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RESUMO

Cladonia clathrata(Cladoniaceae) € uma espécie liquenica e variatex
de espécies d€ladonia sdo utilizados como remédios na medicina popHara
avaliar as acfes do extrato desse liquen, estodars frealizados sobre as atividades
antinociceptiva, anti-inflamatoria e antioxidant®. extrato hidroalcodlico d&.
clathrata (EHCc) foi utilizado nos experimentos e produzividade inibitoria p <
0,001) sobre o efeito do acido acético no modeloameor¢cées abdominais nas doses
de 100 (47,2%), 200 (47,2%) e 400 mg/Kg (86,4%@made reduzir o efeito da
formalina na primeira (400 mg/Kg,< 0,01) e segunda (200 e 400 mg/Kg; 0,01)
fases da nocicepcao. A migracdo de neutréfilos paravidade peritoneal induzida
pela carragenina foi inibida pelo pré-trataments @oimais com o EHCc na dose de
400 mg/Kg p < 0,001). O EHCc reagiu com o radical DPPH e redoznesmo em
25,76%, com um valor de &lde 77,39 + 5,08g/mL de DPPH. O EHCc mostrou

atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria, cqotencial antioxidante.

Palavras-chave:antioxidante; atividade anti-inflamatéri@ladonia clathrata efeito

antinociceptiva; liquen.



ABSTRACT

Cladonia clathrata(Cladoniaceae) is a lichen specie and sevE@latlonia
species extracts have been used in folk medicmerder to evaluate the actions of
this lichen extract, studies were performed onnaaiceptive, anti-inflammatory,
and antioxidant activities. The hydroalcoholic extrof C. clathrata(HECc) was
used in the following experiments and elicited itary activity (@ < 0.001) on
acetic acid effect at 100 (47.2%), 200 (47.2%), 400 mg/Kg (86.4%), and reduced
the formalin effect on both the first- (400 mg/Kg< 0.01) and second-phases (200
and 400 mg/Kg,p < 0.01). Carrageenan-induced neutrophil migratioto ithe
peritoneal cavity was inhibited with the HEGr< 0.001) at the dose of 400 mg/Kg.
The HECc react with the DPPH radical and reduce shme by 25.76%, and
exhibited 1G, value of 77.39 + 5.08g/mL DPPH. The HECc shows antinociceptive

and anti-inflammatory activities, with antioxidgrdtential.

Key-words: anti-inflammatory activity; antinociceptive effe@ntioxidant;Cladonia
clathrata lichen.
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1 INTRODUCAO

A busca por fontes naturais de novos analgésicasitieinflamatorios é
crescente, isso se deve, principalmente, a neegsside se encontrar substancias
com efeitos colaterais menores e custos reduzigespode ser uma fonte alternativa
de farmacos para minimizar o sofrimento do homem.

Virus, bactérias e seus produtos ativam o sisteaneochplemento que tem
como uma das fun¢gBes a amplificacdo da respodamiaforia. Os derivados do
complemento C3a e Cba ativam leucdcitos, induziadgeracdo de oxidantes e
citocinas que séo lesivas aos tecidos quando eas&x¢RUBIN; SCHWARTING;
STRAYER, 2006). A neurodegeneracdo mediada poarmdtdo envolve ativacao
dos macréfagos residentes no encéfalo (microgliad,liberam fatores neurotéxicos
e pro-inflamatorios, incluindo citocinas, radichises, 6xido nitrico e eicosandides,
qgue podem lesar neurdnios e células gliais. Aléra dwmcréfagos residentes,
neutréfilos e macréfagos derivados de mondcitoscaliente sanguinea podem
induzir neurodegeneracao (LIMA et al., 2007). Naosite, as células inflamatorias
respondem com incremento na producdo de prostagémdcitocinas e intensa
formacdo de espécies reativas de oxigénio e radlnaies. I1sso leva ao estresse
oxidativo, que rapidamente amplifica o processtamétorio, causando destruicao
articular, edema e dor (FILIPPIN et al., 2008).

A maioria dos mediadores quimicos da inflamac&o acdons, cininas,
histamina, 6xido nitrico, prostanéidescitocinas, seja direta ou indiretamente,
ativam nociceptores periféricos. A bradicinina ativeurénios sensoriais primarios
via receptores B entretanto, nos tecidos a bradicinina é converéith des-Argy
bradicinina, atuando seletivamente sobre os remptd, cuja expressao normal é
muito baixa, mas supra-regulada em tecidos inflama@s receptores;® B, estdo
envolvidos na patogénese da dor e da inflamacaprdstaglandinas e os fatores de
crescimento podem ativar diretamente nociceptotresrarementar a sensibilidade

nociceptora.

1 A enzima ciclooxigenase induzivel (COX-2) geraahélitos importantes na inducao da
dor e inflamac&o; o bloqueio na producéo de prémtainas provenientes da COX-2, pelos
anti-inflamatdrios ndo-esteroidais, diminui a dar ieflamacao.



Os liquens sao usados pelos homens na medicinaidrzal ha séculos, por
suas propriedades terapéuticas, como se podensotate egipcia (VARTIA, 1973).
Papéis médicos e biologicos de liquens comecarapaeecer no final da Segunda
Guerra Mundial (COCCHIETTO et al., 2002; XAVIER-HIO et al., 2006).

Entretanto, tradicionalmente os liquens tém sidgligenciados. Em parte
isto se deve a falta de conhecimento sobre sudisdeafes praticas”. Alguns povos,
como 0s japoneses, por exemplo, utilizam deternoimdiduens para alimentacéo,
mas isso raramente ocorre nos demais paises. Ogostoa obtidos a partir de
liguens tém diversos outros usos, especialmenteindastria de cosméticos
(principalmente perfumes), na producdo de medictmeencom atividades
antibioticas e antitumorais), na datacédo de detexrdas substratos (liquenometria) e
também, recentemente, no monitoramento do aquetongobal (VAN HERK;
APTROOT; VAN DOBBEN,2002).

Diante do exposto e do potencial uso dos compobkfoE€nicos como
recursos curativos para a saude e homeostase tarsano, quando ha desarmonia
na interacdo dos mediadores inflamatorios que aeguh dor e a inflamacéo,
tornando o sistema imunoldégico um agente agrespa@ O COrpo, € que se
investigou neste trabalho as possiveis acdes rdlaivatoria, antinociceptiva e
antioxidante do extrato hidroalcodlico do liqu&madonia clathrata Ahti & L.
Xavier-Filho (Cladoniaceae).

Outro fato que motivou o estudo dessa espécigqderiié que, até o presente
momento, ndo ha relatos sobre seu possivel usatada soletiva. Devido a presenca
de compostos fendlicos e de outras substanciasizidas pelos liguens para sua
sobrevivéncia, esforcos para se conhecer melhgrmoariedades farmacoldgicas e
quimicas sao importantes. Além disso, busca-séuadidade, novos compostos anti-
inflamatorios que néo interfiram na homeostase @gsos, nao influenciando na
sintese da COX-1, e que ndo tragam supressao tamaismunoldgico, como 0s
glicocorticéides. Para tanto, utilizou-se moddlowivo de nocicepgdo (contorgdes
abdominais e teste da formalina) e inflamacéao t@ate), e o modelan vitro de
sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picrilnédila (DPPH), a fim de comprovar a

eficacia do uso deste liquen na medicina popular.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1Inflamacao

Segundo Rocha e Silva e Garcia Leme (2006) a qgaiaflamacao, do grego
phlogosise do latim flammg significa fogo, 4&rea em chamas. Descrigcbes das
caracteristicas clinicas da inflamacédo foram emadat em papiros egipcios,
datados de aproximadamente 3000 a.C., mas o poimeior a listar os quatro sinais
cardinais da inflamacéao foi Celsius, um escritonaino do século | d.C., que relatou
o aumento no fluxo sanguineo e a dilatacdo dos gmesu vasos rgbor), a
permeabilidade vascular aumentadampr), que levaria a um aumento na
temperatura localc@lor), a passagem de células do sangue circulante éochr
(dolor). A perda de funcadunctio laes o quinto sinal clinico, foi posteriormente
adicionada por Virchow (1858).

Kumar et al. (2005) comentam que John Hunter, worgtdo escocés, em
1793 observou o0 que é Obvio para os tempos amaflamacao ndo € uma doenca,
mas uma resposta sem especificidade, com objetiahgares ao hospedeiro. A
doenca, vinculada a inflamacao, esta no desedaililessta resposta.

Para Aller et al. (2007) a descricdo moderna flanmacéo superficial ndo
difere significativamente da definicdo formulada @elsius no primeiro século d.C.
Estudos microscopicos tornaram possivel estabelgaer os sinais clinicos da
inflamacéo sdo resultantes da vasodilatacdo, acdchelleucdcitos, aumento do
fluido intersticial e estimulacéo dos terminaisvesos por mediadores.

A inflamac&o € uma resposta a infec¢do, antigenoeséao tecidual, e tem
por funcdo erradicar os agentes microbianos otantgs e potencializar o reparo
tecidual (FLOWER; PERRETTI, 2005; NATHAN, 2002; SR®O0D; TOLIVER-
KINSKY, 2004; TRACEY, 2002).

A defesa do corpo humano contra hospedeiros cangeebarreiras fisicas e
guimicas, como pele e membranas mucosas, assimaaeidez gastrica ou o fluxo

secretorio e excretdrio. Agentes que ultrapassatas esarreiras encontram 0s



mecanismos de defesa, as respostas imunes, dessgaaceconhecer e eliminar
corpos estranhos (WALZOG; GAEHTGENS, 2000).

O processo inflamatorio pode ser dividido em:amfacdo aguda, inflamacao
cronica e resposta imune. A divisdo das inflamagiipsla e crbnica € baseada na
duracdo e caracteristicas patoldgicas da reacaoflalnacdo aguda tem, tipica ou
relativamente, curta duracdo (horas a dias), eréctemizada por vasodilatacao,
exsudacdao de fluido rico em proteinas (plasma)ragép de células (primariamente
neutrofilos) para o sitio lesado e, em alguns ¢adoscao da cascata de coagulacéo.
Processos patolégicos causados pela exacerbacgoadeos inflamatdrios agudos
estdo entre os maiores desafios de gerenciamera@pastesistas e profissionais de
cuidados intensivos. Sepse, traumas severos eeagandirgias sdo exemplos de
situacbes que apresentam o0s principais componemié@matorios agudos
(BENJAMIM, 2001; SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).

A artrite reumatéide, lapus eritematoso sistémesma, tuberculose, gota,
vasculite, silicose e aterosclerose sdo exemplododacas inflamatdrias cronicas.
Estas desordens sé&o caracterizadas por longa dyssgéanas, meses ou anos), com
inflamacédo ativa, destruicdo tecidual e tentativ@ deparo, ocorrendo
simultaneamente. Infiltracdo de células mononuekear fibrose sdo caracteristicas
histoldgicas tipicas da inflamacao crénica (DI VARREITAS, 2001).

A resposta imune aparece, quando as células imgicamente competentes
sdo ativadas em resposta aos organismos estraohosubstancias antigénicas
liberadas durante a resposta inflamatdria aguder@uica. A resposta imune pode
ser dividida em respostas inatas e adaptativasstens imune inato € ativado
imediatamente ap0s uma infec¢cdo, desencadeandgpaste do hospedeiro ao
microorganismo infectante e emitindo um sinal devagéo para a resposta
imunologica adaptativa. Eventos como a vasodilatag@&rmeabilidade vascular
aumentada e infiltracdo celular sdo parte da réspamune inata, e seus
componentes celulares primarios sdo os macréfagialas dendriticas, células
natural killer (NK) e neutrofilos. Proteinas efetoras clesues como o sistema
complemento, reagentes de fase aguda e a cascai@agalacdo tém importante
funcdo na imunidade inata. A resposta imunolégitaptativa ou especifica s6 é
desencadeada apds o reconhecimento do patégenmgetsta imune inata, a qual
deflagra todo um conjunto de rea¢des singularmespecificas contra o invasor e



também torna as acbes dos componentes da respattamuito mais eficazes. Os
linfécitos sdo os principais componentes celulatasresposta adquirida, sendo
divididos em linfécitos B, responsaveis pela retgpdaimoral, isto é, producdo de
anticorpos; linfécitos T, que fazem a inducdo dgposta e sdo responsaveis pelas
reacdes imunolégicas mediadas por células; e alas@K células linfoides ativas
na resposta inata (DI VAIO; FREITAS, 2001; RANG; D& RITTER, 2004;
SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).

