por Fox et al. (1969)
para a sintese do acido Usnico por Cladonia sylvatica suplementada com ** CO,. .

A utilizacdo alternativa de floroacetofenona ou metilfloroacetofenona
radioativas como precursores, resolveu outro ponto importante no quadro biossintético dos
4cidos Usnicos. Quando se empregava metilfloroacetofenona -CO-'*CHs, o &cido Gsnico
isolado apresentava-se marcado nos grupos CO-CHj; das duas unidades fenolicas. Porém,
quando o precursor era floroacetofenona marcada na mesma posicao, o acido Usnico isolado
ndo era radioativo em nenhum dos seus carbonos (Figura 22) (Geissman et al. 1969).

Entretanto, quando se administrava ao liquen floroacetofenona e formato,

ambos radioativos, o acido Usnico formado apresentava radioatividade (figura 23).



2 *CHsz- COSCoA + 6 HOOC - *CH; - COSCoA
CHy o
HO OH
CHy
OH

Acido Gsnico [2]

66

Figura 21 - Biossintese do acido Gsnico [2] a partir de [1-'*C]acetato e [2-*C] malonato.
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=0
HO OH

CHg

OH
metilfloroacetofenona //vécido Usnico [2]

H,C _ o
HO OH
OH floroacetofenona

Figura 22-Utilizacdo alternativa de metilfloroacetofenona e floroacetofenona na biossintese de acido Usnico [2].

3 / CH3 /O
HO OH HO OH
CH3
OH H*COOH OH
*
CH3
HO
*
* CH3
CHg l
*CH3 o} o
OH

Acido usnico [2]

Figura 23 - Reagdo biossintética de obtencdo acido Usnico [2] a partir de floroacetofenona e formato
radioativos.
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Esse fato indicou que a formacdo do anel furanico entre as duas unidades
fendlicas requer a adicdo prévia de uma unidade de lcarbono, visto que os fendis ndo
substituidos ndo sdo substratos da reacdo enzimatica de ciclizagdo. Ambos 0s substituintes
metila aparecem marcados nos acidos Usnicos, quando o liquen dispéem de formato
radioativo administrado de forma exogena (figura 23).

A formacao da ligagdo C - C ocorre de maneira idéntica como na formagéo de
outros dibenzofuranos, envolvendo possivelmente a formacao de radicais livres. Uma reacao
subsequente de desidratacdo conduz a formacdo da ligacéo éter do anel furanico (Geissman et
al., 1969). A reacdo e catalisada por fenol oxidases ou por peroxidases (Luckner, 1990)
(figura 24).

HO OH
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Acido usnico [2]

Figura 24 -Reacdes da biossintese do &cido Usnico [2] a partir de metilfloroacetofenona via radicais livres.

Cromonas, xantonas, naftoquinonas, antronas e antraquinonas

Compostos pertencentes a essas classes também ocorrem em liquens, porém
ndo sao exclusivos desses organismos. Sdo compostos freqlientemente idénticos a produtos
biossintetizados por fungos de vida livre, ou por plantas superiores.

A biossintese de compostos anadlogos provenientes de fungos de vida livre é
bem estudada, e é possivel se estabelecer um paralelo da biogénese desses compostos entre
fungos liquenizados e ndo liquenizados (Rikkinen, 1995).

As rotas biossintéticas propostas envolvem também a formagdo de um
policetideo intermediario resultante da condensacédo de 1 mol de acetilSCoA com um ndmero
variavel de moléculas de malonilSCoA. Cromonas podem ser formadas pela condensacéo de
1 mol de acetilSCoA com 4 ou com 8 moles de malonilSCoA, resultando rupicolina [58] e
sifulina [59] (figuras 25 e 26).

CH3;COSCoA + 4 HOOCCH,COSCoA —>
o 0 OH
[ ] o 1]
o | - e - ———» \
= ! o~ NA N
o) \S CHy HO o CHy
e cl

Rupicolina [58]

Figura 25 - Reacdes envolvidas na biossintese de rupicolina [58] a partir de acetilSCoA e malonilSCoA.
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CH3;COSCoA + 8 HOOCCH,COSCoA

CH3CO(CH,C0O)sCOSCoA + CHz3(CH,)sCOSCoA

|
iﬁﬁ@

E— S/
C7 H15 o OH
N
HO © OH
COOH
Sifulina [59]

Figura 26 - Reacfes envolvidas na biossintese de sifulina [59] a partir de acetilSCoA e malonilSCoA.

Xantonas e antronas sao resultantes da condensacao de 1 mol de AcetilSCoA
com 6 e 7 moles de malonilSCoA, respectivamente (Geissman, 1969; Mosbach, 1969;
Luckner, 1990). (figura 27)
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CH3COSCoA + 6 HOOCCH,COSCoA

Hy & H
\
%ﬁoﬁé
\O/
CH3O

liqguexantona [4]

OCHg,

CH3;COSCoA + 7 HOOCCH,COSCoA
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o O O O
COS-E COOH
—_—
0 | | |
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o~ CH3 o CHg4

N
\
OH OH
0 OH OH
0
ol Yol .
HO | CH,
0 HO CH3
Emodina antraquinona [61] Emodina antrona [60]

Figura 27 - Reag0es envolvidas na biossintese de xantonas, antronas e antraquinonas a partir de acetilSCoA e
malonilSCoA.

As antronas sdo facilmente oxidadas as antraguinonas. As antraguinonas e
seus derivados sdo produtos do metabolismo de fungos (Aspergillus e Penicillium sp.),
liquens, basidiomicetos e plantas superiores. Clivagens oxidativas do anel B de
antraquinonas produzem derivados da benzofenona que sdo transformados em xantonas
(Luckner, 1990).
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A dimerizacdo de xantonas produzindo os é&cidos secaldnicos ocorre,

provavelmente, via fenol oxidases, ou por radicais derivados de peroxidases (Luckner, 1990).

OH OH OH OH

\/

OH CH
COOH

Acido secaldnico [62]

Figura 28 - Reac@es envolvidas na biossintese de xantonas. A primeira etapa mostra a formacao de xantonas
por clivagem oxidativa do anel B de antraquinonas pela acdo de deidroxilases e a segunda etapa
a obtencéo de &cido secalbnico por dimerizagdo de xantonas.

Hemaventosina [5], acido quiodectdnico [63] e canariona [64] sdo exemplos
de naftoquinonas que ocorrem em liquens. Hemaventosina [5] € um pigmento vermelho
presente nos apotécios de Haematomma ventosum. Acido quiodectonico [63] e canariona
[64] foram isolados de Chiodecton sanguineum (Sw.)Vain., e de Usnea canariensis,
respectivamente (Huneck, 1973; Elix et al., 1984).
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OH O o OH ©O
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CH, COO H o CH CH,0 ‘ o OH
3
OH O o) OH
Hemaventosina [5] Acido quiodectonico [63]
‘@
HO H 0 CHy
o)

Canariona [64]

As antraquinonas sdo pigmentos amarelos, vermelhos ou de cor laranja
encontrados em liquens, particularmente nos géneros Xanthoria e Caloplaca.

Atualmente, sdo conhecidas cerca de 40 antraquinonas isoladas de liquens,
embora algumas ocorram também em fungos néo liquenizados (Hale, 1983).

A substancia mais conhecida desse grupo é a parietina ou fisciona [65]

encontrada ndo so6 em liquens, mas também em fungos e em plantas superiores.

OH O] OH

CH,0 “ CH,
o)

Parietina ou fisciona [65]

Recentemente, Huneck et al. (1991) isolaram dos apotécios de Haematomma
puniceum um pigmento vermelho que foi denominado hematomona [66] e que se assemelha

ao &cido norsolorinico [67].
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OH ©O OH
: I : COCH4
HO H OH
o]
Hematomona [66]
OH O OH O
HO @@ oH
o]

Acido Norsorolinico [67]

Sordidona [68], sifulina [59] e &cido leprarico [69] sdo as cromonas
conhecidas como componentes de algumas espécies liquénicas. Sifulina apresenta dois
derivados, oxisifulina [70] e protosifulina [71], que foram isolados de Siphula ceralites
(Aberhart et al., 1969; Shimada et al., 1980).

~o

HO CH

cl
Sordidona [68]
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C=CH-CO-OCH2
HOOC - CH,

CH; O

Acido leprarico [69]
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CH OH
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HO © OH
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Oxisifulina [70]
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CH OH
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HO © OH
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COOH
Protosifulina [71]

Em liquens ocorrem também alguns glicosideos. De Rocellaria mollis
(Hampe) Zahlbr., Schismatomma accedens (Nyl.) Zahlbr. e Roccella galepagoensis Follm.
foram isolados os glicosideos rocelina [72], molina [73] e galapagina [74], cuja aglicona é

uma cromona (Huneck, 1973).
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OH

CHg

Rocelina [72] R=H; R, R”=Ac
Molina [73] R,R”=H; R’=Ac
Galapagina[74] R=CHs;; R’=H; R”’=Ac.

As xantonas isoladas de liquens sdo derivadas da norliquexantona [75]

(Huneck, 1973). Seis desses compostos variam somente em relagdo ao grupo de O-metilacéo

e a presenca de cloro no anel. Entretanto, uma delas, a eritromona [76], isolada de

Haematomma erytromma € o primeiro exemplo de xantona liquénica O-acetilada (Elix et al.,
1984).

As xantonas conhecidas, além da norliquexantona [75], sdo a turigiona [77],

acido tiofanico [78], é&cido tiofaninico [79], artotelina [80], liquexantona [4], 2,4-

dicloronorliquexantona [81], 2,7-dicloronorliquexantona [82] e outras.

CH, o OH
LR L O8cY
/@(k@\ CH3CO0 o OCOCH4
HO o~ OH cl Cl

Norliquexantona [75] Eritromona [76]
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Derivados da via do mevalonato

Esterdis e terpenos

Esterdis e terpenos ndo sdo tdo freqlientes em liquens quanto em plantas
superiores. Ergosterol, fitosterol e B-sitosterol sdo exemplos de esterdis conhecidos por
ocorrerem em algumas espécies de liquens. Fungisterol foi isolado de Pseudoevernia
furfuraceae por Zellner em 1935 (Culberson, 1969).

Outros compostos derivados do ciclopentanoperidrofenantreno também séo
conhecidos, incluindo divaricatinato de peroxiergosterila [83] isolado de Haematomma
ventosum (Elix et al., 1984).

CH O OH
3

Divaricatinato de peroxiergosterila [83]

Triterpenos constituem o maior nimero de compostos entre 0s terpenos
isolados de liquens. Nesta classe de compostos estdo incluidos zeorina [84], 0 mais
conhecido triterpeno isolado de liquens, leucotilina [85], que difere da zeorina pela presenca
de uma hidroxila com configuracdo 3 na posi¢do 16 e, um nimero de compostos derivados

desses por hidroxilacédo, acetoxilacdo e oxidagdo do grupo metila (Elix et al. 1984).
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Zeorina [84] Leucotilina [85]

Compostos como acido ursolico [86], taraxeno [87] e friedelina [88] ocorrem

também em liquens.

iz
@

COOH

Me = CH3 Me = CH3
Acido ursdlico [86] Taraxeno [87]

Me = CH3
Friedelina [88]
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Embora ndo tenham sido relatados estudos da biossintese desses compostos
em liquens, considera-se que esse processo segue o modelo estabelecido, envolvendo a
formacéo de acido meval6nico a partir de 3 moléculas de acetilSCoA. Numa primeira etapa
duas moléculas de acetilSCoOA se condensam e origina a acetoacetiiSCoA. A
acetoacetilSCoA se condensa com outra molécula de acetiSCoA e da formacao ao -hidroxi-
B-metilglutarilSCoA. Este, em duas etapas sucessivas de redu¢do pelo NADPH, da origem ao

acido mevaldnico (Geissman, 1969; Torssel, 1989). (Figura 29).

2 CH3COSCoA ﬁ» CH3COCH,COSCoA

CoASH / CH3COSCoA

\" CoASH

\j

_ OH
/ HOOC - CH; - :C - CH,COSCoA
CHs CHs
HOOC-CH; -Cl-CHzCHO NADPH
(l)H NADP”*
NADPH
NADP”*
OH

I

HOOC -CH; - C - CH,CH, OH
I
CHs

Acido mevalénico

Figura 29 - Reacdes biossintéticas de formacdo do acido mevalbnico.
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O acido mevalbnico é ativado pela acdo de ATP em &cido mevaldnico
pirofosfato, e por descarboxilagdo e desidratagdo transforma-se em pirofosfato de

isopentenila, precursor biossintético dos compostos derivados do isopreno (Figura 30).

C% 0P
CHg c
| 4 \CH
-C- CH,OPP
HOOCCH,, c‘: CH, CH,OPP /CH2 >CH,
OH ATP ADP COOH
CO, + P;
CH
3
N
//c CH, CH,OPP
CH,

Pirofosfato de isopentenila

Figura 30 - Reacdes de formacéo de pirofosfato de isopentenila a partir de pirofosfato de malonila.

A condensacdo entre unidades de pirofosfato de isopentenila (isopreno)
conduz a formacdo de monoterpenos (10 C), sesquiterpenos (15 C), diterpenos (20 C),
triterpenos (30 C) e outros (Geissman et al., 1969; Luckner, 1990; Torssell, 1989).

Até o momento, foram isolados de liquens, aproximadamente, 70 compostos
derivados da via do &cido mevaldnico, incluindo diterpenos, sesquiterpenos e triterpenos.

Além desses, sdo conhecidos também 41 esterdis (Elix, 1996).



82

Via do &cido chiquimico
Derivados do acido pulvinico

Os derivados do acido pulvinico sdo pigmentos amarelos ou de cor laranja.
Nesse grupo estdo incluidos compostos, como calicina [89], epanorina [90], acido leprapinico

[91] , &cido vulpinico [7] e outros.

o
N o
N
OH /g
/9 on NH
(‘3 '~ COOCH,
X H
o \O CH3 CH3
Calicina [89] Epanorina [90]
OCHg
C - COOCH,
C——¢c  OH
[ o @
O C @ X
OH  COOCHg
Acido leprapinico [91] Acido vulpinico [7]

Dos compostos  obtidos de liquens, somente 02 sdo da classe das
terfenilquinonas e 12 sdo derivados do &cido pulvinico. Esses compostos sdo biossintetizados
pela via do acido chiquimico, e seus intermediarios sdo oriundos do fosfoenolpiruvato da via
de Embden-Meyerhof, e eritrose-4-fosfato da via das pentose-fosfato. Ambos intermediarios
geram compostos fenilpropandides, que se condensam, dando origem a compostos como 0S

acidos polipdrico [92] e telefdrico [93] ou os derivados do acido pulvinico (calicina [89],
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epanorina [90], &cido leprapinico [91], &cido vulpinico [7] e outros) (Geissman et al., 1969,
Rikkinen, 1995).

o o)
H HO _ o H OH
g
H O [ >
o 0
Acido polipérico [92] Acido teleforico [93]

Os derivados do acido pulvinico sdo pigmentos amarelos encontrados em
alguns liquens, como em Letraria vulpina, Rhizocarpum geographicum e Bryoria fremontii.
As terfenilquinonas sdo pigmentos de cor vermelha e parpura e, até o momento, foram

isolados somente de liquens da familia Peltigerales (Rikkinen, 1995).
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1.4 - TAXONOMIA E QUIMIOTAXONOMIA

Liguens sdo identificados ao nivel de géneros e espécies, por varias
combinac@es de caracteres morfoldgicos de apotécios e talos.