Esses mecanismos de resposta imunoldgica, basemdiosicoes sofisticadas
dos leucdcitos, também sao responsaveis pela alg@inde células ndo funcionantes
ou lesadas, e assim contribuem para a manutenc@ordeostase tecidual. Dessa
forma, os mecanismos de defesa ndo apenas protegeganismo da infeccdo, mas
também permitem a remocdo de restos celulares eodgonentes teciduais
destruidos, originados, por exemplo, de isquemia tmmuma (WALZOG,;
GAEHTGENS, 2000).

Como parte dessa defesa inata, a resposta inflematguda, iniciada em
situagdes nocivas, bioldgicas, quimicas ou fisiddsmargem ao recrutamento de
leucécitos e sua migracao rapida e direcionada negiées alvo dentro do corpo, o
primeiro de quatro pré-requisitos para uma defdéstiva nos locais de lesdo. No
segundo passo, 0s leucécitos desenvolvem instrosieaspecificos que sao
responsaveis pela eliminagédo de corpos estranhoélalas de tecidos lesados. Estes
leucécitos sdo impedidos de causar lesdo tecidesalodhtrolada, pelos mecanismos
de contencdo seguidos de formacéo e, finalmerdelugio da resposta inflamatéria
aguda. Por fim, a inflamac&o da passagem aos paxds reparo e cicatrizacdo que
permitem a recuperacao integral da funcdo teciduadfitutio ad integrum
(WALZOG; GAEHTGENS, 2000). Entretanto, uma reagaftamatoria exacerbada
pode levar a lesdo tecidual e, se severa, causstomipensacao fisiologica,
disfuncéo organica e morte (SHERWOOD; TOLIVER-KINGK004).

Os principais mecanismos de defesa do hospedentbacmicroorganismos
sdo os anticorpos (defesa humoral) e os leuco¢defesa celular). Estes séo
encontrados normalmente na corrente sanguinea,eojugtifica a importancia
atribuida, na inflamacdo aguda, aos fendmenos Maesu Em situacbes de
homeostase, normalmente as proteinas plasmatieas cglulas circulantes estédo

contidas no interior dos vasos, em movimento ntideo fluxo sanguineo. Diante



de um estado inflamatodrio, os vasos sanguineogrso¥arias alteracées, com o
objetivo de facilitar a passagem de proteinas @ésas e células sanguineas da
circulacao para o local da leséo ou da infeccadKR et al., 2005).

A vasodilatacdo segue a vasoconstricdo inicial guesvertida 10 a 15
minutos apls a lesdo. A transicdo de constricda pdatacdo é mediada por
diversos fatores, produtos endoteliais, por exengfatores derivados de mastocitos
como leucotrienos, prostaglandinas e, particulateyelnistamina, que contribuem
para avasodilatacéo (ALLER et al., 2006).

O edema, uma caracteristica fundamental da inflamaguda, é causado
pelo aumento da permeabilidade vascular, que levextavasamento transvascular
de fluido rico em proteinas de alto peso molec(#xisudato) do compartimento
intravascular para o intersticio (ALLER et al., BQKUMAR et al., 2005). Esse
edema é resultado das acfGes de mediadores comaminist bradicinina,
leucotrienos, componentes do complemento, substaRcie fator de ativacao
plaquetéria (PAF). Estes fatores alteram intenstanas funcdes de barreira dos
pequenos vasos e aumentam a permeabilidade ddarespé vénulas a agua e
proteinas. Um papel fundamental da mudanca na péiticede vascular é facilitar
a chegada de células e fatores solluveis, comoogmbis e proteinas de fase aguda,
ao sitio de leséo tecidual (ALLER et al., 2006 MAIO; FREITAS, 2001).

A vasodilatacdo e a exsudacao plasmatica sdo ardragas pela marginacao
de leucdcitos, sua adesao e migracdo (SHERWOODJVER-KINSKY, 2004). A
migracao leucocitaria para os sitios de inflamazaoucial para as funcdes celulares
dos leucécitos tanto na imunidade inata quantodaptativa, a qual também foi
implicada como uma caracteristica chave em inandoascas inflamatérias como
lesédo de isquemia-reperfusdo, artrite, doencaniafléria intestinal e a sindrome de
disfuncdo multipla dos 6rgdos associada a sepsetraama (VAN MIERT, 2002).

A migracdo de neutrdfilos, mondcitos e células NKca@mumente iniciada em
respostas inatas, através da geracdo local de dwoeesa inflamatérios, como
quimiocinas e citocinas especificas, seguindo @s@ol inflamatéria.

Vérias citocinas proé-inflamatdrias estdo envolside geracdo da febre e
estimulam a hipofise a liberar horménios do estre&das também estimulam o
figado a sintetizar inUmeras proteinas de fase agumno proteina C reativa,
fibrinogénio e antiproteases importantes (NYSTRQPBS).



A dor constitui um importante sistema de alarme@mnismo para sinalizar
a existéncia de ameaca a integridade tissular, oseagsim um dos sinais
caracteristicos da resposta inflamatoria. Sempeeugua célula ou varias células em
um tecido sdo lesadas, diversas substancias siadiés. Uma injuria periférica ou
em um nervo faz com que véarios mediadores inflantsdsejam liberados,
sensibilizando varios receptores da dor (nocicep)oiCom o objetivo de investigar
esse fendbmeno e verificar a relacdo dessas sulastécmm o fendmeno da dor,
varios autores demonstraram que a dor é provocadsybstancias, tais como:
acetilcolina (ACh), 5-hidroxitriptamina (5-HT, séonoina), histamina, substancia P,
angiotensina, bradicinina, entre outros (DE LEO; NWELSTEIN, 2002;
KATZUNG, 2000).

Segundo Rang, Dale e Ritter (2001) a dor, umaag@asque normalmente é
desagradavel e subjetiva, indica um problema ocgaou a possibilidade de uma
leséo do corpo, funciona como um alerta e envobgcepcao (percepcao da dor) e
consciéncia da dor, sua origem, seu significadas sonsequéncias e como aliviar.
Para isso, deve haver atividade cortical, que deeiado pelo choro, expressao
facial, capacidade de visualizacdo e consciéngaces de pessoas e objetos. A
percepcao de estimulos nocivos denominada de paéicgendo € a mesma que dor,
gue € uma experiéncia subjetiva e inclui um foolmmonente emocional (afetivo).

A dor se inicia em terminagfes nervosas espasifiue sdo denominadas de
nociceptores, 0s quais se encontram distribuidogquw o corpo e transmitem as
mensagens sob a forma de impulsos elétricos, agoldies nervos até a medula
espinhal, e em seguida ao cérebro. Algumas vezgaabdesencadeia uma resposta
reflexa ao chegar a medula espinhal. Quando ista@cum sinal é imediatamente
reenviado ao longo de nervos motores até o lodginaf da dor, desencadeando a
contragcdo muscular. Um exemplo de resposta reflexa reacdo imediata de
afastamento quando se toca inadvertidamente algomma muito quente. Somente
guando o cérebro processa o sinal e o interprete @wor, o individuo passa a ter
uma percepc¢ao consciente da mesma (GOODMAN; GILMEG96).

A diferenciacdo entre dor e nocicepcdepende de interacbes neuronais
complexas, que envolvem sistemas excitatérios eresspres, e reflexos
comportamentais a estimulos dolorosos. Em condigéasais, a dor esti associada
a uma atividade elétrica nas fibras aferentes piamée pequeno diametro dos



nervos periféricos. Erlanger e Gasser dividiranfitaas nervosas de mamiferos nos
grupos A, B e C, com subdivisdo adicional do grapam fibrasa (alfa),p (beta),y
(gama) ed (delta). As fibras A mielinizadas sdo mais rapidas, com velocidade de
conducgéo de 12 a 30 m/s, e respondem principalmemstimulos mecéanicos ou
térmicos, estando relacionadas com dor, frio e(&iioVA, 1998).

As fibras C (ndo mielinizadas) possuem baixa veémte de conducéo do
impulso nervoso, menos de 1 m/s, encontram-seizadals na raiz dorsal, e
respondem a estimulos mecanicos, térmicos ou godmi@zao pela qual séo
também chamadas de nociceptgremodais C. Os nociceptores polimodais estédo
relacionadas diretamente com respostas reflexasai@r parte das fibras dolorosas
pode ser excitada por tipos multiplos de estimulss.informacdes sensoriais
periféricas sdo enviadas para o sistema nervostwatd8NC) através de fibras
altamente especializadas, enquanto que a discgaonantre os estimulos cutaneos
que ativam as sensacodes de frio, calor ou toques-ske a presenca de receptores
sensoriais periféricos, por isso essas fibras sdas tcomo fibras aferentes
nociceptivas cutaneas. Existem evidéncias de quersmissor secretado pelas
fibras aferentes priméarias da dor é a substan€¢RANG; DALE; RITTER, 2001).
Um aspecto da dor inflamatoria reconhecido cliniear@ ha séculos é o fendmeno
de hiperalgesia, definida como um estado de ifieagéio da sensacdo dolorosa,
mediante uma estimulacdo nociva ou ndo do tecidf&peo. A hiperalgesia pode se
manifestar como dor na auséncia de estimulos e@deftior espontdnea), como
resultado de estimulos indcuos de baixa intensi¢ilddinia), ou ainda de estimulos
nocivos. A hiperalgesia pode ser classificada em tijpos: primaria, a qual ocorre
no local da injdria, e secundaria, a qual ocorreageas proximas ou nao do local
afetado. A hiperalgesia priméria € caracterizada pemento da sensibilidade a
estimulos térmicos ou mecanicos, enquanto queumdada se caracteriza por maior
sensibilidade somente a estimulos mecanicos (GOOMMALMAN, 1996).

A explicacdo classica para o0 mecanismo da hipesalginflamatéria
periférica € que esta resulta da sensibilidadendogeptores aferentes primarios por
mediadores endogenos liberados por tecidos inflamaou lesados. Existem
substancias que atuam diretamente no nociceptar graduzir hiperalgesia, como
por exemplo, a prostaglanding E a prostaciclina, e dentre as vias indiretas que
levam ao desenvolvimento de hiperalgesia podetae @ileucocito, o terminal do



neurbnio poés-ganglionar simpatico, além dos préprigrodutos da via da
ciclooxigenase do acido araquiddnico (SILVA, 1998).

Os mediadores da dor inflamatéria podem ser diegliem duas classes:
ativadores diretos dos nociceptores, como por ekgrmaphistamina e bradicinina; e
up-regulators(reguladores para cima), que sensibilizam diretéenes nociceptores,
como por exemplo, os produtos do metabolismo daloa@raquidénico pela
ciclooxigenase (prostaglandinas) e as aminas bicgg€inoradrenalina, dopamina e
5-HT). Os nociceptores normalmente envolvidos na uhdlamatéria sdo os
polimodais de alto limiar ou aqueles concentradwsfipras finas mielinizadas que,
geralmente, estdaown-regulated(regulados para baixo ou desativados). Um
estimulo térmico, mecanico ou quimico de baixansittade que pode ativar o
nociceptor, se este estiver sensibilizado, € incdpdazé-lo se estiver no seu estado
normal @own-regulated Um nociceptor chamado de silencioso, associado a
pequenas fibras aferentes, foi mostrado em sitisserais e articulagdes; esses
nociceptores ndo podem ser ativados em tecidos amrimas sdo “acordados”
durante a inflamag&o. A neurotransmissao no sistelescendente de controle
nociceptivo € muito complexa e envolve principalteemecanismos opioides,
serotoninérgicos, adrenérgicos e colinégicos, qtigama vias descendentes
responsaveis pela inibicdo de neurénios do corngatida medula espinhal (RANG;
DALE; RITTER, 2001).

Muitas variaveis podem modificar o processo infi#dno basico, como a
natureza e a intensidade da lesédo, o local e dotedetado, e a responsividade do
hospedeiro. Entretanto, a inflamacdo aguda, gerdémevolui para um destes trés
resultados finais: resolugédo completa, estado ;idézdtrizacdo pela substituicdo de
tecido conjuntivo (fibrose); progresséo da resptestamual, a cronicidade da resposta
(DI VAIO; FREITAS, 2001; KUMAR et al., 2005).

2.2 Radicais livres e substancias antioxidantes

Sao denominadas radicais livres, quaisquer espguienicas que apresentam
pelo menos um elétron ndo compartiihado na camadavaténcia. Em 1900
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descobriu-se o primeiro radical livre, e em 1954médico e quimico Denham
Harman, pela primeira vez relacionou estas subsimeativas e toxicas a uma
doenca implacavel: o “envelhecimento”. Acreditacpge esses elementos, com
elétron ndo pareado na camada de valéncia, sejagspgnsaveis, pelo menos em
parte, por elevado nimero de doencas no organisma)esmo pelo aceleramento
de algumas doencas como o cancer, diabetes, as®acas cardiovasculares e
reumatoldgicas, entre outras (EBADI, 2002).

Os radicais livres sdo extremamente reativos, csemdntinuamente
produzidos na fosforilacdo oxidativa, processosabt@icos e outros sistemas
biologicos. Um radical livre é extremamente instagemo tudo na natureza tende a
se estabilizar, esse atomo procura reagir com mi@€co organismo rapidamente,
roubando-lhe um elétron (processo designado condagi&o) e assim, gerando outra
molécula reativa. Essa reacdo em cascata, que rsea feucessivamente no
organismo, € altamente lesiva e prejudicial pareéddas. Caso essa reacdo nao seja
combatida, existe grande probabilidade de se foumamprocesso inflamatério no
organismo, o qual ativara diferentes sistemas derdposicdo, incluindo enzimas
hormonais e lipideos de membranas. O estresse tiogideorresponde a um
desequilibrio entre a taxa de producdo de agentiesrdes e sua degradacdo. A
desorganizacao estrutural dos lipideos de membganasprocesso conhecido como
peroxidacao lipidica, que € a principal conseqi#édoiestresse oxidativo.

Acredita-se que as doencas degenerativas cromica® a doenca de
Alzheimer, doenca de Parkinson, aterosclerose, lcagpes da diabetmellitus
envelhecimento precoce, entre outras, estejamioakdas com o estresse oxidativo
(ANDRADE et al., 2007; VICENTINO; MENEZES, 2007).

No sistema fisioldgico, os radicais livres sdodpmdos pelas células durante
0 processo de respiracdo celular aerobica realipatho maioria dos seres vivos,
animais ou vegetais, e fornece a célula a energiessaria para suas atividades
metabodlicas, como exemplo, a quebra da glicose epiente dos alimentos
absorvidos. Os radicais livres sdo essenciais gpagao sistema de defesa orgéanico
seja eficaz, como 0 que ocorre em uma reacao iaftam, onde os radicais livres
causam leséo celular, calor, rubor e edema locas, em contrapartida acabam com
0 agente invasor. Os processos metabdlicos na@asamicas fontes de radicais
livres. Fatores externos, como poluicdo ambiefuato, radiacdo ultravioleta, raios-
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X, élcool, residuos de pesticidas, consumo exocesa\rituras, estresse, alimentos e
bebidas com aditivos quimicos e horménios, entteosupodem contribuir para o
aumento da formacdo dessas moléculas no organigENTINO; MENEZES,
2007).

Os radicais livres considerados mais reativosogapto, considerados mais
agressivos para as celulas do organismo, sédo madas a partir do oxigénio, como
0 anion superéxido (O+ 1le - O.*), o radical hidroxila formado a partir do
peréxido de hidrogénio (& 1€ + 2H — H,0,+ 1€ —~ OH + OH° / OH° + 1€ +
H* - H,0), e 0 oxigénio singleto que é produzido quandozaultravioleta ou a
camada de ozonio atingem as células. Para regutbgsioadicais livres, 0s seres
aerobios desenvolveram mecanismos antioxidantgwratecdo, como enzimas do
tipo catalase (2D, - 2H, O+ O,) e peroxidase (b0, + 2G-SH - 2H,0+ GS-SG),
que sdo responsaveis pela transformacdo do perdeddidrogénio em &agua.
Entretanto, o organismo ndo consegue neutralizekoesso de radicais livres, e
como ja foi citado anteriormente, o acumulo de acaidi livres € extremamente
nocivo ao organismo. O que se tem no momento mamdater os radicais livres é a
prevencao, por exemplo, através de uma alimentacdem antioxidantes. Varias
substancias sao consideradas antioxidantes comaexgmplo, vitamina C (acido
ascorbico), vitamina E aftocofenol), vitamina A [§-caroteno), vitamina B
(tiamina), vitamina B (riboflavina), tofu (queijo de soja), cha verdayanol), além
de minerais como, zinco, selénio, cobre e mangan@setabdlitos secundarios de
plantas, polifendis e isoflavona de soja, flavoes§jcentre outros (ANDRADE et al.,
2007; EBADI, 2002).

Atualmente a busca pelas propriedades antioxidartas plantas é
relativamente grande, visando substituir os ardemxies sintéticos ou fazer
associacao entre eles. Os antioxidantes usadosl@stiia alimenticia visam evitar a
oxidacao lipidica, a qual pode ser inibida pelolisstro de radicais livres, tendo a
funcdo de conservar os alimentos (ANDREO; JORGBGSPR00s compostos mais
utilizados com esta finalidade s&o o butil-hidrarisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno
(BHT), galato de propila (GP) e terc-butilhidroguma (TBHQ). Os antioxidantes
sintéticos apresentam um inconveniente por serdabev® e facilmente decompostos
em altas temperaturas (ANDREO; JORGE, 2006).
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Estudos tém demonstrado a possibilidade dos aadiotes sintéticos
apresentarem alguns efeitos toxicos para o organigmncipalmente com o
consumo crénico. O GP, por exemplo, quando em pgesale peroxido de
hidrogénio reage com ions ferrosos formando espéeativas de oxigénio, as quais
podem posteriormente atacar alvos biol6gicos (MOEWUX, 2004; SOUSA et al.,
2007).

Pode-se encontrar na literatura um aumento cresdentrabalhos cientificos
onde sao investigados extratos brutos, fracOediqgadas ou seus componentes
isolados, visando avaliar o poder antioxidantepdastas (ANDREO; JORGE, 2006;
KOLEVA et al., 2002; SILVA et al., 2005).

Os antioxidantes naturais podem ser extraidosedetsais e plantas. Muitas
ervas e especiarias, utilizadas como condimentoslgons pratos, sdo excelentes
fontes de compostos fendlicos. As plantas podenmtecogrande variedade de
moléculas sequestradoras de radicais livres, campastos fendlicos das seguintes
classes: flavonoides, quinonas, cumarinas, ligne&sninos. Relata-se que muitos
desses compostos possuem além da atividade aatbejd atividades
antimutagénica, antimicrobiana, antidiabética eiafftamatoria.

Os antioxidantes sdo moléculas com carga positive S combinam aos
radicais livres, tornando-os inofensivos ao organis Agem reduzindo a
concentracéo de radicais livres, apresentando el psodulador, e ndo bloqueador
(EBADI, 2002).

Um estudo promovido por Giilgin et al. (2002) mastgoe 0 extrato aquoso
do liquen Cetraria islandica apresenta forte poder antioxidante, redutor e
sequestrador de radicais livres (método do 2,Zifepicrilhidrazila - DPPH),
associados com a presenca de fendis. Behera €085) também relacionaram
atividade antioxidante e sequestradora de radicaes (método do DPPH) com a
presenca de fendis no liquelsnea ghattensi?audel et al. (2008) demonstraram
que cinco espécies de liquens polareStereocaulon alpinum Laurer
(StereocaulaceaelRamalina terebratddook and Taylor (Ramalinacea®)aloplaca
sp. (Teloschistaceae),ecanora sp. (Lecanoraceae) €aloplaca regalis(Vain.)
Zahlbr. (Teloschistaceae), apresentaram atividade an#oted muito superior

guando comparadas aos liquens tropicais.
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2.3 Liquens

2.3.1 Historico

O nome liquen (do gredeichén surgiu por volta do ano 300 a.C. quando
Teofrastus, o Pai da Boténica, sentiu necessidageatdbuir um nome as
“excrescéncias” encontradas nos troncos das Qisemuitas das quais eram o que
atualmente se conceitua como liguen (MARCELLI, )9%ntretanto, apenas em
1868, foi reconhecida a verdadeira natureza dagetis, quando o biélogo suico
Schwendener demonstrou tratar-se, ndo de um onganiegetal, mas de uma
simbiose complexa entre algas e fungos. No entantdgia inicial de simbiose
fungo-alga ndo foi aceita por todos. Botanicos cddoonet, Bonnier e Warning,
inclinaram-se a considerar, nos liquens, a exigéte um parasitismo do tipo que
Warning denominou helotismo: a alga seria parasitsdo fungo, que dela retiraria
seu alimento. Outros, como Beijerink (1890), adwaiti parasitismo, considerando a
alga como parasita do fungo (XAVIER-FILHO; RIZZINI976).

Numerosas teorias foram propostas e as explicagdsgcederam através dos
tempos. Os liquens podem ser compreendidos comesuwltado da associacao
simbidtica entre alga e/ou cianobactéria e funggu® permite a formacédo de uma
estrutura especifica, denominada talo liguénico RGAS et al., 1995;
INGOLFSDOTTIR, 2002), morfologicamente diferente ektrutura adquirida pela
alga ou fungo quando em vida livre (HALE, 1979).

Embora a literatura classica inclua os liquendivégsdo dos criptbgamos,
admitindo uma relacéo filogenética com algas paluiares, musgos e pteridofitas,
ha uma grande controvérsia quanto a sua classificagm niveis taxonémicos
superiores (MARCELLI, 1995). Alguns liguendlogosdalitem a classificacdo atual
dos liquens e preferem referir-se a estes orgasistomo fungos liquenizados,
devido a predominadncia do micobionte dentro da aa&s@o simbidtica
(BARINAGA, 1995) e pela auséncia de evidéncias meamcestral comum entre os
fungos formadores de liquens (GARGAS et al., 1996kistematica dos fungos

liquenizados, quanto a ordem, familia, género é@spbaseia-se principalmente na
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analise e descricdo de caracteres morfologicosalioliguénico e dos apotécios
(MARCELLI, 1995; NASH, 1996). Contudo, a pesquisa algumas substancias
quimicas caracteristicas dos liquens também temugitizada como ferramenta da
sistematica (MARCELLI, 1995), o que tem despertagimnde interesse no
desenvolvimento de pesquisas nesta area com oivobjg¢ isolar, purificar e

caracterizar estruturalmente as substancias pessemeste tipo de organismo
(GORIN et al, 1993).

2.3.2 Aspectos Gerais

A simbiose liquénica € uma estratégia evoluciendem sucedida, resultando
em uma rica diversidade de espécies fungicas (GRUEEOKEN, 2000). A
significativa diversidade de espécies ilustra-smfarme se apresenta na fig.1,
basicamente por trés tipos de talos: folioso, doso e crustoso (AHMADJIAN,
1993; NASH, 1996).