Dados relativos apenas a analise morfolégica muitas vezes, ndo elucidam a
identificacdo de um dado espécime, mas aliados as informagdes obtidas sobre a provavel
composicdo quimica do espécime em estudo, podem conduzir a uma identificacdo mais
segura.

A andlise quimica, para fins de taxonomia, é realizada utilizando reagdes de
coloracdo no talo, microcristalizacdo, analise cromatogréfica e analise por fluorescéncia.
Dependendo da natureza do material em estudo, pode-se obter informacdes pelo uso de
apenas uma das técnicas, ou se necessario, pelo conjunto delas. As reacdes de coloracdo no
talo sdo as mais utilizadas pelos liquenologistas e podem, em geral, fornecer informag6es
suficentes, que somadas aquelas de analise morfolégica, conduzem a identificacdo de uma
dada espécie.

O uso de informagdes quimicas, para fins de taxonomia de liquens, deve-se ao
fato de que esses organismos produzem muitos metabdlitos secundarios, os quais sdo em
grande parte, exclusivos do referido grupo vegetal. Além desses, muitos outros compostos,
tanto do metabolismo primario, quanto do secundario, sdo obtidos de liquens. Porém, muitos
deles sdo comuns em fungos ou em plantas superiores.

A elucidacdo estrutural de compostos liquénicos resulta principalmente da
combinacdo de métodos quimicos classicos e de técnicas espectroscOpicas modernas.
Entretanto, um grande nimero de informac@es disponiveis sobre a ocorréncia de substancias

liqguénicas é baseado em métodos microquimicos de analise (Elix, 1996).
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- Reagdes de Coloragéo

Reagentes como hidroxido de potassio (K) e hipoclorito de célcio (C), quando
aplicados ao talo liquénico podem promover o desenvolvimento de cor que permite a
caracterizacdo de varias substancias liquénicas. O uso desses reagentes em taxonomia de
liqguens foi iniciado em 1886, por Nylander (Elix, 1996). As rea¢Ges sédo conduzidas
aplicando a solucdo do reagente com um capilar a um fragmento do talo liquénico, e a
variacdo de cor € melhor observada em microscépio estereoscopico. As coloragoes
observadas dependem da natureza das substancias presentes.

A acdo do hidroxido de potassio € a de promover a hidrolise da ligacao éster
de depsideos e de depsidonas, dando formacdo a compostos cujas coloracdes variam de
amarelo a vermelho intenso (Figura 31). Além de depsideos e depsidonas, pigmentos
quinoidais presentes no liquen podem apresentar reacdo positiva, enquanto que derivados do
acido pulvinico, xantonas e acido Usnico nao reagem.

CH 4

KOH

CH,O
OH 3

CH;0

CHO

Acido estitico [53]

Figura 31 - Reacdo de uma depsidona com KOH.

A reacdo com hipoclorito de calcio é positiva com compostos que apresentam
configuracdo meta-diidroxi. A acdo de oxidantes moderados sobre compostos meta-diidroxi
promove a formacdo de derivados orto ou para-quinoidais. A cor apresentada pelas
quinonas, laranja e vermelho vivo, é provavelmente modificada pela presenca de outros
grupamentos ligados ao anel aromético, como no 3,5-diclorolecanorato de metila e outras
substancias que apresentam reacdes positivas com hipoclorito de calcio (Hale, 1983).

Depsideos derivados do orcinol, como os acidos lecandrico [12], anziaico

[94], girofédrico [28] e olivetorico [49], ddo aparecimento a coloracdo vermelha intensa pela
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acao de hipoclorito. Esse procedimento permite separar os depsideos em dois grupos, um
deles derivados metaidroxilados, que reagem positivamente com hipoclorito, e outro, meta-

substituidos metoxilados, que em sua maior parte ddo reacdo negativa (Hale, 1983).

S B

COOH n-CsHyy

COOH

Acido lecanérico [12] Acido anziaico [94]

CHz O CHg
o)
HO OH ‘ o OH
CH, O

Acido giroférico [28]

%5"'11

C @)

%y

COOH
CsHypy

Acido olivetorico [49]
As depsidonas ndo apresentam reacdo com hipoclorito de célcio. No entanto,

esses compostos podem apresentar reacdo positiva com esse reagente, se forem tratados
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inicialmente com KOH. A reacdo combinada desses reagentes (KC) sobre depsidonas pode
dar aparecimento a coloracao vermelha (Santesson, 1973).

Além desses, podem ser utilizados outros reagentes para detec¢do de outros
grupos funcionais, como por exemplo grupamento aldeido. SolucBes de benzidina, p-
fenilenodiamina, anilina, orto-toluidina e outras podem ser utilizadas para deteccdo de
grupo aldeido. A reacdo ocorre pela formagdo de bases de Schiff de coloracdo amarela,

laranja ou vermelha (Figura 32).

CH30 OH OH
CHO

CHz  COOH
+

\

2
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CH30 H OH
| CHj3 COOH
N
NH

Figura 32 - Reacdo de formacéo de base de Schiff entre o acido Baeomicésico [39] e p-fenilenodiamina.

As reacdes, em que se utilizam hidréxido de potéassio, hipoclorito de calcio e

p-fenilenodiamina, sdo empregadas amplamente pelos liquendlogos em trabalhos de
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taxonomia. Entretanto, ndo sdo reacdes especificas no sentido de permitir a identificacdo
precisa dos componentes presentes no liquen. Isto porque diferentes substancias podem
apresentar 0s mesmos grupamentos quimicos, que ao reagirem produzem a mesma variacdo
de cor, ndo sendo possivel distingui-las quando se encontram em mistura. Também , muitos
acidos liquénicos ndo produzem qualquer variacdo de cor pela acdo desses reagentes,
requerendo portanto, a utilizacdo de outras técnicas de deteccdo dessas substancias.

Além desses reagentes, outros também sdo usados, como por exemplo,
solucdo de Cloramina T e de Cloreto de Titanio para detec¢do de acido Usnico, reagente de

Dimroth para xantonas (Santesson, 1973).

- Microcristalizagao

A técnica de microcristalizacdo permite a identificacdo de varias classes de
compostos provenientes do metabolismo secundario de liquens. Esses compostos em
condi¢Bes adequadas de cristalizagdo apresentam formas cristalinas caracteristicas, que
observadas ao microscopio permitem a identificagdo quando comparadas a padrdes, ou, a
dados da literatura (Hale, 1973; Taylor 1967a, 1967b; Huneck et al. 1996).

Um pequeno fragmento do liquen é extraido com um solvente organico
(cloroférmio ou acetona ou sequencialmente cloroférmio e acetona). O extrato obtido é
colocado sobre uma lamina de microscopio de maneira a formar uma mancha contendo o
residuo apos evaporacdo do solvente . Sobre esse residuo se coloca uma gota da solucéo para
cristalizacdo e a mistura é coberta com uma laminula. Algumas misturas sao aquecidas mais
intensamente (GE e GAW) e outras levemente. Solugbes para cristalizagdo contendo
derivados nitrogenados exigem pouco ou nenhum aquecimento.

Dependendo da substancia, a formacéo de estruturas cristalinas pode ocorrer
imediatamente, apods alguns minutos, ou apos algumas horas. Em alguns casos as formas
cristalinas podem ser melhor observadas ap6s 24 horas. As formas cristalinas séo
visualizadas em microscopio e a identificacdo dos compostos ¢é feita por comparagdo com
substancia padrao tratada nas mesmas condigdes e por comparagcdo com fotos mostradas na
literatura (Hale, 1973; Taylor 1967a, 1967b, Huneck et al., 1996).
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Asahina, em 1936, desenvolveu essa técnica para identificacdo de acidos
liguénicos. O método foi gradativamente aperfeicoado e continua sendo utilizado pelos
liquendlogos em trabalhos de taxonomia (Santesson, 1973).

As solugdes usadas para cristalizagdo podem conter compostos nitrogenados
como em GAOT que contém o-toluidina, GAQ, quinolina, GAAN, anilina, GWPy, piridina e
outras. A formacéo de estruturas cristalinas pelo uso dessas solugdes depende da formagéo
de sais e, no caso da presenca de grupos aldeido no acido liquénico, pode ocorrer formacao
de base de Schiff. GE e GAW s&o misturas que ndo promovem qualquer reacdo, sendo
apenas meios de cristalizacao.

Além das misturas ja& mencionadas, 0 uso de certos reagentes inorganicos, tais
como, solucdes de hidroxido de bario, carbonato de potéssio e hidréxido de potassio, podem
conduzir a identificacdo de &cidos liquénicos pela observagdo dos cristais dos sais formados
(Santesson, 1973).

Pelo uso da técnica de microcristalizacdo € possivel identificar um grande
numero de &cidos liquénicos das séries dos depsideos, depsidonas e dibenzofuranos,
xantonas, antraquinonas, acidos alifaticos (&cidos caperatico [14], protoliquesterinico [24],
rangiférmico [17], rocélico [16] e outros) e terpenos ( friedelina [88], leucotilina [85], acido
ursdlico [86], zeorina [84] e outros), que também formam estruturas cristalinas nas

condicdes citadas (Huneck et al., 1996).

- Cromatografia

A cromatografia € uma das técnicas mais utilizadas na identificacdo de
substancias liquénicas.

Wachtmeister (1952) e Mitsuno (1953) foram os primeiros a utilizar a
cromatografia em papel para a deteccéo e identificacdo de substancias liquénicas. Entretanto,
a cromatografia em camada fina tem sido mais extensivamente usada ndo sé pela
aplicabilidade geral, como também por ser uma técnica sensivel, rapida e simples.

Numerosos trabalhos foram publicados sobre a separacdo de substancias
liqguénicas por cromatografia em camada fina (Culberson et al., 1970; Culberson, 1972a;
Culberson et al., 1976, 1981; Walker et al., 1980; White et al., 1985). Tabula¢des de dados

e referéncias séo encontrados nos trabalhos de Huneck (1968) e Santesson (1973).
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Embora a cromatografia em camada fina (ccd) seja uma técnica mais sensivel
para detecgédo de substancias liquénicas que a cromatografia em papel, nem sempre permite
identificar todos os compostos presentes num dado extrato. Cromatografia de extratos
liqguénicos utilizando placas de hptlc tem permitido detectar com mais precisdo um ndmero
de compostos presentes nos extratos devido a maior sensibilidade do método (Arup et al.,
1993).

O emprego da cromatografia gasosa para analise de misturas de substancias
liquénicas € de uso limitado devido a baixa volatilidade e labilidade térmica da maioria dos
compostos conhecidos.

A cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC) permite analisar compostos
de baixa volatilidade ou baixa estabilidade térmica. Culberson (1972b) foi a primeira a
empregar esta técnica na analise de acidos liquénicos.

A grande versatilidade da cromatografia liquida de alta resolugcdo estd na
possibilidade de separar compostos pertencentes as varias classes quimicas, ndo s6 as de
baixo peso molecular, como também aquelas de peso molecular elevado como o0s
polissacarideos e proteinas. Podem ser usados procedimentos analiticos e preparativos e 0
tempo de analise é relativamente curto.

Estudos sobre a composi¢do e proporgdo de acidos liquénicos em espécies do
género Cladonia empregando HPLC tém sido realizados por Huovinen et al. (1982, 1985,
1986a e 1986b, 1988, 1989a e 1989b). Feige et al. (1993) analisaram por HPLC 331
compostos obtidos de liquens e Yoshimura et al. (1994) utilizaram a técnica de analise por
HPLC com detector de arranjo fotodiodo. Yoshimura et al. (1994) tabelaram dados relativos
a 80 diferentes compostos liquénicos e determinaram a composicdo de extratos de 15

espécies liquénicas.
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1.5 - METABOLITOS SECUNDARIOS DE LIQUENS - APLICACOES

Varios acidos liquénicos tém sido estudados do ponto de vista farmacoldgico.
A acdo antibiotica de extratos liquénicos tem sido investigada ha algumas décadas.
Burkholder et al. (1944, 1945) publicaram os primeiros estudos qualitativos das propriedades
antibioticas dos liquens. Foram testadas 100 espeécies liquénicas em relacdo a Staphylococcus
aureus e Bacillus subtilis; 52% das espécies inibiram o crescimento de um, de outro, ou de
ambos microorganismos. Com poucas excecdes, os liquens estudados ndo tinham efeito sobre
bactérias Gram-negativas. Esses compostos exercem sua acao antibiotica preferencialmente
sobre bactérias Gram-positivas (Bustinza, 1951).
A atividade antibidtica esta relacionada a presenca de derivados fendlicos nos extratos
liquénicos. Os mecanismos da agédo antibiotica de &cidos liquénicos, mais precisamente de
acido usnico [2] e seus derivados, sugerem que esses compostos modificam a estrutura das
proteinas. Essas modifica¢fes resultam em alteracGes de certas capacidades metabdlicas das
células infectantes (permeabilidade de parede, permeabilidade de membrana, atividade
enzimatica, etc.), causando-lhes, as vezes, alteracGes irreversiveis e, até mesmo, conduzindo
a morte celular (Vicente, 1975).

Tentativas de relacionar estrutura quimica e atividade antibidtica tém sido
realizadas desde 1948. Shibata et al. (1948) estudaram os efeitos de substituicdes nos anéis A
e B do &cido usnico [2] na acdo antibidtica destes. Verificaram que, esterificando as duas
hidroxilas livres do primeiro anel com acido acético, a atividade do acido Usnico se reduz em
50% sobre Mycobacterium tuberculosis avium. A hidrogenagdo da dupla ligacao,
convertendo o acido usnico em diidrousnico, reduz a 1/4 sua capacidade antibidtica. Essas
observacdes indicam que as duas hidroxilas livres (C-8 e C-10) em posi¢do meta no primeiro
anel, sdo fundamentais como suporte da atividade antibiotica dos &cidos usnicos. Tal
conclusdo é reafirmada pelo fato de que o &cido DL usnoico, resultante da oxidacdo da
hidroxila em C-10, em funcédo cetona, tem uma atividade 1/6 menor que a do &cido usnico. O
grau de oxidagdo do segundo anel é também importante na atividade antibiética.

O é4cido L-Usnico [1b] interfere nos processos de fosforilagdo oxidativa e,
provavelmente, intervém de algum modo na estrutura das paredes bacterianas. Sabe-se,
também, que esse &cido atua sobre o metabolismo do DNA em células animais inibindo a

fusdo nuclear (Vicente, 1975). O acido L-usnico [1b] atua também como agente antitumor
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(Kupchan et al., 1975; Takai et al., 1979). Os &cidos Usnicos apresentam também atividade
antiistaminica, espasmolitica e antiviral. S&o usados em cremes antissépticos encontrados no
comercio europeu como “Usno” e “Evosin”. Usno € o derivado hidroxido de benzilidimetil-
(2-[2[9p-1,1,3,3)-tetrametilbutilfenoxietoxi]etilamonio. Esse produto apresenta bons
resultados para combater doengas da pele e em usos veterinarios no tratamento de mastite em
vacas . Na Alemanha sdo encontrados os produtos, Evosin | e Evosin Il. O primeiro contém
acidos usnico e evérnico e o segundo &cidos Usnico, fisddico e fisodalico. (Vartia, 1973).

Dibenzofuranos estruturalmente relacionados aos &cidos Usnicos também
possuem atividade antibidtica frente a uma ampla gama de bactérias. O &cido didimico [56]
mostra atividade quando na presenca de Staphylococcus aureus e M. tuberculosis.

Cain (1961, 1963, 1964, 1966) estudou a acdo do &cido polipdrico [92] e seus
derivados como agentes antitumor, e Hirayama et al. (1980) testaram extratos de liquens,
acidos liquénicos e seus produtos de degradacdo, quanto a atividade antitumor frente aos
carcinomas ascite e de Erlich. Verificaram que os 4&cidos nefrosterinico [23] e
protoliquesterinico [24] foram efetivos contra o carcinoma de Erlich. Essas substancias séo
exemplos de lactonas metilénicas, um grupo de compostos com muitos outros representantes
que exibem atividade antitumor, como € o caso de vernolepin e elefantopin, que sao lactonas
sesquiterpénicas (Richardson, 1988).

Acido vulpinico [7] , 4cidos secalonicos e seus derivados sdo metabolitos
altamente toxicos. O acido vulpinico é o principio téxico de Letharia vulpina e foi usado
tradicionalmente no norte da Europa como veneno para lobos. E um metabdlito néo-
somente venenoso para carnivoros, mas também para insetos e moluscos. Entretanto, ndo
causa o mesmo efeito em coelhos e ratos(Elix, 1996).

O écido secalénico D [102] , um metabdlito teratogénico, é inibidor da
proteina quinase C e proteina quinase dependente de AMP ciclico. Inibidores dessas
proteinas podem interferir no desenvolvimento normal (Wang et al., 1996).

Harada et al. (1974) observaram que o acido secalénico A [99] causa
peritonite em ratos, e verificaram que o0 aumento da permeabilidade vascular na cavidade
abdominal dos mesmos, é comparavel aquela causada pelo acido acético, porém , difere
quanto ao tempo de duracdo do processo inflamatério .

Wennester (1979) estudou o comportamento de 13 diferentes substancias

liguénicas quanto as suas capacidades de induzir lesbes foto-oxidativas de membranas,



93

confirmando que os compostos liquénicos investigados tém capacidade de induzir a
fotossensibilizacdo.  Atranorina e &cido estitico sdo capazes de fotossensibilizar a pele
humana, sendo, portanto, alergenos de contacto (Hale, 1983; Richardson, 1988).

Hidalgo et al. (1994) investigaram a atividade antioxidante de atranorina [3],
acido divaricético [36], panarina [95] e 1’-cloropanarina [96], empregando como sistemas
modelos a auto-oxidagdo de homogenato de cérebro de rato e B-caroteno em uma suspenséo
de acido linolénico. Dos compostos testados, 1’-cloropanarina [96] foi 0 mais ativo, seguido
de panarina [95]. Atranorina [3] e &cido divaricatico [36] foram menos ativos em relacdo aos
dois primeiros.

CHz o

Cl
e} CH

HO
CHO T

R
CH3

Panarina[95] R=H
1’- Cloropanarina [96] R =ClI

Essas observacdes sdo de interesse, considerando que as substancias
liqguénicas (&cidos liquénicos) estdo geralmente presentes nos liquens em concentracdes
relativamente altas e, devido a atividade antioxidante, é provavel que contribuam as defesas
antioxidantes desses organismos (Hidalgo et al., 1994).

Shibamoto et al. (1984) testaram os acidos usnico[2] e fisodalico [97 ] quanto
a mutagenicidade no teste de Ames : o Ultimo exibiu mutagenicidade dose dependente.

Os é&cidos usnico [2] e difractdico [37] apresentam também atividade

analgeésica e antipirética quando testados em ratos (Okuyama et al., 1995).
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Acido fisodalico [97]

Um dos mais importantes usos de liquens, hoje, é na industria de perfumes. Duas espécies:
Evernia prunastri e Pseudevernia furfuraceae sdo colhidas no sul da Franca, Marrocos e
lugoslavia, em grandes quantidades, na faixa de 8.000 a 10.000 toneladas/ano. O liquen é
misturado com a casca das arvores, subsequentemente extraido com um solvente orgéanico e
tratado com etanol. O concentrado dessa solugdo contém uma mistura de 6leos essenciais e
derivados de depsideos (produtos de degradacdo). O extrato final com seu odor caracteristico
de musgo € usado como fixador de alguns perfumes. A identidade precisa do aroma é um
segredo de marca. A maior parte é constituida de borneol, cineol, geraniol, citronelol,
canforas, naftaleno, orcinol, ésteres do orselinato e seus homdlogos (Richardson, 1988).

Os acidos liquénicos frequentemente contém grupos polaresem posi¢do orto,
tais como : OH e COOH, OH e CHO, que favorecem a complexacdo de céations ( Syers,
1969). A complexacdo de metais por acidos liquénicos tem significado importante em
processos de desgaste de minerais e rochas que atuam como substrato de liquens. Devido a
isso, o0s liqguens podem extrair de seus substratos de crescimento 0s minerais que sdo
necessarios ao seu metabolismo. Os céations inorganicos podem ser provenientes nao-
somente de substratos de crescimento, mas, também, da contribuicdo atmosférica e de
precipitacfes. Essas trés fontes de elementos sdo de importancia e variam entre sitios, entre
espéecies de liquens e entre elementos. Entretanto, a maior parte dos oligoelementos sao
necessarios em concentracdes cataliticas, como cofatores de enzimas, ou como integrantes
de metaloproteinas, ou, ainda, de cromdforos. A excessiva concentracdo de ions pode ser
prejudicial ao liquen, conduzindo em alguns casos a diminuigdo do tamanho do talo e, em

outros, a malformacGes (Vicente, 1975).
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Devido a capacidade dos liquens em acumular minerais em niveis superiores
as suas necessidades, ao fato de que muitas espécies tém larga distribuicdo geogréfica, e a
constatacdao de que a morfologia ndo varia de maneira marcante ao longo das estacdes, esses
organismos sdo usados como bioindicadores de poluicdo (Boonpragob et al., 1989; Prussia et
al., 1991).

Tem sido sugerido, também, que as propriedades antimicrobianas
apresentadas pelos acidos liquénicos envolvem um mecanismo de complexacdo de metais,
em face a forte correlacdo que existe entre propriedades antibacterianas e a capacidade de
complexacdo de metais em compostos organicos sintéticos ( Syers et al., 1973).

Uma outra hipétese considera que os acidos liquénicos, a semelhanca de
taninos e flavonodides nas faner6gamas, se comportam como agentes inativantes de enzimas
com fungdes metabolicas primérias nos organismos invasores (Vicente et al., 1975).

Estudos relacionados a atividade da urease, enzima de origem estritamente
vegetal, difundida tanto em bactérias, algas e fungos, como em faner6gamas, indicam que 0s
acidos liquénicos blogueiam grupos SH na proteina e promovem inibicdo impedindo a
formacdo do complexo enzima-substrato. Além disso, polimerizam a proteina sendo que a
solubilidade do polimero formado decresce inversamente ao peso molecular. Isto significa
que existem ao menos duas classes de sitios ligantes de fendis na molécula da urease
(Vicente et al., 1975). A enzimologia de liquens foi pioneira na biotecnologia de enzimas e
células imobilizadas. Mosbach et al. (1966) descreveram uma técnica simples de fixacéo de
enzimas e células de liquens usando matriz de poliacrilamida. Verificaram que a enzima
acido orselinico descarboxilase produzia orcinol sem qualquer perda significante de
atividade, apos 14 dias a 20°C. Quando células de liquens eram fixadas nos granulos, elas
retinham parte de sua atividade descarboxilase apds 3 meses a 20°C. Com esse método é
possivel fixar enzimas de uma dada sequéncia biossintética e isolar intermedidrios em
grandes quantidades. Esse processo é importante para a producdo de substancias de interesse
quimico e bioguimico (Vicente et al., 1988). Estudos relacionados a imobilizacdo de células
de liquens e enzimas para bioproducdo de metabdlitos vém sendo realizados por Vicente et
al. (1992, 1995) e Pereira et al. (1995a, 1995b). A bioproducéo de metabdlitos de liquens
tem sido desenvolvida, também, através de cultura de células de liquens ou de células do
micobionte (Hamada et al., 1987; Hamada, 1989; Culberson et al., 1992).
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Muitos compostos liquénicos apresentam potencial alelopatico, ou seja,
podem agir como moléculas mensageiras, afetando ndo-somente liquens, mas outras
especies. Nesse sentido, tem-se observado a inibicdo do crescimento de micorrizas; inibicao
do desenvolvimento de outros liquens, e musgos vizinhos que seriam 0s competidores.
Embora existam demonstracdes experimentais da poténcia de varios compostos liquénicos, as
interacdes alelopaticas em ecossistemas ndo sdo ainda bem compreendidas (Fahselt, 1996;
Lawrey, 1996).

Substancias ciclicas com grupos -OH livres sdo geralmente tdxicas para os
seres vivos (Ahmadjian, 1967) e as substancias liquénicas (acidos liquénicos) estdo incluidas
nesse grupo (Airaksinem et al., 1986).

Compostos bioativos sdo quase sempre toxicos em altas doses e essa atividade
apresentada por substancias isoladas, ou por extratos vegetais, pode ser monitorada através
de ensaios de letalidade utilizando organismos simples (Hamburger et al., 1991).

Procedimentos de triagem de agentes anti-cancer potenciais incluem ensaios
de citotoxicidade com culturas de células, o que exige condigdes especializadas para
execugdo. Varios bioensaios simples tém sido desenvolvidos, visando obter informagdes
sobre as atividades de compostos isolados ou de extratos. Entre esses, o uso do
microcrustaceo Artemia salina Leach foi proposto como procedimento de baixo custo que
substitui ensaios de citotoxicidade. Ensaios com esse organismo tém sido realizados na
procura de compostos com atividade antitumoral e pesticida. A vantagem desse ensaio sobre
outros é a rapidez (24 horas), além do baixo custo e ndo-exigéncia de condicdes assepticas
(Hamburger et al., 1991).

A pesquisa de drogas antifungicas tem recebido ultimamente mais atencéo
devido a crescente incidéncia de micoses associadas primariamente com AIDS e o tratamento
com drogas imunosupressivas. Existem poucos agentes antifungicos e de eficacia limitada
indicados para o tratamento de micoses sistémicas. A deteccdo de agentes antifungicos pode
ser feita por vérios procedimentos. O método de bioautografia combina tlc com um bioensaio
in situ e, portanto, permite a localizagcdo de constituintes ativos em uma mistura complexa
(Hamburger et al., 1991).
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1.6 - OS LIQUENS DO ESTADO DE MATO GROSSO DO SUL

O Estado de Mato Grosso do Sul apresenta uma flora bastante rica e
diversificada, destacando-se a vegetacdo de cerrado, as matas e o complexo do pantanal.

O estudo das espécies vegetais ai encontradas tem se tornado objetivo de
diversos grupos de pesquisa, envolvendo levantamentos taxondmicos, ecologia floral e
estudo quimico de espécies de interesse medicinal e/ou toxico, dentre outros.

Até recentemente, as pesquisas relacionadas a flora sul-mato-grossense se
restringiam a vegetais superiores. Entretanto, a partir de 1990 iniciamos estudos sobre a flora
liquénica da regido.

Do levantamento floristico por nés realizado no periodo de 1990-1992, nas
regibes de Vilas Palmeiras e Piraputanga, em Mato Grosso do Sul, foram coletadas 365
amostras, sendo 315 identificadas, dessas 275 em nivel de espécie, 50 em nivel de género e
40 estdo para serem confirmadas. As amostras identificadas foram classificadas em 28
familias, 50 géneros e 89 espécies. Liquens foliosos pertencentes aos géneros Parmotrema e
Pseudoparmelia apresentaram-se amplamente distribuidos na &rea de estudo e alguns
especimens foram encontrados em proporcdes que possibilitaram a coleta para andlise
quimica. Liquens de talo fruticoso representaram 10% do total de amostras coletadas.

H& bem pouco tempo o estudo dos liquens de Mato Grosso do Sul se limitava
a aspectos taxondmicos de espécimens coletados por Gustav Malme (1902, 1924, 1925,
1926, 1927, 1928, 1934 e 1936) e Klaus Kalb (1987). Mais recentemente, Fleig et al.
(1991), publicaram parte dos resultados do levantamento floristico realizado nas Vilas
Palmeiras e Piraputanga-MS, no periodo de 1990-1991.

No Brasil, o estudo quimico de liquens tem sido pouco explorado, quando
comparado com o de plantas superiores.

O estudo quimico dos liquens, da mesma forma que o estudo de plantas
superiores, reveste-se de importancia na medida em que as substancias isoladas sao

estruturalmente conhecidas e avaliadas quanto a atividade bioldgica.
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2 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.1 - MATERIAIS

Os solventes usados nos processos de extracdo, quando de procedéncia
comercial, foram destilados em laboratorio. As analises por HPLC foram realizadas com
solventes grau HPLC e nos processos de purificagdo, cristalizacdo e cromatografia (camada

fina e coluna) foram usados solventes de grau de pureza P.A.

2.2 - EQUIPAMENTOS

Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho Uniscience do Brasil,
mod. 498, e ndo foram corrigidos.

As estruturas cristalinas foram observadas em microscopio marca Zeiss.

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em aparelho Perkin
Elmer, mod. 783, usando pastilhas de KBr.

Os espectros de RMN * H foram obtidos em 60 MHz (UFSC), 200 e 300 MHz
e®C em50e 75 MHz em espectrdmetro Brucker, na Central Analitica do Instituto de
Quimica da USP e na UFMS, respectivamente. As amostras foram dissolvidas em CDCls,
DMSO-ds, CD3COCD3 . CsDsN e os deslocamentos quimicos foram registrados em valores
de & (ppm), usando TMS como padrdo interno, e as constantes de acoplamento foram
expressas em Hz. As éareas relativas foram determinadas por integracdo dos respectivos
sinais.