Segundo Smith (1992) os biontes liquénicos asdosidormam um talo
integro, no qual a alga e/ou a cianobactéria (fotdb) estd localizada
extracelularmente a hifa fingica (micobionte). @ahionte geralmente pertence ao
filo Ascomycotamas também pode pertencer ao Blsidiomycotaja o fotobionte
pode pertencer tanto a€hlorophyta quanto as Cyanobacteria (BENATTI;
MARCELLI, 2007). A biomassa liquénica é compostangpalmente, por hifas
fungicas que, em espécies mais complexas, desemrele em estruturas, com
carater anatbmico e morfolégico, altamente espeadds. A respeito das
caracteristicas morfolégicas, as células fotolastisio sempre envolvidas por hifas
e localizam-se proximo a superficie inferior e acido coértex fungico. Desta forma,
os liguens apresentam uma organizagao interna guetiza as folhas de plantas
superiores, nas quais a absorcao de luz pode senimada (HONEGGER, 1993).
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Fig. 1. Tipos de talos liquénicos: folioso (exempl¥anthoria polycarp® crustoso
(exemplo: Diploicia canescens e fruticoso (exemplo:Usnea subfloridana Fonte:
PRITCHARD; BRADT, 1984.

A respeito do micobionte, faz-se necessario daliea diversidade destes
organismos, sendo conhecidas 13.500 espécies desfuiguenizados, dentre os
quais 98% sao ascomicetos (GALUN, 1988; GARGASI.et1895; HONEGGER,
1993; 1995; 1996). De acordo com Hawksworth e @#Bi84), mesmo que os fungos
liquenizados apresentem-se morfolégica e anatongicBermais complexos que 0s
fungos néo liguenizados, ndo ha diferencas fundeiseantre estes organismos e
ndo ha indicacdes de crescimento diferenciado @eestas hifas fungicas
(HONEGGER, 1993).

Ja em relacdo aos componentes fotobiontes dacsenbguénica, dentre os
1.600 géneros conhecidos de algas (GALUN, 198&nap 40 tem sido reportado
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como fotobiontes em liquens (BUDEL, 1992; TSCHERMAWB/OESS, 1988). A
maioria (90%) dos fotobiontes sdo algas verd&siarophytg, sendo os géneros
Trebouxiae Trentepohliaos mais frequentedNostocé o género mais comum de
cianobactérias e é capaz de fixar tantg @@anto N. Dentre a grande diversidade
de fungos liquenizados, em aproximadamente 500ciespéle liguens ocorre a
presenca de dois fotobiontes associados a um @umgm, sendo uma alga verde o
bionte fotossintético primario e uma cianobactériamembro fotossintetizante
secundario, fixador de N (TSCHERMACK-WOESS, 1988). Este ultimo é
particularmente complexo e encontra-se nos cefadgdegides de crescimento do
talo liquénico (MARCELLI, 1995; PURVIS, 2000). Nassimbiose, tem-se entdo a
contribuicdo da alga na producdo de acucares atdevdéotossintese e, no caso das
cianoficeas, a elaboracdo de aminoacidos a partiyad carbbnico e nitrogénio, em
associacdo com a dgua (GOLA; NEGRI; CAPPELLETI,5)96

Os liquens sdo principalmente rupicolas e epjfitags algumas espécies
desenvolvem-se diretamente sobre o solo. Sdo elememportantes na
desagregacao das rochas devido a eliminacdo des cagetdos organicos (acidos
liquénicos), os quais reagem com elementos miné@isuperficie (JOLY, 1975).
Além disso, algumas espécies que fixam o nitrogatmwsférico (aquelas nas quais
o fotobionte é uma cianoficea) sdo comuns e valigsga varios ecossistemas
(AHMADJIAN, 1993; PURVIS, 2000).

De distribuicdo cosmopolita, os liquens sao esfente diversificados nas
regioes tropicais e em areas polares, podendoittinst Unico tipo de vegetacao,
indicando uma grande adaptacdo as condicfes amiBietversas. A excepcional
resisténcia as variagbes de temperatura é umatedstica inerente a esses
organismos (XAVIER-FILHO; RIZZINI, 1976). Os ligusrcom fotobiontes verdes
podem ser metabolicamente reativados quando samstespsomente ao vapor de
agua. Os cianoliquens precisam de agua para reatvametabolismo. Os liquens
perdem rapidamente compostos inorganicos e orgamripds serem re-hidratados.
Fotobiontes verdes tém meios de proteger seusnsistéotossintéticos de repetidos
ressecamentos e luz excessiva (AHMADJIAN, 1993).

Muitos produtos liquénicos vém sendo utilizadosngofarmacos, bases
fixadoras de perfumes, corantes, fontes de aliméRtdRVIS, 2000; RAVEN,
1996), ou ainda, como indicadores de poluicdo amdlielevida a sua sensibilidade
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a SQ, NO, e ozbnio, e habilidade em absorver e acumular isngiasados
(HAWKSWORTH; HILL, 1984; PURVIS, 2000).

2.3.3 Principais constituintes quimicos dos liquens

As substancias quimicas produzidas pelos liquaasagrupadas, de acordo
com a localizagdo no talo, em produtos intracedsla extracelulares. Os produtos
intracelulares (carboidratos, carotendides, vitasiiraminoacidos e proteinas) estao
ligados a parede celular e ao protoplasto. Os posdektracelulares, frequentemente
chamados de metabdlitos secundarios, sdo encostraaonedula ou no cortex,
raramente em ambas as camadas (antraquinonas,orat@an liquexantona,
depsidonas, dibenzofuranos, entre outros) (HONDIREGAS, 1998).

2.3.3.1 Substancias liquénicas

Substéancias liquénicas, conhecidas como &cidogrigos, sdo na maioria
compostos fendlicos, produtos do metabolismo semimddo micobionte
(produzidos pela hifa), sendo depositados no c@tex medula, em concentracéo de
0,1 a 10% em relacdo ao peso do liquen seco, emdroraalguns casos a
concentracdo possa ser superior (HALE-JR, 1983prdducao das substancias
liquénicas se d& por trés principais vias bios8g#é: a do acetato polimalonato, a
do acido chiquimico e a do acido mevalbnico. Degsassao originados os grandes
grupos de compostos. Na primeira sdo formados @osa@raxos, depsideos,
depsidonas e quinonas; na segunda sao originagngroentos amarelos ou laranjas
(calicina, epanorina, &cido leprapinico e acidopinito), derivados do &cido
vulpinico, e na terceira sdo produzidos os terpisoe esterodis. Outras vias podem
ser ainda destacadas como dos aminodcidos e dusdratos verificando-se, nesta

tltima, a biossintese dos sacarideos e polidisetamto, a maioria dos metabdlitos
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secundarios tem origem biossintética via acido uimeco e acetato polimalonato
(HALE-JR, 1983; NASH, 1996; XAVIER-FILHO et al., 26) (Fig. 2).

Cerca de 630 compostos, provenientes do metalmiseundario de liquens,
sdo conhecidos. Dentre estes, estdo os acidosicakféneta e para-depsideos,
depsidonas, ésteres benzilicos, dibenzofuranoston@s antraquinonas, acidos
asnicos, terpenos e derivados do acido vulpiniaad®que alguns destes compostos
sejam produzidos por fungos de vida livre e pontals superiores, a maior parte €
considerada exclusiva de liquens (ELIX, 1996). beva capacidade de reagirem
com substancias quimicas especificas, produzindonaiaria das vezes reacdes
coloridas, e a sua grande especificidade de oanar@&os liquens, estas substancias
vém sendo utilizadas com propdsitos taxondmicass Efio estudadas rotineiramente
pelos liguendlogos, sendo para varios grupos @armeliaceae e Cladoniaceae)
essenciais para a identificacao das espécies (HONDRAGAS, 1998).

Embora muitas destas substancias liquénicas sajahmecidas, o seu papel
ainda ndo esta bem definido. Porém, parece ques esttio envolvidas no
mecanismo de prote¢do contra o ataque de animaositea 0 desenvolvimento de
bactérias, fungos e musgos. Os fendis liquénicosmalados sobre as hifas do
cortex superior, participam do mecanismo adaptatde® diversas espécies
(LAWREY, 1986), e 0 acido usnico, um dos mais fegj@ds compostos de liquens,
protege o fotobionte da radiacdo de baixo comprimde onda (RUNDEL, 1987),
sendo considerado, inclusive, como recurso enemé&im casos de estresse
nutricional (VICENTE; RUIZ; ESTEVEZ, 1980).

Entre as centenas de metabdlitos secundarios ddokete liquens, o acido
asnico é sem davida o mais extensivamente estudadqual € amplamente
distribuido em espécies @adonia (CladoniaceaelJsnea(Usneaceae),ecanora
(Lecanoraceae)Ramalina (Ramalinaceae)Evernig Parmelia (Parmeliaceae) e
outros géneros de liquens (INGOLFSDOTTIR, 2002).
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Fig. 2. Estrutura molecular plana do (a) acido Usnico,c@dicina, (c) acido vulpinico, (d)
epanorina, (e) acido criptoclorofeicmétadepsideo), (f) acido ecanoéricpafa-depsideo),
(g) depsidona e (h) acido leprapinico. Fonte: HONDXILEGAS, 1998.
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2.3.3.2 Carotendides

Os carotendides sdo pigmentos secundarios oudaiossgque absorvem luz,
em comprimentos de onda diferentes da clorofil®& goorrem regularmente em
liquens. A ocorréncia destes compostos nos tatpgticos pode ser influenciada
por fatores ambientais como clima, altitude, la&te, principalmente, a intensidade
da luz ambiental (HALE-JR, 1983). Seu papel emditgpundao € bem conhecido,
porém, parece estar envolvido na protecdo do liqoatra luminosidade excessiva e
também na foto e termo-protecdo evitando a disGpagde energia (ADAM,;
DEMIMING-ADAMS; LANGE, 1993).

2.3.3.3 Carboidratos de baixa massa molar

Relativamente, poucos estudos tém sido realizadosrca da distribuicdo
destes carboidratos de baixa massa molar em désreespécies de liquens
(NISHIKAWA; MICHISHITA; KURONO, 1973). A investigago mais abrangente
foi realizada por Lindberg, Misiorny e Wachtmeis{@®953) em 60 espécies de
liquens. Eles pesquisaram a presenca de polidsné#d, manitol e volemitol, e de
dissacarideos.

Nesta classe de carboidratos encontram-se os sawayfleos redutores
(pentoses, metilpentoses, hexoses e cetoses)isp@am moléculas contendo entre
3 a 7 atomos de carbono) e os oligossacarideos I(GEtRl., 1993).

2.3.3.4 Carboidratos de alta massa molar

O primeiro relato descrevendo a presenca de pohs&leos em liquens foi
realizado por Berzelius, em 1815. A partir de essudom o liguenCetraria

islandicaforam isolados dois polissacarideos conhecidodigpeenina (= liquenana)
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e isoliguenana, os quais eram constituidos poradeisl de glicose (GORIN et al.,
1993; MEYER; GURTLER, 1947). Muitos outros trabalheucederam com o
objetivo de obtencado de polissacarideos de difeseggpécies de liquens. Dentre os
polissacarideos caracterizados, as glucanas sabhomw®polimeros comumente

encontrados.

2.3.4Cladonia spp

O género Cladonia (Fig. 3), pertencente a familia Cladoniaceae, €
caracterizado por apresentar um talo crustoso queesuloso, as vezes estipitado, e
raramente folioso, com ascomas claros e negrapaldetideino biatorino e algumas
vezes imerso (fotobionte cloroficea unicelular;oeep variados; apice do asco com
uma estrutura em forma de capuz). Por¢cdes semetharst hastes suportam o
ascostroma, também denominadas de podécios, quart€ gominante do talo
(NASH, 1996; XAVIER-FILHO et al., 2006). Segundo rHaer (2003), a Austrélia
€ um centro de endemismo do gén@ladonia sendo a diversidade claramente
notavel na Nova Zelandia, que possuia cerca desgécies reconhecidas até 2003,

ano em que oito novas espécies foram descobemagseito em discussao.