Os espectros de massas foram obtidos na Central Analitica do Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica da UFPB e as andlises elementares (C, H) foram realizadas na
Central Analitica do Instituto de Quimica da USP.

A rotacdo Otica foi determinada em polarimetro Perkin-Elmer, mod. 341,

usando comprimento de onda de 589 nm.
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2.3- METODOS GERAIS

As analises cromatograficas em camada fina (ccd) foram realizadas utilizando
silica gel G, silica gel HF 544366, Silica gel PFas44366 €m placas de 5 x 20 e 20 x 20 cm,
preparadas em laboratorio e placas de silica gel G de procedéncia Merck e Sigma. Para
visualizacdo dos componentes, foram usadas lampadas ultravioleta (254 e 366 nm) e
nebulizacio com metanol, contendo 10% de é&cido sulfurico concentrado e p-
anisaldeido/acido sulflrico, com posterior aguecimento em chapa elétrica a 100° C, até ndo
mais ocorrer qualquer variacdo de cor das manchas.

As colunas cromatogréaficas foram preparadas com gel de silica (0,063-0,200
mm). As misturas eluentes utilizadas na cromatografia em camada fina foram : (1) tolueno :
acetato de etila : acido acético glacial (6 : 4 : 1 v/v) ; (1) benzeno : dioxano : acido acético
glacial (90 : 25 : 4 v/v); (I1) tolueno : cloroférmio (1 : 1 v/v), (IV) tolueno : cloroférmio
(3:2vlv) e V) Cloroférmio : Metanol (24: 1 viv).

As analises por HPLC foram realizadas em cromatdgrafo Shimadzu, mod.
LC6AD, com detetor UV-ViS Shimadzu, mod. SPD-6AV, coluna Shim-pack CLC-ODS
(M) 4,6 x 250 mm, a temperatura de 25°C. As leituras foram efetuadas em 254 nm. Foi
utlizada a mistura metanol : &gua como fase movel, iniciando com mistura a 50% e elevando
gradativamente a concentracdo de metanol. As analises foram realizadas com velocidade de
fluxo de 0,9 mL/min. Os extratos foram dissolvidos em metanol e os volumes injetados
variaram de 10 20 uL. Acido benzdico foi usado como padrio interno.

A microcristalizagdo dos extratos e das substancias isoladas foi realizada com
as misturas , GAoT, GAW e GE. Quando necessario, foram utilizadas misturas GAAn, GAQ,
GWPYy e ainda solucbes de K,CO3 a 10% e solucdo saturada de Ba(OH), conforme técnica
descrita por Taylor (1967a, 1967b), Thompson (1968) e Hale (1974).

Os critérios de pureza adotados foram a obtengdo de uma Unica mancha na
cromatografia em camada fina e a observacao do ponto de fuséo.

Os solventes foram evaporados a pressao reduzida em rotavapor.
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2.4 - COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

As coletas foram realizadas, no periodo de 1991-1993, na Vila Piraputanga
(MS). A selecdo de material para andlise quimica teve como critério a ocorréncia de
espécimens em quantidades que permitissem, apds coleta, manter no ambiente proporcéo
consideravel para desenvolvimento e propagacéo dos mesmos.

Foram coletadas as seguintes espécies : Parmotrema dilatatum (Vain.) Hale,
Parmotrema tinctorum (Nyl.) Hale, Parmotrema cf. delicatulum (Vain.) Hale, Parmotrema
cf. miranda (Hale) Hale, Parmotrema cf. flavescens (Kremplh.) Hale, Pseudoparmelia
hypomiltha (Fée) Hale, Pseudoparmelia sphaerospora (Nyl.) Hale, Usnea meridionalis
Zahlbr., Usnea sp. e Heterodermia microphylla (Kurok.) Scorepa .

P. dilatatum, P. tinctorum, Pseudoparmelia hypomiltha, Pseudoparmelia
sphaerospora, Usnea sp. e Usnea meridionalis foram coletados sobre cértex ; P. cf.
flavescens, P. cf. delicatulum, P.cf. miranda e Heterodermia microphylla sobre rocha.

Cada exemplar coletado foi colocado num envelope de jornal, numerado e
registrados os dados do substrato, condicdes e local de coleta. Os exemplares coletados foram
levados ao laboratorio, feitas a triagem e analise, com auxilio de microscopio estereoscopio,
e separadas amostras para herbario. Essas foram dessecadas, herborizadas e, por ultimo,
transferidas para envelopes de papel craft, devidamente etiquetadas. O material coletado foi
enviado a Prof®. Dra. Mariana Fleig, do Departamento de Botanica da UFRGS, e ao Prof.
Dr. Marcelo Marcelli, do Instituto de Botanica de S&o Paulo, para identificacdo. As
exsicatas estdo depositadas em nosso laboratorio de pesquisa, no Departamento de Quimica
da UFMS.

A homogeneidade das amostras para analise quimica foi garantida mediante
observagdo cuidadosa atraves de lupa. Apds remocdo de substratos e outros residuos que
acompanhavam as amostras, estas foram secas ao ar a temperatura ambiente e em seguida,
trituradas em moinho. O pé obtido de cada amostra foi tratado com solventes, em Soxhlet, de
modo exaustivo, ao abrigo da luz. Apds cada extracdo, o extrato obtido foi concentrado a
vacuo em rotavapor e o processo foi repetido até praticamente ndo permanecer qualquer

residuo no baldo de evaporacdo, apds eliminar todo o solvente.
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2.5 - AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA

2.5.1- ATIVIDADE FUNGITOXICA

Foram realizados testes de bioautografia, qualitativos e quantitativos, dos
compostos puros cromatografados em camada fina de silica gel (Merck), no eluente I,
utilizando o fungo revelador Cladosporium sphaerospermum Penzig. As placas foram
nebulizadas com uma suspenséo de esporos do fungo em solugéo salina contendo glicose e
incubadas por 48 horas, na auséncia de luz e em camara Umida a 30° C (Homans et al. 1970).

A avalia¢do qualitativa da atividade fungitoxica foi feita observando-se o
aparecimento de zonas de inibicdo do desenvolvimento do fungo.

Para a avaliagdo quantitativa, foram preparadas solugdes das substancias
ativas e aplicadas sobre placas de silica gel nas concentracGes de 10, 5, 1, 0,1, 0,01 e 0,001
ug . Padrdo de anfotericina B foi preparado e aplicado nas mesmas concentragcdes das

substancias liquénicas.

2.5.1.1- CULTIVO DO FUNGO

O fungo Cladosporium sphaerospermum foi cultivado em meio de BDA a
28°C e na auséncia de luz até esporulacdo adequada. A manutencéo dos indculos foi feita em

agua destilada estéril , segundo Figueiredo et al. (1975).

2.5.2 - ATIVIDADE CITOTOXICA

Os compostos liquénicos puros foram testados quanto a toxicidade na
presenca de larvas de Artemia salina, de acordo com Solis et al. (1993). Foram realizados
ensaios, utilizando diversas concentracdes (1,0 a 600 ppm) de substéncia teste, para se
determinar a concentracdo minima capaz de causar efeito toxico as larvas. Para comparacao,
foi utilizado um padréo de sulfato de atropina. O teste foi realizado em triplicata em frascos
contendo em média 10 larvas de A. salina recém-eclodidas em solucéo salina. Ap6s 24 horas,
foi determinado o nimero de larvas mortas em cada frasco para o estabelecimento da DLsg
(dose letal 50%). Os resultados foram analisados em programa que utiliza método probitos

de anélise com intervalo de confianga de 95% (Finney, 1971).
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2.5.3 - ATIVIDADE ANTITUMOR

Os compostos puros foram também testados quanto a atividade anti-tumor in
vivo e in vitro. Os testes foram realizados no Departamento de Antibidticos da UFPE, sob a
responsabilidade das Prof*. Rosalia de Lima e Eugénia C. Pereira. Os ensaios in vitro foram
realizados em células KB (carcinoma nasofaringeo), em fase exponencial de crescimento,
com 24 horas de repicadas. A avaliacdo da citotoxicidade foi feita pelo método das proteinas
totais, segundo o protocolo do N.C.I. (National Cancer Institute). As substancias nas doses de
10, 5, 2,5 e 1,25 pg/mL foram solubilizadas em dimetilsulféxido. A Dlsg (dose que inibe 50%
da proliferacdo celular) foi calculada graficamente numa curva de porcentagem de inibicao
na abcissa versus o logaritmo da dose na ordenada. Os testes in vivo foram realizados com
tumores sélidos sarcoma 180 e carcinoma de Erlich, implantados subcutaneamente em
camundongos albinos suicos, variagdo Mus musculus, com 60 dias de idade e 20 a 25 gramas
de peso. Apos 24 horas do implante, foi iniciada a quimioterapia utilizando a décima parte
da DLsp (dose letal média), previamente estabelecida por 7 dias consecutivos. A inibicéo

tumoral foi avaliada tomando o grupo controle, como referéncia.

3 - DESCRICAO DA AREA DE ESTUDO

A éarea delimitada para estudo situa-se a, aproximadamente, 70 km de
Campo Grande e compreende a regido de morrarias proxima ao Municipio de Aquidauana,
Estado de Mato Grosso do Sul, abrangendo as Vilas Palmeiras, Piraputanga e Coronel
Camisdo. Esta localizada a 20°27°S e 55°29°W com aproximadamente 200 m de altitude. O
acesso a area se da por estrada vicinal ndo-pavimentada, que liga a Vila Palmeiras a
Piraputanga (Figuras 33 e 34).
A regido particulariza-se por apresentar litologia de arenitos da formacdo Aquidauana, com
solos de textura média e arenosa, raramente com textura argilosa. Ocorre vegetacao
caracteristica de Savana (Savana Arborea Densa/Savana Arborea Aberta) e Pastagem (Russi,
1975).
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Figura 33 - Parte do mapa do Estado de Mato Grosso do Sul, mostrando a localizacdo das Vilas Palmeiras e
Piraputanga.

Figura 34 - Vista da estrada que da acesso a area de estudo na regido da Vila Piraputanga.
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Figuras 35 e 36 - Vista da entrada que acessa a area escolhida para coletas mostrando a
vegetacdo de cerrado entremeada por espécies tipicas da caatinga.

Os pontos escolhidos para as coletas destacam-se por possuir fisionomia
distinta das demais circundantes, sendo marcante as afloragdes rochosas sem cobertura
vegetal ou com solos rasos. Os afloramentos apresentam-se modificados por agdes erosivas,
0 que confere ao ambiente a caracteristica de mosaico rochoso, com vegetacdo prdpria de
cerrado entremeada por espécies tipicas da caatinga, como por exemplo do género Cereus
(Figuras 35 a 37).
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Figura 37 - A foto mostra as aflora¢fes rochosas sem cobertura vegetal.

A partir da margem da estrada, percebe-se diferengas na vegetacdo, a qual é
constituida por arbustos e arvores esparsas de meédio porte, além de trepadeiras e
principalmente ervas, com predominancia de gramineas. A presenca de vegetais de maior
porte se faz notar num declive préximo aos morros. Nos afloramentos rochosos a vegetacao €
mais pobre e muitas vezes danificada pelas condi¢fes do meio. Sobre as rochas e arbustos ha
muitos liquens crostosos e foliosos, e em alguns pontos mais degradados das rochas e com
substrato propicio, ha maior quantidade de liquens, briofitas e pteridéfitas, formando
verdadeiros tapetes; ocorrem também bromelidceas, cujas raizes servem de substrato aos
liquens. As figuras 38 e 39 mostram liquens crostosos, foliosos e fruticosos sobre rochas; 40
e 41 liquens foliosos e fruticosos sobre cortex; e a 42 mostra a presenca de bridfitas junto

aos liquens.
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Figura 38 - Liquens crostosos e foliosos sobre rocha.
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Figura 40 - Liquens foliosos sobre cortex de arvore.

Figura 41 - Liquens fruticosos sobre cortex de arvore.
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Figura 42 - A foto mostra a presenca de briéfitas junto aos liquens.

A presenca de vegetais de maior porte ocorre mais proxima a estrada e para
dentro da mata, apds a faixa de afloramentos rochosos .
Para coletas, foi escolhida uma &rea no morro, localizada ao N do primeiro

ponto (Figuras 43 e 44).
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Figuras 43 e 44 — A primeira, mostra vista parcial do morro localizado ao N do primeiro ponto de
Coleta, e a Segunda, a vegetacéo tipica de morro na Vila Piraputanga.
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A vegetacao difere pouco daquela presente nos afloramentos rochosos, com vegetais
de médio porte, ervas, muitos liquens, principalmente nos paredes rochosos e nos troncos
(Figuras 45 a 48).

Figura 45 - Liquens sobre paredfes rochosos em morro préximo ao primeiro
ponto de coleta na Vila Piraputanga-MS.
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Figuras 46 e 47 - Liquens fruticosos, foliosos e crostosos, sobre pareddes rochosos,

em morro da Vila Piraputanga-MS.

Figura 48 - Liguens sobre rocha, em morro da Vila Piraputanga-MS.

Na parte baixa do morro, as rochas sd0 menos cobertas por vegetacdo e
ocorrem principalmente liquens crostosos saxicolas e corticicolas. Na parte média, ha maior

presenca de arvores de pequeno porte; nelas se desenvolvem liquens foliosos, os quais, em
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certos pontos, também recobrem as rochas. Na parte alta ou topo do morro, a vegetacao é
mais esparsa; ocorrem algumas espécies de liquens foliosos e fruticosos e muitas espécies de

liquens crostosos.

4 - ANALISE QUIMICA E RESULTADOS

4.1 - Parmotrema tinctorum (Nyl.) Hale

Figura 49 - Parmotrema tinctorum desenvolvido sobre cortex de arvore
(Vila Piraputanga-MS).

O liquen foi coletado sobre cortex e, ap6s limpeza e remocao de
fragmentos do substrato, foi triturado em moinho, obtendo-se 40,0 g de pd. A extragcdo dos
componentes foi realizada de modo exaustivo em Soxhlet, utilizando benzeno e em seguida
acetona.

O extrato benzénico, apds secagem, pesou 0,246 g (0,615% em relacdo ao
peso do liquen). A cromatografia desse extrato em camada fina de silica gel no eluente |
indicou a presenca de apenas um componente, enquanto que no eluente IIl mostrou a

presenca de dois componentes principais. A anélise qualitativa por HPLC, também indicou a



113

presenca de mais de um componente. Devido a presenca de substancias de natureza graxa e
pigmentos, foi realizada cromatografia em coluna de gel de silica, utilizando como eluente a
mistura Ill. Foram coletadas 27 fracGes de 12 mL e, apds evaporacdo do solvente, cada
fracdo foi tratada com etanol a temperatura ambiente e o sobrenadante removido. Os residuos
foram dissolvidos em cloroférmio e cromatografados em camada fina de silica gel. As
fragdes semelhantes foram reunidas e novamente cromatografadas. Tentativas de separagdo
dos componentes, por cristalizacdo fracionada, ndo conduziram a resultados satisfatorios.
Foi realizada, entdo, a cromatografia preparativa utilizando o eluente V. As fragdes foram
eluidas com cloroférmio e cristalizadas em cloroférmio/etanol. Uma das fra¢des (codificada
como PtB;) apresentou-se como cristais brancos em forma de agulhas. Essa fragcdo fundiu em
196-198°C. A outra fracdo (PtB;) apresentou-se ainda em mistura com PtB; e, devido a
pequena proporcao isolada, ndo foi possivel proceder a analise espectral da amostra.

Para a classe de compostos liquénicos, a banda em 1660 cm™ no espectro de
infravermelho sugere a presenca de grupo OH livre em posi¢do orto ao grupo carbonila da
ligacdo éster. Na auséncia de grupo OH livre, o grupo carbonila de éster absorve em 1750
cm™. Da mesma forma, a banda em 1580 cm™ é indicativa de carbonila de grupo aldeido
quelada com grupo OH vizinho (Huneck, 1968).

As estruturas cristalinas apresentadas por PtB; , quando tratada com GAOT,
sdo comparaveis aquelas descritas para o depsideo atranorina [3] (Taylor 1967b; Thompson
1968; Hale 1974). Os dados espectrais apresentados pela fracdo PtB; , comparados com
dados da literatura (Sudholm et al., 1981; Huneck et al., 1996), permitem atribuir a essa

fracdo a estrutura do depsideo atranorina [3].

Da fracdo PtB; foram obtidos os seguintes dados espectrais :

IV(KBI) vmax. cm™ : 3200-2950, 1660, 1580, 1440, 1405, 1380, 1355, 1285, 1270, 1195,
1165, 1105, 1070.

RMN ! H (CDCls, 300 MHz) & (ppm) : 2,07 (3H, s, ArCH3 C-87), 2,52 (3H, s, ArCHjs
C-9%), 2,67 (3H, s, ArCH3; C-9), 3,96 (3H, s, ArOCH; C-7’), 6,38 (1H, s, H-5), 6,49 (1H, s,
H-5%), 10,33 (1H, s, ArCHO), 11,94 (1H, s, ArOH).

RMN ** C (CDCls , 75 MHz) & (ppm): 9,34 (C-8’), 24,0 (C-9), 25,5 (C-9°), 52,3 (C-7’
COOCHGs), 102,79 (C-1), 108,49 (C-3), 110,21 (C-3") 112,8 (C-5), 116,0 (C-5"), 116,74 (C-
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1°), 139,85 (C-6), 151,94 (C-4’), 152,42 (C-6), 162,84 (C-4), 167,44 (C-2’), 169,06 (C-2),
169,67 (C-7), 172,18 (C-7), 193,82 (C-8).

9'CH, COOCH,4

R=H Atranorina[3]

R=Cl 5-Cloroatranorina [3a]

O comportamento cromatografico e as estruturas cristalinas resultantes do
tratamento da fracdo PtB, com GAoT, comparados a dados da literatura (Ahmann et al.
1967), sugerem que o componente principal presente nessa fracdo é o depsideo 5-
cloroatranorina [3a].

O extrato acetbnico, ap6s remocao do solvente, pesou 10,8 g (27% em relacdo
ao po do liquen) e foi tratado de acordo com o método descrito por Ahmann et al. (1967),
visando ao isolamento e purificacdo dos componentes. O extrato acetbnico seco foi
dissolvido em éter etilico e a solucdo obtida foi extraida, varias vezes, com solucdo aquosa
de NaHCO; a 5%.

O extrato aquoso foi tratado com solucdo de &cido sulfurico 1 M até pH
acido. O precipitado flocoso foi separado por filtracdo simples e lavado com &agua até
remocdo total do &cido. O residuo obtido foi dissolvido em acetona e cromatografado.
Observou-se a presenca de apenas um componente (PtAcl). Este composto foi obtido em
pequena quantidade (3 mg) e sua estrutura ainda nao foi elucidada.

O extrato etéreo obtido do fracionamento foi concentrado e cristalizado
sucessivamente em acetona. O componente obtido, codificado como PtAcll, apresentou-se
como cristais transparentes em forma de agulhas. Cristalizado em acetona, fundiu em 134-
135°C e apresentou os seguintes dados espectrais:

IV (KBr) vimax. cm™ : 3305, 2930, 1640-1610, 1560, 1500, 1445, 1390, 1328, 1325, 1310.
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RMN ! H (Acetona-ds , 300 MHz) & (ppm): 1,39 (3H, t, J 7,1 Hz, CH,CHj3), 2,47 (3H, s,
ArCHs), 4,38 (2H, g, J 7,1 Hz, -CH,CH), 6,23 € 6,28 (2H, d, J= 2,1 Hz, ArH).

RMN C (Acetona-ds ,75 MHz) & (ppm): 13,3 (-CH,CHs), 23,3 (ArCHs), 60,8
(ArCOOCH,), 100,5 (C-3), 104,3 (C-5), 111,2 (C-1), 143,3 (C-6), 162,1 (C-2), 165,3 (C-4),
1714 (C-7).

EM m/z : [M]" 196 (1%).

Os sinais no espectro de RMN * H em 1,39 e 4,38 ppm indicam a presenca de
um grupamento -CH,CH3; que deve estar na estrutura de PtAcll na forma de éster alquil-
aril.

A analise desses dados e a comparacdo com a literatura (Pouchert et al.
1993) permitem sugerir a estrutura de orselinato de etila [98] para o composto codificado
como PtAcll.

O espectro de massas do componente PtAcll apresenta padrdo de

fragmentacdo compativel com a estrutura proposta de orselinato de etila [98].

8
CH3

COOCH ,CH 3

Orselinato de etila [98]

Esse composto pode ser um artefato de técnica resultante do tratamento do
liquen com solventes, contendo tracos de etanol. O A&cido orselinico pode resultar da
hidrolise da ligacdo éster entre as duas unidades aromaticas do acido lecandrico [12].

Para testar essa possibilidade , uma amostra (120 mg) de 4cido lecanérico foi
tratada com etanol sob refluxo durante 6 horas. Apés evaporacdo do solvente, o residuo
obtido foi cromatografado em uma coluna de gel de silica e a eluicdo foi realizada com
cloroférmio e misturas de cloroférmio/ acetona. O composto eluido com cloroférmio-acetona
2% foi cristalizado em acetona e fundiu em 134-135°C. Os espectros de RMN *H e de ** C

foram coincidentes com aqueles apresentados por orselinato de etila (PtAcll) e com dados da
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literatura para esse composto, mostrando que PtAcll pode ser um produto de degradacgéo do

acido lecandrico (Pouchert et al., 1993).

COOC » H
5
24>

(98]
m/z 151

- 31%
C 5 H ¢ OH (31%)
-CHO
CH 3

HO

C—/o \ +

= -CO @ -

4>
AN k

HO o C—o

m/z 150 (100%)
m/z 122 (72%)

Uma outra alternativa, é que PtAcll seja produto de decomposicdo dos
depsideos originais presentes no liquen em estudo, pois a amostra de P. tinctorum analisada
foi coletada em local proximo a uma area que havia sido queimada.

Visando obter maiores informacgdes sobre a composicdo em termos de
metabolitos secundarios do espécime de P. tinctorum de Mato Grosso do Sul, foram
efetuadas novas coletas do liquen em outras areas, porém , na mesma regido escolhida para a
realizacdo do presente trabalho.

Uma das amostras (A-l) foi coletada sobre arbusto em zona de escarpa na
parte média da morraria; outra (A-Il) foi coletada sobre rocha na parte alta do morro ; a
terceira amostra (A-111) foi coletada sobre cdrtex na beira do mato préximo a parte média do
morro .

Apos limpeza, as amostras foram trituradas em moinho e o p6 (A-1 - 17,0 g;
A-11 - 13,0 g e A-lll - 25,0 g) de cada amostra foi submetido a extracdes exaustivas em

Soxhlet com benzeno e acetona. Os extratos obtidos foram concentrados em rotavapor. A
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cromatografia em camada fina de silica gel indicou semelhanca de composicéo entre as 3
amostras.

O extrato benzénico de cada amostra foi tratado com acetona para remocao de
pigmentos. O residuo de cor branca (PtB) foi dissolvido em cloroférmio e cromatografado
em camada fina de silica gel no eluente I1l. A revelacdo com metanol/acido sulfarico e com
p-anisaldeido/acido sulfurico indicou a presenca de dois componentes, com valores de Rf
0,57 e 0,42. A microcristalizacdo de PtB em GAOT sugeriu a presenca de atranorina [3] e 5-
cloroatranorina [3a], sendo o primeiro composto em maior proporc¢do que o segundo.

O extrato acetonico concentrado foi dissolvido em éter etilico e tratado com
solucédo de bicarbonato de sodio a 5% (3 vezes) em banho de gelo. Apos esse tratamento, a
fase etérea foi tratada com agua até pH neutro e a seguir com sulfato de sddio anidro. Por
cromatografia em camada fina de silica gel, verificou-se que esse extrato continha somente
pigmentos. A solugdo de bicarbonato de sodio, juntamente com as aguas de lavagens, foi
adicionado acido sulfurico 1 N ate pH acido. O precipitado branco flocoso obtido foi extraido
por dissolucdo em éter, e a solucdo etérea tratada com sulfato de sdédio anidro. Apds
evaporacdo do solvente, o residuo obtido (PtAc) foi cristalizado em acetona. A analise dessa
fracdo por ccd de silica gel indicou a presenca de um Unico componente com Rf 0,52 e 0,49
nos eluentes I e Il, respectivamente. O ponto de fusdo de PtAc cristalizado em acetona foi
> 300°C.

Quanto ao rendimento, verificou-se diferencas entre as amostras analisadas :
PtAc (A-1) 2,4%; PtAc (A-11) 5,3% e PtAc (A-I11) 10,2%. O rendimento de cada extrato foi
calculado em relacdo ao po do liquen.

O comportamento cromatografico, e as estruturas cristalinas resultantes da
microcristalizacdo em GAoT do componente PtAc, sdo tambem comparaveis aos dados da
literatura para o acido lecandrico [12] (Culberson 1972; Culberson et al. 1981; White et al.
1985; Taylor 1967a e 1967b).

Para elucidacdo estrutural, foram obtidos os espectros de IV, RMN ' H, * Ce
massas.

IV (KBr) v, cm™ : 3540, 3460 , 2980, 1658 , 1640, 1618, 1585, 1490, 1460, 1412, 1320,
1290, 1260, 1215, 1180 e 1152.

RMN * H (DMSO-ds , 300 MHz) & (ppm) : 2,33, 2,35 (6H, s, ArCHs), 6,21 (2H, sl, ArH),
6,59 (2H, sl, ArH), 10,02 (1H, sl, ArOH), 10,48 (1H, sl, ArOH).
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RMN 2 C (DMSO-dg, 75 MHz) & (ppm) : 21,0 (C 8), 21,4 (C 8), 100,5 (C 3), 107,45 (C 3°),
108,26 (C-1), 109,9 (C 5), 114,8 (C 5°), 116,6 (C 17), 139,56 (C-6"), 140,43 (C-6), 152,3 (C
4%), 158,8 (C 2), 160,2 (C 2), 161,2 (C 4), 167,2 (C 7), 170,7 (C 7).

EM m/z : 318 (M 1%), 168 (47), 151 (49), 150 (100), 124 (39), 123 (34), 122 (96).

Os valores de & apresentados nos espectros de RMN de PtAc sdo compativeis

aqueles citados por Sakurai et al. (1987) para o acido lecanorico [12].

8CHgy o

CH3

Acido lecandrico [12]

A andlise quimica de P. tinctorum coletado em Mato Grosso do Sul indicou a
presenca de atranorina [3], 5-cloroatranorina [3a] e &cido lecandrico [12].
Orselinato de etila [98] pode ser considerado um artefato de técnica resultante

dos processos de isolamento e purificagdo do &cido lecandrico [12].
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4.2 - Parmotrema dilatatum (Vain.)Hale

Figura 50 - Parmotrema dilatatum sobre c6rtex de arvore (Vila Piraputanga-MS).

O liquen coletado sobre cértex, resultou em 33,0 g de p6 que foi submetido
a extracdes exaustivas com benzeno e acetona. Do extrato benzénico concentrado, apos
repouso, sedimentou um sélido de cor branca e aspecto cristalino. A purificacdo dessa
fracdo (Pd01) foi conduzida por tratamento com acetona a temperatura ambiente. A
cromatografia em ccd de silica gel nos eluentes | e Il, ap0s cristalizacdo em cloroférmio,
indicou a presenca de apenas um componente. O ponto de fusdo foi 194-195°C. Os dados
espectrais de IV e RMN ' H de Pd01 comparados aqueles citados na literatura (Huneck,
1968; Hylands, 1985) permitem atribuir a estrutura do depsideo atranorina [3] ao
componente PdO1. As estruturas cristalinas resultantes do tratamento de Pd01 com GAOT séo
comparaveis aquelas descritas para o depsideo atranorina [3] (Taylor, 1967b; Thompson,
1968; Hale, 1974).

A cromatografia em ccd de silica gel do extrato benzénico, apds remocao da
atranorina [3], indicou a presenca de um componente com as caracteristicas cromatograficas
do &cido usnico [2] (Rf 0,72 no eluente |, coloracbes amarelo palido, quando revelado com
metanol/&cido sulfurico e violeta com p-anisaldeido/acido sulfdrico) . A microcristalizagdo

do extrato em GE apresentou formas cristalinas caracteristicas desse acido (Thompson, 1968;
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Taylor, 1967b). Devido a pequena propor¢do desse componente no extrato, nao foi possivel
0 isolamento e analise estrutural.

Do extrato acetbnico concentrado, foi separado um solido branco amorfo.
Apos tratamento com acetona e acetona/agua a 80%, obteve-se 3,36 gramas de uma fracéo
que foi codificada como Pd02 (rendimento 10,2%). A cromatografia em ccd no eluente (1)
mostrou a presenca de apenas um componente.

A fracdo purificada fundiu em 220°C e apresentou os seguintes dados
espectrais.
IV(KBI) vma. CM™ : 3408 (OH), 2905 (CH), 1758 (C=0), 1655 (aldeido), 1448 e 1388
(CHs).
RMN 'H ( DMSO-ds, 300 MHz ) & (ppm) : 2,38 € 2,40 (6 H, s, 2 X CHs), 4,61 (2H, s, -
CH,0OH), 6,83 (1H, s, ArH) (Espectro 09).
RMN *3C (DMSO-ds, 75 MHz) & (ppm) : 14,5 (C 9), 21,5 (C 87), 54,3 (C 9°), 111,9 (C 3),
112,4 (C 37), 112,5 (C 1), 116,6 (C 1°), 117,1 (C 5), 129,5 (C 67), 141,4 (C 5°), 144,7 (C 4"),
152,1 (C 6), 154,6 (C 27), 161,3 (C 7), 163,9 (C 4), 164,0 (C 7°), 170,3 (C 2), 191,8 (C 8).
EMm/z: [M]* 374 (2%) .