Fig. 3.Cladonia sppFonte: mason.gmu.edu/~jlawrey/biography/Clad{pga.

Backor e Fahselt (2004) verificaram a existénaapdrticipacdo de metais

pesados na constituicdo do liqu@iadonia pleurotaem Sudbury (Ontério, Canada).
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Ribeiro et al. (2006) estudaram os metabdlitosCiidonia substellatavainio e
comprovaram potencial bactericida e antifitopatégen

Segundo Xavier-Filho et al. (2006), o liqu€tadonia clathratapertence a
um dos principais fungos liquenizados da ordem hexaes, que se encontra em sua
maioria em climas extratropical e em zonas temperadfrias. Woranovicz et al.
(1997) referem que a galactomana (principal palssdeo em liquens micobiontes
ascomicetos) € quase idéntica entre os liguelaslonia imperialise Cladonia

clathrata.

2.3.4.1Cladonia clathrata

Entre 15 espécies daladonia os B-D-glucanas sdo os mais encontrados
(CARBONERO et al., 2001).

Segundo Ahti (2000) aCladonia clathrata (Fig. 4) possui como
caracteristicas: um talo primario persistente, asguoso, de 2-6 x 1-4 mm, com
I6bulos arredondados quase isodiamétricos, de ceeede e branco papilado-
areolado; um podécio entre 2-4,5 cm de comprimeartim pedunculo entre 0,5-1,5
mm de espessura, de cor cinza palido ao violetaomarcom partes necroéticas
amarelo marrom; cértex pobremente desenvolvidedula incluindo um estrato
algal continuo; @ixo um pouco macio, bem delimitado na medula. géer similar
Cladonia rappii € dificiimente perfurada. ACladonia clathrataé distinguida da
Cladonia verticillaris devido ao seu pequeno tamanho de ponta a popte,conter
os acidos fumarprotocetrarico, protocetrarico dwomaprotocetrarico (Fig. 5).
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Fig. 4.Cladonia clathrataFonte: o autor.

A Cladonia clathrataé distribuida endemicamente no Nordeste do Bidesil,
Paraiba ao Espirito Santo e Minas Gerais, raranent8ao Paulo. Cresce em areas
abertas, habitats arenosos, especialmente proxancosta. Em Sergipe € encontrada
no municipio de Areia Branca, na Serra de ItabajAkE |, 2000).
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Fig. 5. Estrutura molecular plana do (a) acido fumarpretideico e (b) &cido
confumarprotocetrarico. Fonte: HONDA & VILEGAS, 189

2.3.5 Liquens e atividades biolégicas

Alguns extratos de liquens s&o utilizados comounsas curativos na
medicina popular, e testes realizados com liquenstraram a ocorréncia frequente
de metabdlitos com propriedades antibidtica (CAVALQ et al., 1948),
antimicrobiana (INGOLFSDOTTIR et al., 1998), antili(NEAMATI et al., 1997;
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PENGSUPARP et al.,, 1995; YAMAMOTO et al., 1995)akygsica e antipirética
(OKUYAMA et al., 1995). Alguns liquens também samizados como produtos
naturais na medicina tradicional para tratar brdege desordens inflamatorias
(SAKLANI; UPRETI, 1992).

Na antiguidade classica, HipOcrates recomendauaoodeUsnea barbata
como opcao terapéutica frente a desordens utermasa medicina popular, é
utilizado para tratamento de “pé de atleta” (XAVHER.HO et al., 2006). Extratos
de Usnea ghattensippossuem atividade contrBacillus licheniformis, Bacillus
megaterium, Bacillus subtilis Staphylococcus aured8EHERA et al., 2005). Os
liguensUsnea esculenta e Usnea longissievadenciaram efeitos inibitorios contra
melanogenesis (KIM; CHO, 2007).

O extrato daCladina dendroides a atranorina, um dos compostos deste
liqguen, foram capazes de inibir as contor¢Bes abdominduzidas por &cido acético
(MAIA et al., 2002). Entretanto, Maia et al. (200§o foram capazes de afirmar se a
reducdo das contor¢cdes se deu por sedacdo, porngaudia funcdo motora
(observada no estudo de toxidade) ou por mecamsmi@rico.

Na Europa, o extrato d2etraria islandicaé utilizado para tratar inflamacdes
da mucosa (SULEYMAN et al., 2002). No Uruguai, uespécie de liquen fruticoso,
Usnea densirostrd aylor, chamada popularmente de “yerba de la pietee sido
usada medicinalmente (OSORIO, 1982).

Os dibenzofuranos possuem atividade antibiotiesatér a uma gama de
bactérias. Os derivados do acido polipérico e agpolissacarideos demonstram
atividade antitumoral. O &cido poliporico foi isdtadeSticta coronatae ensaiado
frente a leucemia L1210 em rato, revelou-se altéeneativo, mesmo apos
modificacdes dos anéis benzénicos terminais oulglen& dos seus substituintes
(XAVIER-FILHO et al., 2006).

O acido usnico e os acidos alifaticoseta e para-depsideos foram
identificados como componentes ativos do extratdanddico daU. diffracta
apresentando atividades analgésica e antipiréticaaanundongos (OKUYAMA et
al., 1995). Estudos anteriores realizados por ¥hkaynar et al. (2000) demonstram
que a atividade anti-inflamatoria do acido Usnmeando administrado por via oral

na dose de 100 mg/Kg, foi comparavel a do ibupmfem mesma dose, usando 0s
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modelos experimentais de edema de pata em rat®(afudo) gelletde algodao
(efeito crénico).

A administracéo oral do &cido Usnico, nas dose30de 100 mg/Kg, resultou
em efeito analgésico significativo nos modelos detarcbes abdominais induzidas
pelo acido acético e presséo da cauda (INGOLFSDRTZ002). O &cido Gsnico
administrado oralmente, nas doses de 100 e 300gng#biu atividade antipirética
significativa no modelo de hipertermia induzida pdipopolissacarideo
(INGOLFSDOTTIR, 2002). Além disso, algumas subsi@ndiquénicas, como 0s
acidos Usnicos, apresentam também atividade datifiisica, espasmolitica e
antiviral (VARTIA, 1973).

Odabasoglu et al. (2006) referem que o &cido Uspame ter um efeito
gastroprotetor devido a reducdo do dano oxidativofitracdo de neutrofilo nos
tecidos. Em outro trabalho, Odabasoglu et al. (R@@%ificaram que o liquen da
espécieP. rufescengossui maior atividade antioxidante que as espdrigoria
fuscescens, Dermatocafron intestiniforeBseudeyernia furfuracea.

Muitas espécies d€ladonia foram usadas no tratamento da tuberculose
pulmonar (VARTIA, 1973). As acdes anti-inflamatgrianalgésica e antipirética
parecem estar relacionadas com a inibicdo da sidiprostaglandinas devido aos
efeitos de desacoplamento sobre a fosforilacaatxa (INGOLFSDOTTIR, 2002).

Pelo fato dos leucotrienos (LT), produtos do mefialmo da via 5-
lipoxigenase (5-LO) do acido araquidbnico, deserhpgemm importante papel em
diversos estados fisiopatolégicos em humanos (FEORDCHINSON, 1989;
JONES et al, 1989; WASSERMAN et al.,, 1991), pattiomente naqueles
envolvendo inflamagéo, talvez estes mediadoresaposser influenciados por
compostos derivados de liquens (KUMAR; MULLER, 1Rp98lém disso, duas
pequenas moléculas derivadas do metabolismo doenis &cido protoliquesterinico
e acido lobéarico, demonstraram inibir a 5-LO em cémitos suinos
(OGMUNDSDOTTIR et al., 1998). Os depsideos liquési¢ex.: atranorina) s&o
descritos inibir a biossintese de prostaglandiSBANKAWA et al., 1982) (Fig. 6).

Entretanto, dados da literatura sobre a atividad&dica destes compostos
de ocorréncia natural sdo escassos. Isto se deweialmente, as dificuldades

encontradas com a coleta em quantidade suficienteaterial, visto que a maioria
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das espécies de liguens crescem como porcoes sdispgsrincipalmente sobre

pedras ou troncos de arvores.

CHg Q

R CH
o 3
O%

HO OH OH

CHO

CH 3 0(.)(1)(:H3

Fig. 6. Estrutura molecular plana da atranorina (depsidemte: HONDA & VILEGAS,
1998.

2.4 DescrigcOes dos testes farmacologicos e dalatiei antioxidante
2.4.1 Contorgdes abdominais

Depois da injecdo de um agente irritante por nieaperitoneal, o rato ou o
camundongo apresenta uma resposta caracteristieacapsiste de contracdo da
musculatura abdominal acompanhada de estiramergomdonbros posteriores e,
algumas vezes, de tor¢cdo do tronco. Quando umaasuis tem uma longa laténcia,
como o acido acético ou fenilbenzoquinona, podedper que sua acao seja indireta,
possivelmente por liberacdo de uma substancia enddgue excita as terminacgdes
nervosas (COLLIER et al., 1968).

2.4.2. Formalina

O teste da formalina foi introduzido por Dubuisso®ennis (1977) quando
demonstraram que apos uma injecdo de formalinaratws apresentavam uma
resposta de dor bifasica: uma fase inicial e uns® fiardia. O uso de drogas

narcoticas, como a morfina, inibe tanto a primeomo a segunda fase. Entretanto, a



27

segunda fase também pode ser inibida por drogagdlte periférica, como o acido
acetilsalicilico (SHIBATA et al., 1989).

Segundo Murray, Porreca e Cowan (1988), esta amaali foi adaptada
posteriormente para camundongos por Hunskaar €t385). A formalina, diluida
entre 1 a 5%, é aplicada na superficie plantarmdie das patas traseiras, e o tempo
que o camundongo gasta lambendo a pata afetadeadgieo de dor, sendo esse
tempo de lambida considerado nos 5 primeiros min(fesse inicial) e no intervalo

de 20 a 30 minutos (fase tardia) apos a injecdordsalina.

2.4.3 Migracao de neutrofilos para a cavidade qeegl

A migracdo de neutrofilos para a cavidade perdabwme camundongos, no
método descrito por Matos et al. (2003), € induzide administracdo de 0,25 mL
do agente flogistico carragenina (1% em salina)vintraperitoneal. Apos quatro
horas os animais sao sacrificados e recebem 2 nitB&heparinizado (10 Ul/mL)
em suas cavidades peritoneais. A contagem de lkosdatal € realizada em camara
de Neubauer, com as amostras de PBS recuperadateapdnassagem da cavidade

peritoneal.

2.4.4 Avaliacaon vitro da atividade antioxidante (DPPH)

Varios meétodos sao utilizados para determinar\adatie antioxidante em
extratos e substancias isoladas; um dos mais usadsgste em avaliar a atividade
seqlestradora do radical livre 2,2-difenil-1-phidrazila (DPPH), de coloragéo
purpurea que absorve a 515 nm. Por acdo de umxigiaide ou uma espécie
radicalar (R), o DPPH é reduzido formando difenil-picril-hidrazina, delaracéo
amarela, com consequente desaparecimento da abs@udendo a mesma ser
monitorada pelo decréscimo da absorbancia. A paltis resultados obtidos

determina-se a porcentagem de atividade antiox@damimbém denominado de
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percentual de inibicdo (PI), ou poder sequestrad®r radicais livres e/ou a
porcentagem de DPPHremanescente no meio reacional. A quantidade de
antioxidante necessaria para decrescer a concaatracial do radical DPPH em
50% € denominada concentracdo eficientes§Giti concentracao inibitoria (£).
Quanto maior o consumo de DPRpdr uma amostra, menor sera a sua €maior
sera a sua atividade antioxidante (MOLYNEUX, 20B@USA et al., 2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Realizar estudos farmacolégicos e quimicos comti@texhidroalcodlico da
Cladonia clathrata(EHCc) a fim de se verificar possiveis efeitog-aritamatorio,
antinociceptivo e antioxidante que possam ser agegsaude coletiva.