A analise dos dados espectrais e comparagao com dados da literatura (Huneck,
1969; Sudholm et al., 1981; Huneck et al., 1996) permite atribuir a fracdo Pd02 a estrutura do
acido protocetrarico [51]. O comportamento cromatografico e as estruturas cristalinas
desenvolvidas em GAoT sdo compativeis com dados da literatura para esse acido (Culberson
etal., 1970; Taylor, 1967b; Thompson, 1968; White, 1985).

s CH, - COOH

Acido protocetrarico [51]
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4.3- Parmotrema cf. delicatulum (Vain.)Hale

Figura 51 - Parmotrema cf. delicatulum coletado sobre rocha (Vila Piraputanga-MS).

Esse liquen foi coletado sobre rocha na morraria da Vila Piraputanga. Apos
limpeza, resultou 11,0 g de p6 que foi submetido a extracfes exaustivas em Soxhlet, com
benzeno e acetona. O extrato benzénico concentrado foi tratado com etanol para remocao de
pigmentos. Desse tratamento resultou um residuo amarelo, que foi purificado por dissolucéo
em HCCI; e precipitacdo pela adicdo de etanol em excesso, e apresentou rendimento de
1,69% ( 0,186 gramas). A fracdo purificada fundiu em 202°C e apresentou comportamento
cromatografico idéntico a um padrdo de acido usnico [2]. A fracdo desenvolve estruturas
cristalinas em sistemas de microcristalizacdo compativeis com aquelas descritas para o &cido
snico (Taylor, 1967b; Thompson, 1968; White et al., 1985).

Do extrato acetdnico concentrado, sedimentou uma fragdo sob a forma de po
branco (1,15 gramas, 10,5% em relacdo ao po do liquen). A fracdo (PdelAc) foi tratada com
acetona e acetona/agua a 80% e seu ponto de fusdo € igual a 264-265°C. Foram obtidos 0s
seguintes dados espectrais :

IV (KBF) vmsx. cm™ : 3590 (OH livre), 3300 (OH ligado), 1772, 1630, 1558, 1497, 1450,
1380, 1300, 1260, 1215, 1200.
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RMN *H (DMSO-ds , 300 MHz) & (ppm) : 2,41 (3 H, s, ArCHs), 4,65 (2H, s, ArCH,OH),
6,80 (1H, sl, ArH), 6,87 (1H, s, lactol), 8,29 (1H, sl, OH lactol).
RMN * C (DMSO-ds, 75 MHz) & (ppm): 21,6 (C 9), 52,9 (C 9°), 95,3 (C 87), 109,8 (C 1°),
110,7 (C 3), 112,0 (C 1), 117,4 (C 5), 123,4 (C 3°), 137,3 (C 67), 138,1 (C 5’), 148,1 (C 4"),
152,3 (C 2’), 153,0 (C 6), 160,4 (C 7), 163,7 (C 7°), 164,2 (C 2), 166,0 (C 4), 192,9 (C 8).
EM m/z (%) : 388 (M*, 9), 370 (M" - H,0, 68%).
Anélise elementar : determinado - C 55,88%, H 3,13%; O 40,99 % , C1gH1,010 Mol 388,29
calculado : C 55,66%, H 3,12% , O 41,22% ; p.f. 264-265°C (acetona-H,0).

O conjunto desses dados, bem como a comparagdo com dados da literatura
(Sudholm et al., 1981; Huneck et al., 1996), permitiram identificar a amostra como sendo o

acido salazinico [52], uma depsidona derivada do B-orcinol contendo anel lactol.

HO

Acido salazinico [52]

ReacOes de coloracao realizadas em espécimens de herbario e coletadas por
Vainio em 1885, indicaram atranorina [3], acido salazinico [52] e &cido Usnico [2] como
componentes de P. delicatulum (Hale 1965). A analise quimica de P.cf. delicatulum coletado
em Mato Grosso do Sul, indicou a presenca de &cido Usnico e acido salazinico. N&o foi

detectada a presenca de atranorina.
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4.4 - Parmotrema cf. miranda (Hale) Hale

Figura 52 - Parmotrema cf. miranda coletado sobre rocha (Vila Piraputanga-MS).

O liquen foi coletado sobre rocha na morraria de Vila Piraputanga e, apés
limpeza, resultou em 22,5 g de p6, o qual foi extraido exaustivamente em Soxhlet com
benzeno e depois com acetona. O extrato benzénico concentrado foi tratado com etanol para
remocdo de pigmentos, e o residuo obtido foi purificado, por dissolugcdo em cloroférmio e
precipitacdo pela adicdo de etanol em excesso. A fracdo P.mir.B foi identificada como acido
usnico, com base no comportamento cromatografico e em reacdes de microcristalizagdo
comparados a um padrdo (Rendimento : 0,188 gramas - 0,836%).

Do extrato acetdnico concentrado, sedimentou um componente de cor branca
que foi purificado por tratamento com acetona e acetona/H,O a 80% (P.mir.Ac.)
(Rendimento : 1,57 gramas - 7% ). O comportamento cromatografico em ccd de silica gel
nos eluentes | e II, bem como os dados espectrais de IV e RMN ' H apresentados por P.
mir.Ac., sdo coincidentes com aqueles apresentados anteriormente para o &cido salazinico
[52] isolado de P. delicatulum.

Os resultados obtidos da analise de P. miranda coletado em Mato Grosso do
Sul, estdo de acordo com os descritos por Hale (1965) para esse espécime. Hale (1965),
através de reacdes de coloracdo no talo, identificou acido Usnico e acido salazinico em

espécimens de P. miranda coletado no México.
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4.5 - Parmotrema cf. flavescens (Kremplh.) Nyl.

Figura 53 - Parmotrema cf. flavescens coletado sobre rocha (Vila Piraputanga-MS).

O liquen foi coletado sobre rocha na morraria de Vila Piraputanga e resultou
em 24,0 g de po, o qual foi submetido a extragfes exaustivas com benzeno e acetona em
Soxhlet . Os extratos obtidos foram concentrados e submetidos aos mesmos tratamentos ja
citados em 4.3 e 4.4. Do extrato benzénico obteve-se 0,27 gramas (1,12%) de &cido usnico
[2] identificado por ccd em silica gel e pelo comportamento em microcristalizacdo
comparado a padréo.

Do extrato acetdnico, obteve-se 2,26 gramas (9,42%) de acido salazinico [52]
identificado através do comportamento cromatografico, observacdo dos microcristais obtidos
em GAOT e pela analise dos espectros de 1V e RMN'H comparados a padrao.

Hale (1965) descreveu os resultados de reacOes de coloracdo realizados em
espécimens de herbario coletados na América Central, América do Sul e México. Os
resultados indicaram a presenca de acido Usnico, atranorina e acido salazinico.

De P. flavescens coletado em Mato Grosso do Sul, foram isolados &cido

Usnico e acido salazinico. Ndo foi detectada a presenca de atranorina no espécime analisado.
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4.6- Pseudoparmelia hypomiltha (Fée) Hale

Figura 54 - Pseudoparmelia hypomiltha coletado sobre cortex (Vila Piraputanga-MS).

O liquen coletado sobre cortex resultou em 25,0 g de p6, que foi extraido
com acetona em Soxhlet. O processo de extragdo foi repetido quatro vezes e, apos
evaporagdo do solvente, os extratos foram cromatografados. Os extratos da 1%, 2% e 3°
extragdes apresentaram comportamento cromatografico semelhante, tendo sido reunidos. A
fracdo resultante (2,9 g - 11,6%) foi codificada como Phyp. O extrato da 4° extracdo com
acetona apresentou diferenga de composicdo em relagdo aos anteriores, tendo sido mantido
separado. Essa fracéo foi codificada como AclV e pesou 0,131 gramas (0,52%).

A fracdo Phyp. foi submetida a tratamento com etanol & temperatura
ambiente, para a remocdo de pigmentos. A cromatografia em camada fina de silica gel da
fracdo Phyp. indicou que a mesma era constituida de um componente principal acompanhado
de outros, em menor proporcdo, e, estes na revelacdo cromatogréfica, apresentaram
caracteristicas de substancias de natureza graxa. A purificacdo de Phyp. foi realizada por
cromatografia preparativa em camada fina de silica gel impregnada com &cido oxalico 0,1 N,
utilizando-se inicialmente a mistura eluente (V). O componente principal foi eluido com
acetona e, ap0s evaporacdo do solvente, cristalizou-se sob forma de agulhas amarelas em
cloroférmio/acetona fundindo em 264-265°C.

Foram obtidos os espectros de 1V, RMN * H, RMN *3 C e de massas da fracio Phyp.
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IV (KBr) vms. cm™ : 3500 (OH), 2925, 2915, 1780-1760, 1730 (COOCH3), 1610 (C=0),
1585 e 1560 (aromatico), 1435, 1330, 1230, 1160, 1130, 1075, 1035, 985.

RMN ! H (piridina-ds 300 MHz) & (ppm): 1,25 (6H, d J 6,0 Hz, 2 X CH3), 2,4 (2 H, dd J 11
e 12 Hz), 2,72 (L H, d J 6,0 Hz), 2,78 (3 H sl,) 3,55 (6H, s, 2 X -COOCH3), 4,17 (2H, d, J
10,7 Hz, 2 x CHOH), 6,73 (2H,d J 8,5 Hz), 7,61 (2H, d J 8,5 Hz).

RMN  C (Piridina-ds 75 MHz) & (ppm) : 18,43 (C 11), 19,21 (C 11°), 30,56 (C 6, C 6’),
36,71 (C 7 C 7’), 52,75 (C 13, C 13’), 76,50 (C 5, C 5’), 86,24 (C 10, C 10°), 102,62 (C 9a, C
9%a), 107,5 (C 4), 107,84 (C 4%), 140,57 (C 3, C 3"), 159,95(C 4a C 4a’), 171,17 (C 12, C
127),178,5(C 8,C 8’) ¢ 187,88 (C 9, C9").

EM, m/z (%) : 638 (M", 14), 620 (M* - H,0, 1), 579 (M* - COOCHgz, 100), 260 (M*/2-
COOCHj3 16). [a]p -197,5° a 23°C(c 0,2 piridina).

O espectro de massas apresentou M* 638 (14%) com férmula  molecular
Cs2 Hsp Oy4. Para substancias liquénicas, esses pesos e formulas moleculares sugerem a
presenca de substancias diméricas. O espectro de RMN de **C  mostrou a presenca de
apenas 16 sinais, indicando tratar-se de um dimero.

O espectro DEPT 135 (espectro 17) indicou, por comparagdo com 0 espectro
normal, a presenca de um grupo CHjs alifatico, um grupo CH3z em ligacéo éster, um grupo
CH, e 4 grupos CH para cada unidade do dimero. Os espectros bidimensionais HMQC e
COSY H/*H forneceram as correlacdes diretas *H/C e *H/ *H, permitindo atribuir cada
proton a seu respectivo atomo de carbono (Tabela I).

A anélise dos dados espectrais obtidos e comparacdo destes com a literatura
(Yosioka et al., 1972) indica que Phyp. apresenta estrutura correspondente ao 4acido

secalbnico [62].

Acido Secaldnico [62]
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O é&cido secalbnico é conhecido como metabdlito de fungos e atualmente sdo
conhecidos sete isbmeros desse acido : A, B, C, D, E, F e G (Budavari 1989) (Quadro ).
Entretanto, tem sido isolado também de algumas espécies de liquens. O &cido secaldnico A
foi isolado de Parmelia entotheiochroa Hue, e o &cido secaldnico C foi isolado de Cetraria
ornata Mull. Arg., (Yosioka etal. 1968, 1972).

Pela analise do espectro de HMQC e 'H-*H-COSY o préton metinico em C5
e C5°(d 4,17 ppm, J=10,7 Hz) se encontra em posicdo trans diaxial com o préton em C6 e
C6’ (2,78 ppm, J=10,8 Hz). O grupo carboximetil em C10 e C10’ possivelmente ocupa a
posicao trans em relagdo ao grupo OH rm C5 devido ao impedimento estérico.

A constante de acoplamento do grupo metila (1,25 ppm, J= 6,0 Hz) indica
acoplamento vicinal com o préton em C6 . Observam-se ainda um acoplamento axial-axial
entre H6 e Ha com J~11,0 Hz e um acoplamento axial-equatorial entre H6 e Hb (~6 Hz).
Esses dados reforcam que o grupo metila em C6 ocupa a posic¢ao equatorial.

O espectro de infravermelho apresenta bandas de média intensidade em 3560
(OH ndo ligado) e 3480 cm™ (OH ligado) que indicam a disposicdo dos grupos OH e
carboximetil em C5 e C10 e em C5’e C10’. Assim sendo, os um dos grupos OH (C5 e C5’)

devem estar em posicdo trans em relagcdo ao grupo carboximetil (C10 ou C10%).

54,17 ppm

J=10,7 Hz H/ OH

1,25 ppm
- HoC eg
J=6,0 Hz 3 52,78 ppm
2,78 ppm H ‘‘ax 5 2,4 ppm J=11,0 Hz
24ppmJI=11,0e H 'z % Ha e 12,0 Hz

ax
L H3 2,78 ppm
L ax

12,0 Hz

2,72ppm JI=6,0Hz H

OH 0 OH H eqCH 3 81,25 ppm J=6,0 Hz

CH &dl ax -
H 3OOC OH 54,17 ppm J =10,7 Hz

Comparando a estrutura acima proposta para Phyp. com aquelas dos 7
isdmeros conhecidos de acido secalonico (A [99], B [100] , C [101], D [102], E [103], F
[104], e G [105]) , (Quadro 1), verifica-se que, a disposi¢do de grupos atribuida para Phyp.

ndo coincide com nenhum dos isdmeros.
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Para se definir com mais precisdo a disposi¢do dos grupos ligados aos centros
assimétricos da molécula do acido secalbnico isolado de P. hypomiltha, esta sendo obtido o

difratograma de RX e estdo sendo realizados estudos de modelagem molecular.

Posicéo RMN*®C DEPT RMN 'H
1,1° 160,07
2,2 118,19
3,3 140,82 CH 6,73 (d, 8,5 Hz)
4 107,50 CH 7,61 (d, 8,5 Hz)
4 107,84 CH 7,61 (d, 8,5 Hz)
4a, 4a’ 159,95
5,5’ 76,50 CH 4,17 (d, 10,7 Hz)
6,6’ 30,56 CH 2,78
7a, 7a’ 36,71 CH, 2,40 (dd, 11Hz)
7b, 70’ 36,71 CH, 2,72e2,78
8, 8’ 178,52
9,9 187,88
93, 92’ 102,62
10, 10° 86,24
11 18,43 CHjs 1,25 (d, 6,0 Hz)
11’ 19,21 CHs 1,25 (d, 6,0 Hz)
12,12 171,17
13,13’ 52,75 CHs 3,55 (5)

Tabela | - Valores de deslocamentos quimicos expressos em ppm apresentados por Phyp. em piridina-ds. O
espectro * H foi obtido em 300 MHz e *C em 75 MHz. TMS foi usado como referéncia interna.