3.2 Objetivos especificos

v' Realizar a dosagem de fendis totais no EHCc;

v' Avaliar a atividade antinociceptiva do EHCc nos mlod in vivo de
contor¢cdes abdominais induzidas pelo acido acéticteste da formalina em
camundongos;

v'Avaliar a atividade anti-inflamatéria do EHCc nodetoin vivo de peritonite
induzida por carragenina em camundongos;

v' Avaliar a atividade antioxidante do EHCc no modelovitro de andlise

quantitativa, usando-se o radical livre 2,2-difdnpicrilhidrazila (DPPH).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Reagentes e drogas

Acido acetilsalicilico (AAS), &cido galico, butildroxi-tolueno (BHT),
carragenina, dexametasona, 2,2-difenil-1-picribmda (DPPH) e morfina foram
obtidos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, E.)J.® acido acético obtido da
Merck (Damstadt, Alemanha) e a formalina da Bakanfo Amaro, SP, Brasil). Os
solventes foram adquiridos da Vetec (Rio de JandRd, Brasil). Todas as
substancias usadas foram dissolvidas em solucia $a0,9%, com as excec¢des do
AAS que foi dissolvido em Tween 80 a 5% em solugéoNaCl a 0,9%, e acido
galico, BHT e DPPH que foram dissolvidos em metaAotoncentracdo final do

tween 80 ndo excedeu a 5%, ndo apresentando negfbiloper se

4.2 Material botanico

Os liquensCladonia clathrataforam coletados no municipio de Itabaiana,
Estado de Sergipe (10°44’S, 37°23'W), em marco@¥ 20 material botanico foi
identificado pelo Prof. Dr. Marcelo Pinto Marcello Instituto de Botanica de Sao
Paulo/SP e depositado convaucherde numero SP 393248. Antes da extracdo, 0s
liquens foram secos a 40°C, em estufa com circolacéenovacédo de ar (Marconi
MA-037) por 24 h.

4.3 Preparagédo do extrato

Os talos secos da. clathrataforam triturados até produzir um po6 fino. O
EHCc foi obtido por maceracao, de 200 g da amasssolvidos em 1 L de &lcool a
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70% (formulac&o de tintura), a temperatura ambiergeb agitacédo, durante 10 dias.
Posteriormente, o material foi filtrado a press@&durida, o solvente removido

usando-se um rotaevaporador e a massa semi-sétidaes dessecador. O residuo
sélido resultante (EHCc) foi estocado a 5°C até ressuspenso em diferentes

concentragcdes com salina.

A dose e o0 volume administrados foram calculadosocdescrito a seguir:

Massa total = soma do peso de 6 camundongos / dose

a) Dose:
100, 200 ou 400 MQ ....eevevvvvveennnn.d 000
X(MQ) oo massa total do grupo / dose
X = Valor (mg)

b) Volume:
0,1 ML e 10g
Y (ML) massa total do grupo / dose
Y = Valor (mL)

c) Dose extrapolada para administracdo / grupo:

D S (111 ) T Y..(mL)
A (1010 ) TSR (Y +1) mL
Z = Valor (mg)

4.4 Fendis totais

A anadlise quantitativa dos fendis totais foi basead método descrito por
Bonoli et al. (2004), com pequenas modificacdeEHZc (10 mg) foi dissolvido em
metanol (10 mL). Uma aliquota de 7,5 mL foi dilugta 42,5 mL de metanol, e 100

pML desta solucdo foram adicionados a 500 de reagente de Folin-Ciocalteau
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(diluido 1:10 com agua destilada) e agitado porid. rRosteriormente, 2 mL de
solucéo de N&LO; a 20% foram adicionados e a amostra agitada novanper 30

s. ApGs 2 h, a absorbancia foi lida a 750 @nacido galico foi usado para obter uma
curva de calibragdo. O teor de fendis totais fdewheinado por interpolacdo da
absorbancia das amostras contra uma curva deaggibiconstruida com padrfes de
acido galico (10 a 350g/mL). A equacédo da curva de calibracédo do acidiog#oi

C =809,020@ + 5,0827, ond€ € a concentracdo do acido galiéa a absorbancia
a 750 nm; o coeficiente de correlagao foRde 0,999. As medidas foram realizadas
em triplicata. O resultado esta expresso como mg@uaido galico/g de EHCc +

desvio padréo.

4.5 Animais experimentais

Foram usados camundongos Swiss adultos jovens((2f);3de ambos os
sexos, provenientes do Biotério Central da UFS.afisais foram alojados em
caixas plasticas padronizadas, separados de famai@&mica por grupos e sexos (10
camundongos/caixa), e mantidos no Biotério setdnaDepartamento de Fisiologia,
em ambiente aclimatizado a 21 + 2°C, sob ciclo rahtclaro e escuro, por pelo
menos 2 dias para aclimatacdo. Ofereceu-se ragiuaad libitum Os animais
tiveram sua alimentacéo retirada 12 h antes dosriementos, tendo sido fornecido
durante este periodo 4gua, e ambientados no laborde experimentacédo por 2 h.
Todos os procedimentos adotados foram conduzidascoelo com as normas do
Comité de Etica em Pesquisas com Animais (CEPA)UE& (protocolo 26/07
aprovado em 02/08/2007, Anexo 1).



33

4.6 Avaliacao da atividade antinociceptiva

4.6.1Teste das contor¢cbes abdominais

O EHCc, nas doses de 100, 200 ou 400 mg/Kg, foiradmrado por via oral
(v.0., 0,1 mL/10 g de peso) 60 min antes da es#igéid algésican(= 6). Um grupo
de camundongos (controle padrédo) recebeu &ciddsatietlico (AAS, 300 mg/Kg
de peso, v.0., 60 min antes= 6), € um outro grupo de animais (controle negati
recebeu apenas salina (v.0., 60 min antes, 6). Apés os 60 min, 0os animais
receberam o agente nociceptivo, uma solucao de acigtico a 0,6% (0,1 mL/10 g),
por via intraperitoneal (i.p.). Em seguida o numédas contorcfes abdominais foi
observado, em camaras individuais, por um peri@d®0dmin, iniciando logo apés a
administracdo do acido acético (KOSTER; ANDERSORER, 1959).

4.6.2 Teste da formalina

Grupos de camundongos € 6) foram pré-tratados por v.0o. com o EHCc
(100, 200 ou 400 mg/Kg) 60 min antes da adminiage formalina. Grupos
separados de animais, usados como controles padc@beram pré-tratamento com
morfina (10 mg/Kg, i.p., 30 min antes,= 6) ou AAS (300 mg/Kg, v.0., 60 min
antes,n = 6), e um grupo, usado como controle negativeelrec apenas salina (0,1
mL/10 g, v.0., 60 min antes, = 6). Posteriormente ao pré-tratamento, 0os animais
receberam uma solucao de formalina a 1%u(20injetada por via s.pl. em uma das
patas posteriores. O tempo que o0 animal passouelaiobe/ou mordendo sua pata
foi cronometrado em dois periodos: durante a praniise (0-5 min ap6s a injecao
de formalina) e durante a segunda fase (20-25 p@as @ injecdo de formalina)
(DUBUISSON; DENNIS, 1977).
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4.7 Avaliacao da atividade anti-inflamatoria

4.7.1 Migracao de neutrdfilos para a cavidade gee#l de camundongos

A atividade anti-inflamatéria foi estudada usandossmodelo de peritonite
induzida pela injecao i.p. de carragenina a 1%,imidtrada no volume de 0,25 mL
por animal (MATOS et al., 2003).

O EHCc, nas doses de 100, 200 ou 400 mgfKg 6), foi administrado por
v.0. 60 min antes da injecdo da carragenina. Ouwfropos de animais receberam
dexametasona (2 mg/Kg, s.o.7 6, controle padréo) ou salina (v.0.5= 6, controle
negativo) 60 min antes do agente inflamatorio. Qimais foram anestesiados com
pentobarbital sédico (50 mg/Kg, i.p.) e eutanassapor deslocamento cervical 4 h
apos a injecdo de carragenina. Logo apos, injet@akna contendo 1 mM de EDTA
(i.p., 3 mL) e uma breve massagem feita para caletfluido peritoneal, que foi
centrifugado (2.000 rpm, 5 min) a temperatura antbie O sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspenso enuB@ salina. Uma aliquota de [iQ
desta suspensao foi diluida em 190 de solucdo de Turk e as células totais
contadas em camara de Neubauer sob microscépio. dfis resultados estédo
expressos como namero de neutrofilos/mL. A porgemtade inibicdo leucocitaria =
(1 —T/C) x 100, ond€T representa a contagem de leucdcitos nos grugasidsaeC

representa a contagem de leucdcitos no grupo ¢entro

4.8 Avaliacaadn vitro da atividade antioxidante

4.8.1 Método do radical livre 2,2-difenil-1-picrithiazila (DPPH)

A analise quantitativa da atividade antioxidantdizada foi baseada no

método descrito por Brand-Williams, Cuvelier e B¢rd995) e Sanchez-Moreno et
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al. (1998), com pequenas modificacdes. O sequekiroadical livre DPPH foi
acompanhado pelo monitoramento da diminuicdo narbéiscia a 515 nm, a qual
ocorre devido a reducédo pelo antioxidante.

Uma solugcao estoque do radical DPPH na concentrdgdt00 pg/mL foi
preparada em metanol, diluicbes para obter as ntacées finais de 5, 10, 15, 20,
25, 30, 60, 65 e 70 pg/mL foram realizadas e usadasirva-padrao. A absorbéancia
de cada concentracdo padrdo foi monitorada em ypectefotometro (UV BEL
Photonics 1105) a 515 nm, tendo o metanol comoamda. As medidas foram
realizadas com trés repeticbes em intervalos dedede 1 min. A equacdo da
concentracaa absorbancia da curva-padréao para o radical DPP8 $0t0,01923 +
0,0284A, ondeC € a concentracdo do radical DPPH no mAié, a absorbancia em
515 nm, e o coeficiente de correlacao foRde 0,9918.

Solugdes contendo 500 pg/mL &bHiCc (5, 10, 15, 20, 25, 30, 60, 65 e 70

ng/mL) foram preparadas em metanol. O desaparetindm radical DPPH foi

monitorado pela diminuicdo na absorbancia em 515que foi observada apés 0, 1,
5 e 10 min, e subsequentemente a cada 10 min atpletar 1 h (SOUSA et al.,
2007). Metanol puro, utilizado para dissolver agstnas, foi o controle negativo. Os
controles referéncias utilizados foram acido gaécbutilhidroxitolueno(5, 10, 15,
20, 25 e 3Qug/mL) dissolvidos em metanol. A mistura de metan&HCc foi usada
como branco.

A concentracdo do radical DPPH na mistura de redgfiocalculada
baseando-se na curva-padrdo, onde a concentrag@aulidal DPPH é expressa em
png/mL. O percentual restante do radical DPPH (%D#RHoi calculado de acordo
com Brand-Willams, Cuvelier e Berset (1995): %DRBRIH= [DPPH}; / [DPPH}r x
100, ondeT é o tempo no qual as absorbancias foram medid@8 (in) eTy é 0
tempo zero. O valor de §lfoi calculado plotando-se 0 %DPR nos tempos de
60 min contra 5 a 7Qug/mL da amostra de cada extrato. Os resultado® estd
expressos em g antioxidante/mL do radical DPPlsyid padrédo da média.

Os valores de absorbéncia observados em todas astrasn(30ug/mL) no
tempo de 60 min foram transformados em %AA, utild@se a equacao: %AA =
{[Abs controle — (AbSimostra — ADSrancd] X 100} / AbSontrole ONde Abgoniole € @

absorbéancia inicial da solucdo metandlica do rddRBPH e Abgnostra € a
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absorbéancia da mistura de reacdo (DPPH + amoS€isajesultados estdo expressos

como % de inibic&o.