O quadro | mostra as estruturas , ponto de fuséo e rotacdo Otica de 7

isbmeros conhecidos do acido secalbnico.
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Quadro | - Estruturas dos acidos secalénicos e dados de ponto de fusdo e rotagdo ética.

Acido Secaldnico A [99]

p.f.: 260° C (CHCI/EtOH) ; [a]p -73° (CHCI3) (Yosioka et al. 1968); 243°C (Acetona) ; 248° C
(CHCI3) (Yosioka et al. 1971); 208-209° (CCl4/CH,Cl,) ; [a]o -264° (c 0,24 piridina) (Howard et al.
1973); 246-248° ; [a]o -75° (CHCI), - 202° (piridina), EM m/z : 638 (M, 30%), 579 (M - COOCH,
100%) (Steyn, 1970).

Acido Secaldnico B [100]

p.f. 1 254-256°C (dec.) ; [a]p + 194° (piridina) (Aberhart 1965), 259-262°C (Steyn 1970), [a]p +
212° (¢ 0,41 piridina) (Howard et al. 1973).

Acido Secaldnico C [101]

p.f. :154-160°C (CeHe/CsH1o); [a]p + 25° (CHCI3); + 0,7 +- 0,3 (piridina) (Yosioka et al. 1972). EM
(m/z %) : 638,0 (M, 20%), 579 (M-COOCHj, 100).
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continuacdo do quadro 1

Acido Secaldnico D [102]

p.f. : 255-259°C (CCl/CHCLy); [a]o + 64° (c 0,14 CHCI) (Andersen et al. 1977), 253-255°C
(CHCL) ; [oo + 82° (CHCIy); + 192° (piridina) ( Steyn 1970).

Acido Secaldnico E [103]

p.f. :206-208°C ; [a]p -212° (c 0,41 piridina) (Howard et al. 1973), EM (m/z) : 638,0 (M); 579 (M-
COOCHj), (proporcdo entre as intensidades relativas igual a 1:1).

Acido Secalonico F [104]

p.f. : 218-221° (placa aquecida), 253-256° (capilar a vacuo); [a]p + 202° (piridina)(Andersen et al.
1977). EM (m/z %) : 638,0 ( M, 20), 579 (M-COOCHj, 100).
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continuacao do quadro |

Acido Secal6nico G [105]

p.f. : 206-207° C (Etanol); [a]p -106,9° (¢ 1,055 CHCIs); -201,6° (¢ 1,105 piridina)(Kurobane et al.
1978).

4.7 -Pseudoparmelia sphaerospora (Nyl.) Hale

Figura 55 - Pseudoparmelia sphaerospora coletado sobre cortex de arvore (Vila Piraputanga-MS).

O liguen coletado sobre cértex, apo6s limpeza, resultou em 33,0 g de po, que
foi submetido a extragcBes exaustivas em Soxhlet, ao abrigo da luz. As extragcdes foram

realizadas com benzeno (5,6 L) e acetona (5,3 L). Os extratos obtidos em cada etapa do
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processo de extracdo foram concentrados em rotavapor sob pressdo reduzida. Do extrato
benzénico, resultaram 4,3 g de residuo (13,2 %) e do extrato acetdnico 3,5 g (10,6%).

Ap0s secagem, as fragdes resultantes da extracdo com benzeno foram tratadas
com cloroférmio na tentativa de separar 0s componentes presentes por diferenca de
solubilidade. Esse procedimento permitiu a separacdo parcial de um sélido branco, apos
adicdo de acetona a solucdo cloroférmica. O solido branco codificado como PsphA., foi
purificado por tratamentos sucessivos com acetona. Visando a separacdo dos dois
componentes principais presentes no extrato benzénico (um deles um p6 branco e o outro, po
amarelo), foi feita a cromatografia em coluna de gel de silica. Foi aplicado a coluna 1,0 g de
residuo do extrato benzénico e a elui¢do foi conduzida usando gradiente de polaridade com
hexano, cloroférmio, acetona e metanol. Foram coletadas 96 fracdes de 125 mL. As fragdes
foram concentradas em rotavapor sob presséo reduzida e cromatografadas em camada fina de
silica gel no eluente Il. A analise das primeiras fragdes indicou a presenca de substancia de
natureza graxa e pigmentos. As demais fragdes continham os componentes branco e amarelo,
que ndo se separaram por esse processo. Devido as dificuldades de purificacdo dos
componentes presentes nas fragoes eluidas da coluna, essas foram novamente reunidas.

Vérias tentativas foram realizadas visando a separacdo dos componentes por
solubilidade em diversos solventes, porém os resultados ndo foram satisfatorios. O processo
que apresentou resultado satisfatorio, para separacdo do componente amarelo, foi a
cromatografia preparativa em silica gel impregnada com acido oxalico 0,1 N. A
cromatografia foi realizada no eluente Ill. Apds eluicdo do componente amarelo com
acetona, o solvente foi evaporado e o residuo (PsphB) foi  cristalizado em
cloroférmio/acetona. Os cristais em forma de agulhas amarelas fundiram em 256-258°C. A
rotacdo Otica apresentada por PsphB foi [a]p -204° (c 0,2 piridina). PsphB esta presente na
amostra analisada numa proporcéo aproximada de 6,6%.

Os dados espectrais obtidos de PsphB (1V, *H, *3C e massas) sdo coincidentes

com aqueles apresentados pela fragdo Phyp.
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CH
H 3OOC OH

Acido secal6nico
(PsphB)

Do extrato acetbnico concentrado, foi separado um componente que se
apresentou como pdé branco. A purificacdo foi feita por tratamento com acetona e
acetona/agua a 80%. Esse componente foi codificado como PsphAc. e esté presente no liquen
analisado numa proporcao aproximada de 10,0 %. PsphAc., fundiu com decomposi¢do em
287°C. Pela analise cromatografica e ponto de fusdo, verificou-se que PsphAc. e PsphA. (o
Gltimo isolado do extrato benzénico) apresentaram 0 mesmo comportamento, tratando-se,
portanto, do mesmo composto. Foram obtidos os seguintes dados espectrais :
IV( KBr) vimax. cm™ : 3470, 3410, 1980, 2950, 2930, 2860, 1755, 1710, 1628, 1610, 1565,
1490, 1485, 1455, 1370, 1325, 1295, 1270, 1250 e 1220.
RMN ! H (DMSO-ds , 200 MHz) & (ppm) : 2,18 (3H, s, ArCHs), 2,26 (3H, s, ArCHs), 2,42
(3H, s, ArCH3), 3,87 (3H, ArOCHs), 6,68 (1H, d, J 8,0 Hz, ArH), 6,89 (1H, lactol), 8,34 (1H,
OH lactol, d, J 8,0 Hz).
RMN  C (DMSO-ds ,75 MHz) & (ppm) : 8,6 (C-9), 9,5 (C-9°), 20,8 (C-8), 56,2 (OCHs),
95,6 (C-8°), 109,2 (C-1’), 110,9 (C-3), 112,6 (C-1), 114,6 (C-5), 120,4 (C-3’), 135,5 (C-6’),
138,0 (C-5"), 141,9 (C-6), 148,3 (C-4’), 151,3 (C-2°), 161,1 (C-7), 161,5 (C-7"), 166,5 (C-4),
167,1 (C-2).
EM m/z : 372 (M", 29), 354 (43), 328 (100).

No espectro de infravermelho de PsphA, a banda aguda em 3410 cm™ é
caracteristica de grupo OH néo ligado (quelado), enquanto que as bandas em 1755 e 1710

cm* sdo caracteristicas de lactonas e de depsidonas, respectivamente. A banda em 1610 cm®
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! é indicativa de C=0O com ligacdo intramolecular, e em 1560 cm™ caracteristica de anel
aromatico.

O espectro de massas apresenta padrdo de fragmentagdo sugerindo a presenca
de um grupamento OH proximo a uma carboxila, o que favorece a eliminacdo de uma
molécula de agua. Assim, 0 ion M* 372 ao perder uma molécula de agua da origem ao ion
M - H,0 (354). O ion M* 328 indica a saida de um mol de CO, a partir do ion M™, dando
origem ao ion M* - CO, (328).

O espectro de RMN ** C ndo apresenta sinal correspondente a grupo aldeido
livre (6 190,0 - 197,0 ppm). A auséncia desse grupamento na forma livre foi confirmada pela
reacao negativa com p-fenilenodiamina.

De acordo com os dados espectrais apresentados e comparagdo com dados da
literatura (Keogh, 1978; Sudholm, 1981), é possivel propor a estrutura de acido hipostitico

[106] para o composto PsphA.

9
CH; o

Acido hipostitico [106]

A andlise quimica do espécime coletado na Vila Piraputanga - MS,
permitiu o isolamento de dois componentes principais, sendo um deles um pigmento amarelo,
identificado como &cido secalénico. Ao outro componente isolado, foi proposta a estrutura
do &cido hipostitico. Atranorina e outros &cidos citados por Hale (1976) ndo foram detectados
no espécime analisado.

Esse resultado estd de acordo com a observacdo de Hale (1986) sobre a
presenca de um pigmento amarelo na medula de espécies do género Pseudoparmelia, ao
qual atribuimos a estrutura do &cido secalénico. Esse fato tem significado quimiotaxondémico
para a identificacdo do género Pseudoparmelia.

4.8 - Usnea aff. meridionalis Zahlbr.
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Figura 56 - Usnea meridionalis desenvolvido sobre cortex de arvore (Vila Piraputanga- MS)

O liguen foi coletado sobre cortex e, apds os procedimentos iniciais de sele¢cdo
e limpeza, foi triturado em moinho. O p6 (100,0 g) foi tratado sequencialmente e de modo
exaustivo com benzeno e acetona em Soxhlet. O extrato benzénico concentrado (4,7 g) foi
tratado com etanol para remocéo de pigmentos. A ccd em silica gel do extrato bruto indicou
a presenca de apenas um componente. O extrato concentrado foi purificado por dissolucéo
em cloroférmio e precipitacdo pela adicdo de etanol em excesso. O componente purificado
(UMB) apresentou-se sob forma de cristais amarelos com p.f. 202-203°C. Foram obtidos os
seguintes dados espectrais :
RMN H (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 1,73 (3H, s, CH3-13), 2,08 (3H, s, CH3- 16), 2,65 (6H,
s, CHs - 15, CHs - 18), 6,0 (1H, s, H-4).
RMN **C (CDCls, 75 MHz) § (ppm): 8,2 (C 16), 28,6 (C 13), 32,0 (C 15), 32,8 (C 18), 59,7
(C12),99 (C 4’, C6), 101,6 (C 5), 104,0 (C 9), 105,7 (C 11), 110,0 (C 7), 155,8 (C 3), 158,1
(C 8), 163,8 (C 10), 180,0 (C 2), 198,7 (C 1), 201,0 (C 17), 202,5 (C 14).
[o]o + 495,5° a23°C ( CHCIy).

A anélise do comportamento cromatografico e dos espectros de RMN * H e
de * C e comparacdo com dado da literatura (Huneck et al., 1996) permitiram identificar o
composto UMB, como sendo o acido usnico [2].0 acido Usnico esta presente no espécime em

anélise na proporcao de 0,9%.
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Apdbs remocéo do acido usnico, o extrato benzénico (aproximadamente 3,0 g)
foi cromatografado em coluna de silica gel impregnada com &cido oxalico 0,5 N. A eluicéo
foi conduzida utilizando gradiente crescente de polaridade com benzeno, acetona e metanol.
Foram coletadas 85 fragbes de 125 mL. As fragbes 05, 06 e 07 eluidas com benzeno
continham acido usnico. As fragdes 22 a 26 eluidas com benzeno /acetona 8:2 vi/v
apresentaram um componente principal acompanhado de pigmentos. A remoc¢do desses foi
feita por tratamento com acetona. As fracdes foram reunidas e resultaram em po branco
(UM2226) . A cristalizacdo foi feita com acetona/agua 80%. As fragcOes 27 e 28 eluidas com
a mesma mistura solvente (benzeno/acetona 8:2 v/v) apresentaram a mesma composic¢ao que
UM2226, porém com menor grau de pureza. A fragdo UM2226 fundiu com decomposicao
em 275°C. Os dados espectrais dessa substancia sdo os seguintes:

IV(KBI) vinax. cm™ : 3425 (OH), 1765 (lactona), 1745 (C=0 depsidona), 1685 (C=0 aldeido).
RMN ! H(DMSO-dg , 200 MHz) & (ppm) : 2,18 (3H, ArCHs), 2,48 (3H, ArCHs), 3,90 (3H,
ArOCHj3), 6,61 (1H, ArH), 7,08 (1H, lactol, - CHOH trocavel com D,0), 10,17 (1H, ArOH,
trocavel com D,0), 10,46 (1H, ArCHO).

EM m/z (%) : 387 [M + 1] (15), 386 [ M"] (66), 368 (58), 340 (45), 193 (54), 191 (81).

Os dados espectrais obtidos (IV, RMN 'H e massas) estido de acordo com
aqueles obtidos por Ingolfsdottir et al. (1986) para o acido estitico [53].

As estruturas cristalinas resultantes da microcristalizacdo de UM2226 em
GAOT sdo semelhantes aquelas descritas por Thompson (1968) e Taylor (1967a) para o acido
estitico [53].

CH,O

Acido estitico [53]
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Do extrato acetnico concentrado, sedimentou um pdé branco que foi
removido por centrifugacdo. A fracdo codificada como UMAc. foi tratada com acetona para
remocao de pigmentos. Seus dados espectrais estdo apresentados abaixo :

RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz) & (ppm): 2,37, 2,40 (2 x 3H, s, ArCHs), 4,59 (2H, s, -
CH,0H), 6,80 (1H, s, ArH), 10,5 (1H, s, ArCHO).

O comportamento cromatografico apresentado por UMAC, seu espectro de
RMN ' H e a comparacdo com dados da literatura (Sudholm et al., 1981) permitem
identifica-la como sendo o acido protocetrarico [51].

O sobrenadante resultante da centrifugacdo do extrato acetdnico foi
cromatografado e indicou a presenca de pelos menos 5 componentes; desses apenas dois
estdo em maior proporc¢do ; &cido estitico e um outro componente de Rf menor . Esse Ultimo
foi separado por cromatografia preparativa em ccd de silica gel no eluente I (UMACc2). O
espectro de RMN * H foi obtido em 60 MHz, apresentando os seguintes sinais:

RMN ' H (DMSO-ds, 60 MHz) & (ppm): 2,25 (3H, ArCHs), 3,67 (3H, ArOCHs), 4,34 (2H,
ArCH.-), 6,3 (LH, ArH), 6,8 (1H, lactol), 10,17 (1H, ArCHO) (Figura 30).
Com base nesses dados e comparacdo com dados da literatura (Huneck et al., 1996), é

possivel sugerir a estrutura de acido constitico ao componente UMAC?2.

CH30

Acido constitico [107]

O extrato acetbnico restante foi cromatografado em ccd de silica gel
juntamente com padrdes de &cidos nortistico [6], salazinico [52], estitico [53] e hipostitico
[106] e com o extrato acetonico de Parmotrema crinitum (Ach.) Hale. Segundo Culberson
(1981), P. crinitum contém atranorina [3], acidos estitico [53], constitico [107], megaziaico

[108], criptostitico [109], tracos de &cidos hipostitico [106] e nortistico [6] , além de outras
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substancias ndo identificadas. A comparacdo do comportamento cromatografico (valores de
Rf, cores adquiridas ap0s a revelagdo) com substéncia padrdo e com dados da literatura
(Culberson 1972, Culberson et al. 1981, White et al. 1985), permite sugerir que os acidos
hipostitico [106], criptostitico [109], salazinico [52] e constitico [107] estdo presentes no
extrato aceténico de U. meridionalis, além do &cido estitico [53]. Desses acidos, somente

estitico [53] e constitico [107] estdo em maior proporgao nesse extrato.

CH
3
CHy O ﬁ

CH4 O
CH;0 0
CH., OH
OH 2
Acido megaziaico [108] Acido criptostitico [109]
4.9 -Usnea sp .

Figura 57 - Usnea sp. desenvolvido sobre cortex de arvore (Vila Piraputanga-MS).
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O liquen foi coletado sobre cortex na Vila Piraputanga. O p6 do liquen
(24,09 ) foi extraido com benzeno (1,5 L) e a seguir com acetona (1,2 L). Apds evaporagdo
do solvente em rotavapor, o residuo do extrato benzénico pesou 1,6 g e o extrato aceténico
0,6 g. A cromatografia em camada fina de silica gel indicou auséncia de acidos liquénicos no
extrato acetonico.

O extrato benzénico foi fracionado preliminarmente em coluna de gel de silica
eluindo-se com diclorometano, cloroférmio, cloroférmio/acetona 1:1, acetona e metanol. As
fragOes resultantes da eluicdo com cloroférmio foram reunidas, concentradas e novamente
cromatografadas em gel de silica. A eluicdo foi conduzida com solventes puros e gradiente
crescente de polaridade, usando diclorometano, diclorometano/cloroférmio, cloroférmio,
cloroférmio/acetona e acetona. As fragGes eluidas com cloroférmio/acetona 20 a 60%
apresentaram um componente que foi identificado como acido usnico [2]. A identificacdo foi
conduzida através da cromatografia comparativa com padrdo, microcristalizacdo comparativa
em GE e determinagcéo do ponto de fusdo. O componente apresentou [a]p + 494,5° a 23°C
( CHClIy).

As fracOes resultantes da eluicdo com cloroférmio/acetona 1:1 (referente ao
primeiro fracionamento) foram reunidas, concentradas e novamente cromatografadas em gel
de silica, e a eluicdo foi conduzida com cloroférmio e gradiente cloroférmio/acetona e
acetona. As fracGes eluidas com cloroférmio/acetona 2% apresentaram um composto branco
cristalino, que foi purificado por cristalizagdes sucessivas com cloroférmio/acetona. Esse
componente codificado como Usp. fundiu em 194-195°C e apresentou na microcristalizacdo
em GE estruturas cristalinas comparaveis aquelas descritas por Taylor (1967b) para o acido
difractaico. Os espectros de RMN *H e de **C do componente Usp. apresentam sinais que
permitem atribuir ao componente Usp. a estrutura de acido difractaico.

IV(KBr)vmax. cm™ : 3060, 2980, 2820, 2620, 2560, 1745, 1645, 1625, 1580, 1500, 1470,
1452, 1400, 1395, 1325, 1195, 1140, 1065, 990, 928, 895, 850, 840, 810, 805, 790, 760, 730,
600.

RMN * H (DMSO-ds , 300 MHz) § (ppm) : 2,13 (6H, s, ArCHs3), 2,44 (3H, s, ArCH3), 2,61
(3H, s, ArCHs), 3,83 (3H, s, ArOCH3), 3,89 (3H, s, ArOCH3), 6,67 (1H, s, ArH 5), 6,74 (1H,
s, ArH 5%).

RMN ¥ C (DMSO-dg, 75 MHz) & (ppm) : 8,7 (C 97), 8,9 (C 9), 19,5 (C 8), 22,8 (C 8’), 55,8
(C 4 OCHjs), 61,7 (C 2 OCHs), 107,5 (C 5), 113,4 (C 3°), 115,7 (C 5’), 116,0 (C 1), 116,1
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(C 3), 119,4 (C 1), 134,8 (C 6), 139,1 (C 6°), 152,4 (C 4), 157,0 (C 4), 159,5 (C 2), 161,3 (C
2), 167,5 (C 7), 173,1 (C 7°).
EM m/z:374 [M*,0,2], 193 (100).

Os deslocamentos quimicos apresentados pelo componente Usp. sdo
comparaveis aqueles citados por Huneck (1968) e Sudholm (1981) para o acido difractaico
[37].

9
CHg 0

Acido difractaico [37]

Com base nos resultados obtidos da analise quimica de Usnea sp., conclui-se

que acido Usnico e acido difractaico sdo os derivados fendlicos presentes nesse espécime.
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4.10 - Heterodermia microphylla (Kurok.) Scorepa

Figura 58 - Heterodermia microphylla coletado sobre rocha (Vila Piraputanga-MS).

O liguen foi coletado sobre rocha e, apés os procedimentos de selecdo e
limpeza, resultou em 4,9 g de p6, que foi extraido exaustivamente com cloroférmio e
acetona em Soxhlet. O extrato cloroférmico concentrado, ap6s remocdo de pigmentos
(tratamento com acetona), foi cromatografado em camada fina de silica gel juntamente com
padrdes. Foram identificados o depsideo atranorina [3] e o triterpeno zeorina [84], como
componentes principais.

A microcristalizagdo em GAo0T deu aparecimento a estruturas cristalinas
caracteristicas de atranorina[3] e zeorina [84], confirmando os dados obtidos pela analise
cromatogréfica.

Por cromatografia em ccd preparativa, utilizando silica gel impregnada com
acido oxalico 0,1 N e o eluente V, foram separados os dois compostos. Atranorina [3] foi
obtido em quantidade que permitiu obtencdo do espectro de RMN * H, confirmando sua
estrutura. O outro composto, zeorina [84], foi obtido em quantidade insuficiente para
obtenc&o de espectros.

O extrato acetbnico apresentou em sua composicdo apenas pigmentos, ndo

tendo sido analisado.
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De acordo com Kurokawa (1962) Anaptychia microphylla, atualmente
Heterodermia microphylla, ocasionalmente contém &cidos nortistico e salazinico, juntamente
com atranorina e zeorina. Swiscow & Krog (1988) e Galloway (1985) descreveram
Heterodermina microphylla como espécime contendo atranorina e zeorina. O espécime
coletado em Mato Grosso do Sul apresentou em sua composicdo o depsideo atranorina [3] e

o triterpeno zeorina [84], ndo tendo sido detectados acidos nortistico e salazinico.

OH Zeorina [84]

4.11 - TESTES BIOLOGICOS

4.11.1 - ATIVIDADE FUNGITOXICA

Acido Usnico [2], atranorina [3] , acido difractaico [37] e orselinato de etila
[98] foram o0s compostos que apresentaram atividade de inibicdo do crescimento de C.
sphaerospermum. Acido Usnico [2] e atranorina [3] na concentra¢io minima de 1 pg inibiram
o crescimento do fungo, enquanto que o acido difractaico [37] e orselinato de etila [98]
apresentaram atividade na faixa de 1 a 5ug. Os demais compostos testados ndo apresentaram
atividade fungitdxica na concentracao de 10 ug (Tabela II).

Esses resultados indicam a viabilidade de estudos dessa classe de compostos
frente a outros fungos, visando avaliar 0 uso desses, ou seus derivados, no tratamento de

afeccOes causadas por esses microorganismos.

4.11.2 - ATIVIDADE CITOTOXICA

De todos os compostos avaliados, o acido Usnico [2] foi 0 mais ativo (DLs
3,70 ppm), seguido do acido protocetrarico [51] > 50,0 ppm; atranorina [3] 74,8 ppm,
orselinato de etila [98] 105,0 ppm, &cido secaldnico [99] > 125,0 ppm, acidos hipostitico



143

[106] e lecandrico [12] > 250 ppm, acido difractaico [37] e salazinico [52] > 300,0 ppm.
Sulfato de atropina foi usado como padrdo de comparacao (Tabela I1).

Os acidos protocetrarico, secalénico, hipostitico, lecandrico, difractaico e
salazinico, devido a baixa solubilidade em agua, apresentaram dificuldades para a realizacao
dos ensaios.

Os compostos isolados das amostras analisadas e relatadas no presente
trabalho foram também testados quanto a atividade anti-tumor in vitro e in vivo.Dos
compostos testados, o acido secaldnico apresentou atividade em relacdo as células KB e a
Clso (concentracdo que inibe 50% de proliferacdo celular) foi de 1,25 ug/mL. O &cido
salazinico na dose de 120 mg/kg inibiu em 54,7% e 44,6% os tumores sarcoma 180 e

carcinoma de Erlich (Tabela I1).

Compostos Atividades
fungitoxica citotoxica antitumor
Acido Usnico 1 ug 3,70 ppm
Atranorina 1pug 74,80 ppm
Orselinato de etila la5pug 105,0 ppm
Acido difractaico 1a5pug > 300,0 ppm
Acido protocetrarico > 50,0 ppm
Acido secalbnico > 125,0 ppm celulas KB
Acido salazinico > 300,0 ppm sarcoma 180 e
carcinoma de Erlich

Acido hipostitico > 250,0 ppm
Acido lecan6rico > 250,0 ppm
Tabela Il - Atividades fungitdxica, citotoxica e antitumor apresentadas por 9 substancias liquénicas. A

atividade fungitéxica foi determinada frente ao fungo fitopatogénico Cladosporium sphaerospermum e a
atividade citotdxica frente as larvas de Artemia salina.
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5 - DISCUSSAO DOS RESULTADOS E CONCLUSOES

No presente trabalho foram analisadas 10 espécies liquénicas pertencentes aos
géneros Parmotrema (5), Pseudoparmelia (02), Usnea (02) e Heterodermia (1).

Foram isolados e identificados 10 diferentes metabdlitos secundérios (Quadro
I1). A identificacdo desses compostos foi baseada na interpretacdo dos espectros de 1V, RMN
e de Massas e na analise do comportamento cromatogréfico e em reagdes de
microcristalizacdo. Além dessas substancias, 5-cloroatranorina [3a] e zeorina [84] foram
identificadas somente por cromatografia e reacdes de microcristalizacdo. Orselinato de etila
[98], embora tenha sido isolado de P. tinctorum, ndo foi incluido como metabdlito desse
liquen, mas como artefato de técnica.

De acordo com Hale (1965), P. tinctorum (espécime das Ilhas Canarias)
apresenta atranorina e acido lecanorico em sua composi¢do e foram determinados através de
reacOes de coloracdo no talo. Ahmann et al. (1967) isolaram de um espécime do Mississipi,
atranorina, cloroatranorina e acido lecanorico, enquanto que Sakurai et al. (1987) isolaram de

um espécime do Japdo, o orto-depsideo acido isolecandrico [110].

Acido isolecandrico [110]

orto-depsideo

Vicente et al. (1984) analisaram por HPLC os constituintes fendlicos de dois
ecotipos de P. tinctorum. Um dos espécimens foi coletado no Brasil (Paraiba) e apresentou
acido orselinico [26], orcinol, acido nortistico [6], atranorina [3], &cido evérnico [30] e um

componente nio identificado. Acido nortistico foi o componente principal desse espécime. O
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outro espécime, um ecotipo de Costa Rica apresentou acido orselinico, orcinol, &cido
nortistico, atranorina, &cido evérnico, acido lecanorico e acido fumarprotocetrarico [50].

Considerando que a amostra de P. tinctorum analisada foi coletada em local
relativamente proximo a uma area que havia sido queimada, orselinato de etila e 0 outro
composto ainda nao identificado (PtAcl) poderiam ser produtos da decomposic¢do térmica dos
metabdlitos secundarios presentes nesse liquen, ou produtos de alteracdes metabdlicas por
acao do calor.

Embora os metabdlitos secundarios de liquens, sejam suficientemente estaveis
nas condicBes de campo e de armazenamento em herbarios, alguns poucos compostos podem
sofrer , ao longo dos anos, decomposicdo parcial em herbarios. E o caso de espécimens
contendo &cido salazinico [52] ou nortistico [6], que assumem coloracdo vermelha. Outro
exemplo, é o acido tamindlico [8], que facilmente sofre descarboxilagdo resultando em &cido
decarboxitamnolico [45], facilmente detectado por cromatografia. Certos ésteres, como
fumarprotocetrarico [50] (acido fumarico + acido protocetrarico), galbinico (a4cido acético +
acido salazinico) e outros, sdo facilmente hidrolisados e os acidos que lhes ddo origem séo
encontrados juntos com o0s ésteres podendo representar artefatos de armazenamento,
extracdo ou procedimentos analiticos (Culberson et al. 1977).

Hylands et al. (1985) isolaram p-orselinato de metila de Stereocaulon
alpinum e consideraram que esse composto podia ser um artefato proveniente da hidrélise de
atranorina. Cloroférmio contém etanol como estabilizante e nos processos de extragdo com
esse solvente pode ocorrer alcoolise. Para comprovar esse fato, conduziram experimentos em
que atranorina foi aquecida com cloroférmio, contendo diversas proporcées de etanol, e
verificaram que em todos os casos, mesmo nas concentragdes tracos de etanol, ocorre
alcoolise de atranorina. Os autores sugeriram, ainda, que o isolamento de B-orselinato de
metila, como metabdlito de ocorréncia natural de Parmotrema tinctorum, pode ndo ser uma
informacdo correta, visto que 0s processos de extracdo citados envolvem o uso de
cloroférmio como solvente ( Hylands et al., 1985).

Orselinato de etila é citado como um metabolito de Roccella fuciformis DC e
foi isolado por tratamento do liqguen com cloroférmio sob aquecimento (Aberhart et al.,
1969). Esse composto pode, tambeém, ser um artefato de técnica resultante da alcdolise de
eritrina, que é um dos compostos isolados de R. fuciformis. Eritrina é um derivado do &cido

lecandérico com eritritol.
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N&o hé citacdo na literatura consultada da ocorréncia de orselinato de etila
em P. tinctorum. Dessa forma, o produto poderia ser um artefato resultante de alteragfes dos
metabolitos por acdo do calor, devido as queimadas, 