4.9 Andlise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada wsardo teste de analise de
variancia (ANOVA) seguida de comparacfes multiplel® teste de Tukey. Valores
de p < 0,05 foram considerados estatisticamente signifioativOs resultados das
atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria esé@resentados como meédia + erro
padrdo da média (E.P.M.) de(numeros deanimais por grupo), utilizando-se o
programa GraphPad Prism 4.0. A atividade antiox&ldoi avaliada usando-se o
programa Origin, versado 7.5 (Microcal, NorthampttA, E.U.A.) e os valores

estdo apresentados como média * desvio padraédespeticoes.
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5 RESULTADOS

5.1 Fendis totais

A concentracao de fendis totais foi de 371,8 + Bidg3de acido galico/g de

EHCc, sem contudo a verificacdo dos compostos ifméxistentes.

5.2 Atividade antinociceptiva

5.2.1 Teste das contor¢cdes abdominais

Os resultados apresentados na Tabela 1 mostrara gl#Cc administrado
por v.0. (100-400 mg/Kg) 60 min antes do experimggausou uma inibicdo de
47,2% o < 0,001), 47,2% < 0,001) e 86,4%p( < 0,001) sobre as contorcdes
induzidas pelo acido acético nas doses de 100e 20 mg/Kg, respectivamente (
= 6/grupo). O AAS (300 mg/Kg) exibiu significativaibicdo (90,4%.,p < 0,001)

sobre as contor¢des abdominais, quando comparagfao controle (Tabela 1).

Tabela 1 Efeito da Cladonia clathratanas contor¢des abdominais induzidas por
acido acético em camundongos

Composto n Dose N° de contor¢cbes % de inibicdo
(mg/Kg) + E.P.M. de contorcdes
Controle 6 - 208+14 -
AAS 6 300 2,0+0,9 90,4*
EHCc 6 100 11,0+£1,3 47 2%
EHCc 6 200 11,0+2,1 47,2*
EHCc 6 400 28+1.3 86,4*

*p < 0,001 em relac&o ao grupo contréfes 0,01 em relacéo a dose de 400 mg/Kg ou
grupo AAS (ANOVA seguida de Tukey).
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5.2.2 Teste de formalina

Na Fig. 7 observa-se que o EHCc quando administoaalonente (100—400
mg/Kg, 60 min antes do experimento,= 6/grupo) produziu uma significativa
inibicdo em ambas as fases da dor, neurogénicendpa fase) e inflamatoria
(segunda fase), apds administracdo s.pl. em camgodode formalina. O EHCc
inibiu a primeira fase na dose de 400 mg/Kg (0,001) e a segunda fase nas doses
de 200 p < 0,01) e 400 mg/Kgp(< 0,001). O AAS (300 mg/Kg, v.0., 60 min antes)
causou inibicdo apenas na segunda fase da nocicepmi&ida pela formaling(<
0,001,n = 6) (Fig. 7). A morfina (10 mg/Kg, i.p., 30 mimtas) causou inibicdo
significativa em ambas as fases da nocicepcéao isayela formalinag < 0,001,n
=6) (Fig. 7).

= 501 Primeira fase
% % B3 Segunda fase
o
'.é 40‘
@)
=
S 301 -
o]
C_EG X % * *%
o 207 ; %
T *
2 T
%10— : B
'_
*% - ok
O %%
C 100 200 400 Morf AAS

C. clathrata(mg/Kg)

Fig. 7. Efeito do EHCc no comportamento nociceptivale camundongos no modelo de
nocicepgédo induzido pela formalinaOs grupos de animais foram pré-tratados com salina
(C, grupo controle, 0,1 mL/10 g, v.0., 60 min ajitédsAS (300 mg/Kg, v.o., 60 min antes),
morfina (Morf, 10 mg/Kg, i.p., 30 min antes do sstlo quimico) ou EHCc (100-400
mg/Kg, v.0., 60 min antes), contra a primeira fé&& min) ou fase tardia (20-25 min) da
nocicepcédo induzida por formalina. Cada colunaesgmta a média + E.P.M. Os asteriscos
denotam diferencas estatisticag, < 0,01 e *p < 0,001, em relacdo ao grupo controle.
ANOVA seguida pelo teste de Tukay= 6/grupo).
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5.3 Atividade anti-inflamatoéria

5.3.1 Peritonite induzida por carragenina em camongos

O efeito anti-inflamatério do EHCc (100, 200 e 406/Kg) foi avaliado no
modelo de peritonite induzida por carragenina (@%5 mL) em camundongon €
6/grupo). Como se observa na Tabela 2, a carragémnircapaz de induzir migracao
de leucdcitos para a cavidade peritoneal de cammgudo4 h apos o estimulo. O
EHCc apresentou efeito inibitério de 41,5% sobrereaposta induzida pela
carragenina na dose de 400 mg/IKg<(0,001,n = 6) (Tabela 2). O resultado obtido
em relacdo ao controle negativo da suporte amaleitEHCc, visto que a salina ndo
apresenta atividade, e o controle padrao dexammetg2omg/Kg, s.c., 60 min antes,
n = 6) inibiu a migracdo de leucécitos induzida pedaragenina para a cavidade
peritoneal em 57,4%p(< 0,001) (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito daCladonia clathratasobre a peritonite aguda induzida por
carragenina em camundongos

Composto n Dose N° de leucdcitos x % de inibicdo da
(mg/KQ) 10°/mL + E.P.M.  migracdo de leucécitos

Controle 6 - 18,7+0,9 -

Dexametasona 6 2 8,0+0,9 57,4*

EHCc 6 100 17,7+14 5,6

EHCc 6 200 15,8 £0,7 15,5

EHCc 6 400 10,9+0,8 41,5*

*p < 0,001 em relagéo ao grupo controle (ANOVA seguid Tukey).
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5.4 Atividade antioxidante

5.4.1 Teste do 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH)

O EHCc (30pg/mL, 60 min, triplicata) consumiu 25,76% do ratlicé®PH
(Tabela 3). O EHCc apresentou uma resposta infagsrcontroles positivos, acido
galico e BHT (superior a 96%, 30g/mL, 60 min, triplicata, Tabela 3). Mesmo
quando o EHCc foi utilizado na concentracdo de ugdmL, observou-se um
consumo de apenas 50,19% do radical DPPH.

De acordo com os valores des£ho tempo de 60 min, a concentracao de
antioxidante necesséria padaminuir em 50% a concentragdo inicial do radical
DPPH é muito maior para o EHCc (77,39 + 5,8@8mL DPPH) quando comparado
ao apresentado pelos compostos referéncias adido ga8BHT (9,33 £ 0,22 e 12,33

+ 3,25ug/mL DPPH, respectivamente, triplicata, Tabela 3).

Tabela 3. Atividade sequestradora de radical livredDPPH' para o EHCc com os
valores de Cko(concentracao inibitoria para 50%) e Pl (percentualnibitorio)

Amostras Pl (%)* Clso (ug/mL DPPH)**
EHCc 25,76 77,39 + 5,03
Acido gélico 96,24 9,33+0,22
BHT 96,91 12,33+ 3,25

Letras pequenas diferentes significam diferencdatisscas comp < 0,05 (triplicata;
ANOVA seguida de Tukey).

*PI - amostras na concentragdo dau8mL no tempo de 60 min.

**Cl 50— no tempo de 60 min.
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho demonstra que o EHCc apresprdpriedades
antinociceptiva e anti-inflamatéria com acdo aridante, e mostra algumas
evidéncias dos possiveis mecanismos implicadosseggitos.

Este estudo mostra pela primeira vez que o EHCandm administrado por
via oral, é capaz de produzir um efeito antinodizep demonstrado no modelo de
contor¢Bes abdominais induzidas pelo acido acéfisbe meétodo € sensivel aos
analgésicos néo esteroidais (AINES), analgésicostieos e outras drogas de agao
central (COLLIER et al., 1968). Os resultados agmésdos neste estudo confirmam
estudo prévio da literatura (COLLIER et al., 1968)qual demonstra que o AAS
causa significativa inibicdo da nocicepcao indupéde acido acético.

A literatura sugere que o acido acético age atrdadiberacdo de mediadores
endodgenos que estimulam os neurbnios nocicept®@€d LIER et al., 1968).
Ribeiro et al. (2000) demonstraram que a atividamgceptiva do acido acético pode
ser devido a liberacdo de citocinas, tais comor fdéo necrose tumoral (TNE)-
interleucina (IL)-B e IL-8, por macrofagos e mastoécitos peritoneagdentes.
Portanto, os resultados apresentados em estudasgpeéem nossos achados podem
indicar que a agao antinociceptiva do EHCc nasocgdés abdominais induzidas por
acido acético pode ser devido a inibicdo da litlyage TNFea, IL-1p e IL-8 por
células peritoneais residentes. Entretanto, essilgtidade necessita ser investigada
em estudos futuros.

O EHCc mostrou inibicdo similar ao AAS, na respastaiceptiva visceral
induzida pelo acido acético a 0,6%, quando admaustoralmente (100, 200 e 400
mg/Kg). Estes resultados se assemelham aos edaddelo et al. (2008) onde se
observou que o composto atranorina, extraidGlddina kalbii foi capaz de reduzir
o numero de contor¢cdes abdominais (52,6 e 61,3%losess de 200 e 400 mg/Kg,
respectivamente) e reduzir o tempo de lambida ¢k e segunda fase do teste da
formalina (50,3 e 64,8% nas doses de 200 e 400 gngéspectivamente), devido a
atuacao periférica sobre mediadores inflamatéeisgecialmente prostaglandinas.

Como o teste de contor¢des abdominais é inegpeaiido estabelecendo se

a acao é sobre receptores centrais ou periféficosecesséaria a utilizacdo do teste
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de formalina para tentar responder a esta inesgdaile. Estudos prévios tém
demonstrado que a formalina age liberando variodiaderes inflamatorios tais
como substancia P, neurocininas A e B, e prostdglasa (HUNSKAAR; BERGE;
HOLE, 1986; HUNSKAAR; HOLE, 1987; SANTOS; CALIXT(Q,997), em duas
fases: uma fase neurogénica (primeira fase) e as®ihflamatéria (segunda fase;
HUNSKAAR; FASMER; HOLE, 1985; HUNSKAAR; HOLE, 1987A fase inicial
se deve a acao direta sobre 0s nociceptores espod@bida por analgésicos de acao
central, enquanto a segunda fase pode ser devidimaaresposta inflamatoria,
parcialmente mediada pelas prostaglandinas, edmipor drogas esteroidais e ndo-
esteroidais, como também por drogas de acdo c€RIBISKAAR; HOLE, 1987).
Mesmo usando uma pequena concentracdo de formalfiage inicial da resposta é
insensivel a drogas anti-inflamatérias ndo-estarsidA fase tardia é diferente
qualitativamente da fase inicial e a resposta, @ama®m em parte, € devida a
inflamacdo. Se a fase inicial é a desejada na tigagsio, concentracdes de
formalina igual ou inferior a 0,2% s&o recomendapasa evitar inflamacdes, e
assim reduzir o sofrimento do animal. Se a fas#tiada o objetivo da investigacgéo,
concentragdes de formalina em torno de 1% ou nmnggem ser usadas. Contudo,
a habilidade de demonstrar efeito de drogas aftdirtatorias ndo-esteroidais pode
ser perdida se a concentracdo de formalina forommiande (ROSLAND et al.,
1990).

Neste estudo mostrou-se que o EHCc, quando admaphistpor via oral,
produz inibicdo sobre a primeira fase (nocicepcé@oragénica) e a segunda fase
(nocicepcéo inflamatéria) no teste de formalinacamundongos, similar a acdo da
morfina.

Os resultados deste estudo confirmam dados datliter mostrando que a
morfina é eficiente em inibir as duas fases daaepgdo induzida pela formalina. A
morfina e outras drogas opibides exercem suaglatiess antinociceptivas agindo em
receptores |, K, andd) e, possivelmente, modulando a transmissdo dmasti
doloroso sem interferir na causa. Dois fatores podéetar a poténcia da morfina
neste modelo experimental, o regime de administragda concentracdo de
formalina. Parece que alguma atividade neural dinat efeito da morfina nos
comportamentos induzidos pela formalina (SEVOSTIAMCet al., 2003).
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Esta bem estabelecido que os AINEs (tais como Ap&acetamol e
diclofenaco), conhecidos por inibir a atividadeesteima COX, sao ineficientes ou
causam fraca inibicdo da primeira fase do testmealina (HUNSKAAR; HOLE,
1987; MALMBERG; YAKSH, 1992; SANTOS et al., 199&ntretanto, os AINEs
podem atenuar de maneira dose-dependente a sedamdada nocicepgao
(HUNSKAAR; HOLE, 1987; MALMBERG; YAKSH, 1992; SANTS et al., 1998).
A inibicdo da nocicepcdo na segunda-fase do testdodnalina € um modelo
experimental com capacidade de identificar umadrelatividade anti-inflamatéria
de uma substancia, que apresenta a participacdivacfde mediadores pré-
inflamatorios. Entretanto, a intensidade do estnmalcivo induzido pela formalina €
tanta, que nem todos agentes que inibem a sintggstaglandina sdo analgésicos,
neste modelo experimental (MURRAY; PORRECA; COWARS38).

Para Shibata et al. (1989) a dessensibilizacaocpglsaicina do nervo ciatico
produz analgesia na primeira fase, mas ndo na dagase do teste de formalina
Neste estudo sugere-se que a substancia P deveraatdonada a resposta da
formalina na fase inicial. O inibidor de bradiciaimibe tanto a primeira fase quanto
a segunda fase da resposta, portanto pode-ser igtexia bradicinina esta sendo
liberada na reacdo de injuria induzida pela foraalinfere-se também neste artigo
que a estimulacdo pela formalina leve a liberac@osubstancia P mediada por
reflexo axonal, e a substancia P pode exercer apel através de cooperacdo com
bradicinina na primeira fase da resposta, cont@pdssibilidade que a bradicinina
nao seja tdo importante nesta fase. Estes autpestindo do principio que
prostaglandina e a bradicinina cooperam para pimodugegunda fase da resposta,
concluiram nesta pesquisa que a fase inicial sgjmda pela estimulacdo direta das
terminagcdes nervosas pela formalina, seguida d=alfdo de substancia P, e a
segunda fase seja, principalmente, devida a suestgjinflamacéo.

Estudos sugerem que a adenosina trifosfato (ATRjohana espinhal é um
substrato endogeno indutor de dor, resultante idecdb direta de fibras aferentes
primarias por irritantes (dor neurogénica) e deetdpvidade das fibras aferentes
primarias pela inflamacdo (dor inflamatéria). Haidéwcias que subtipos de
receptores P2X sensiveis aos antagonistas PPADi8o (duridoxal-fosfato-6-
azofenil-2,4'-dissulfénico; antagonista seletivo de receptordZNP-ATP (23-0O-

(2,4,6-trinitrofenil)adenosina’#rifosfato; antagonista seletivo de receptores P2X
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P2X; e P2X%.3 desempenham um importante papel na dor neuragéanmguanto
subtipos de receptores P2X (e/ou P2Y) sensivehtaganista PPADS e insensivel
ao antagonista TNP-ATP possam estar envolvidosonantlamatoria induzida pela
formalina (TSUDA; UENO; INOUE, 1999).

Portanto, os resultados sugerem que o EHCc podeseapar efeito
antinociceptivo através de mecanismos mediados receptores opidides e/ou
inibicdo da COX, e consequentemente da sintesgad¢aglandinas. Entretanto, a
possibilidade deste extrato estar agindo via receptopidides e/ou COX precisa ser
testada em experimentos futuros.

Para compreender melhor os mediadores inflamatdatvavés do estudo
iniciado com o teste de formalina, o efeito antiaimatério do EHCc foi também
avaliado no modelo de peritonite induzida por @@rena em camundongos. A
carragenina € um coléide obtido por extracdo em &agiosa de variedades naturais
de algas das familias Gigartinaceae, Solieriaddgeneaeceae e Furcellariacete
classe Rhodophyceae (algas vermelhas). Sua admgdist promove intensa
vasodilatacdo e extravasamento plasmatico pelaatiie de mediadores, que
contribuem também na intensa migracao celular @aftio inflamatdrio.

No presente estudo, demonstrou-se que o tratanoeatacom o EHCc, na
dose de 400 mg/Kg, foi efetivo em reduzir a resposflamatéria ativada pela
carragenina em camundongos, 4 h ap0s a injecage@uaeaflogistico, de forma
similar ao observado com a dexametasona, uma drdganflamatéria esteroidal. A
dexametasona e outros glicocorticoides inibem erditbo de mediadores
inflamatorios de varias células, em particular @mitos, mastécitos, plaquetas,
células endoteliais e macréfagos residentes, nmalséia sdo potentes inibidores da
enzima O6xido nitrico sintase (NOS) induzivel (mé&kgica) (KLIMENKO;
PAVLOVA, 1999). Segundo Omarsdottir, Glafsdottir Freysdottir (2006) os
polissacarideos derivados dos liquens possuendadigiimunorregulatéria.

O recrutamento de células durante a inflamacéo ndiepela liberacdo de
mediadores locais, 0s quais sdo responsaveis paldsancas locais, vascular e
tecidual, bem como pelo recrutamento de célulaendefas do hospedeiro
(LUSTER et al., 2005). A inflamacao induzida pedaragenina envolve a migracao
celular, extravasamento plasmatico e producdo déiacheres, tais como Oxido
nitrico (NO), prostaglandina ;E IL-1B3, IL-6 e TNFa (LORAM et al., 2007,
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SALVEMINI et al., 1996). Estes mediadores sdo capaie recrutar leucocitos, tais
como neutrofilos, em varios modelos experiment@sEHCc inibiu a migracao
leucocitaria induzida pela injecdo i.p. de carraggnno modelo de peritonite. Um
possivel mecanismo associado com esta atividade g&da inibicdo da sintese de
muitos mediadores inflamatérios, cujo envolvimentomigracdo celular esta bem
estabelecido.

Vérias substancias fendlicas sédo descritas natliter como responsaveis por
diversas atividades biolégicas de produtos natufliserva-se neste estudo que o
EHCc apresentou grande quantidade de fendis tobédtonas, compostos
polifendlicos, possuem inimeras atividades biokgitais como antioxidante, anti-
hipertensiva, inibidora de agregacdo plaguetandiulaerosa e anti-inflamatoria
(PERES, NAGEM, DE OLIVEIRA, 2000; LIBROWSKI et al2005). Estudos
mostram que a atividade de compostos fendlicosese g@rincipalmente as suas
propriedades redutoras e estrutura quimica (SOUSA.e2007). Varios estudos
mostram a importancia de compostos fendlicos cogeatas antioxidantes, uma vez
gue o esqueleto de seus carbonos aromaticos é aafteqara a estabilidade de
radicais livres, tais como DPPH. Entretanto, a ausigéio e o grau de hidroxilagéo
sao fatores importantes para a atividade antioledd/ARRAURI et al., 1996).

Quando se compara os resultados apresentadosestst® com dados da
literatura, onde utilizaram extratos de outras €sgéde liquens, apesar das
metodologias serem diferentes pode-se observaa Guelathrataapresentou 37,1%
de fenois totais, diferentemente de outras espéélasmelia saxatilis(1,0%),
Platismatia glauca(1,1%), Ramalina pollinaria (1,0%), Ramalina polymorpha
(0,8%), Umbilicaria nylanderiana(3,0%), Umbilicaria esculenta(1,4%) eUsnea
longissima(2,6%) (GULLUCE et al., 2006; KIM; CHO, 2007).

Em estudo com extratos de trés espécies de liqitsmea longissim#ch.,
Usnea florida(L.) Weber ex Wigg. é.obaria pulmonaria(L.) Hoffm) observou-se
que todos apresentaram atividade antioxidante aonelacdo com a quantidade de
fenois totais (ODABASOGLU et al., 2004).

Diante do exposto, e visto as células de defesaédrde suas enzimas
oxidativas, a saber, radicais livres, quando prinhiszem excesso, serem capazes de
provocar uma piora na resposta inflamatoria, lesatetidos indistintamente,

resolveu-se avaliar o potencial antioxidante do EHC
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As vantagens de se usar o método de sequestralidalrivre DPPH estéo
relacionadas a rapidez, a sensibilidade, a ndgaeleom a polaridade das amostras
testadas e ao fato de ndo requerer instrumentaciag Segundo a literatura,
guanto maior o consumo de DPPH por uma amostrapmsend a sua gle maior a
sua atividade antioxidante (MOLYNEUX, 2004; SOUSAak, 2007).

A capacidade sequestradora de radicais livres,iaalal pela técnica
quantitativa do radical livre DPPH, demonstrou gquEHCc apresenta valores de
Clsode 77,39 + 5,08,g/mL de DPPH e PI de 25,76% com|BmL da amostra. Em
comparacao com dados da literatura, apesar da ohetial ser diferente do estudo
do EHCc, a espécie de liqudombilicaria nylanderiana (Zahlbr.) H. Magn
apresentou Gpde 400,2 + 0,5ug/mL de DPPH (GULLUCE et al., 2006). Portanto,
€ plausivel considerar que o EHCc apresenta atigidantioxidante, quando
comparado a outros extratos de liqguens, apesarn ddssdade ser inferior a dos
compostos referéncias (acido galico e BHT).

Visto o EHCc apresentar atividades antinocicepvanti-inflamatéria, &
provavel que haja uma relac@o entre estas ativddedm a atividade antioxidante
observada neste estudo e com a presenca de fendis.

Este trabalho contribui para uma melhor compreerdgiaalguns efeitos
farmacoldgicos e bioquimicos @a clathratg tais como ac¢des antinociceptiva, anti-

inflamatoria e antioxidante.
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7 CONCLUSOES

Com os resultados obtidos no presente estudo,wesehue:

« O EHCc apresenta grande quantidade de fendis dataten no teste de

fendis totais quando comparados com outros liquens;

« O EHCc apresenta atividade antinociceptiva, redizio numero de

contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético;

* O EHCc produz inibicio em ambas as fases da naéoepo teste de
formalina: primeira fase — nocicep¢do neurogénicasegunda-fase -

nocicepcao inflamatéria;

e O EHCc apresenta um efeito anti-inflamatério no etodde peritonite

induzida por carragenina em camundongos;

* Nos experimentos vivo a dose de 400 mg/Kg do EHCc produziu efeitos

semelhantes aos padrfes positivos utilizados;

* O EHCc apresenta um forte potencial antioxidargey@hstrado no ensaio de
sequestro do radical livre DPPH, quando comparadateas espécies de

liquens;

* As acdes farmacoldgicas (antinociceptiva e antamétéria) apresentadas
pelo EHCc podem ser atribuidas, em parte, a imbizaCOX e a sintese de
prostaglandinas, bem como a mecanismos envolveswkptores opioides.
Estas acBes podem ainda estar relacionadas a @tg@xidante e a presenca

de fendis relatadas neste estudo.
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8 PERSPECTIVAS

E necesséario que estudos adicionais sejam reafizadm o EHCc,
utilizando antagonistas e/ou inibidores farmacalogj na tentativa de esclarecer
mecanismos de acdo, e com isso estabelecer maiotésos de eficacia e
seguranca, colaborando assim como uma fonte proraisie novos medicamentos
obtidos a partir de produtos naturais.

Recomenda-se a realizagdo com o EHCc do testéada guente, utilizado
para analisar a presenca de substancias de acfial,ceisto o extrato apresentar
atividade na primeira fase do teste da formalina. t€stes de edema de pata,
induzidos por carragenina e acido araquidénicoepodjudar a estabelecer vias de
mediadores inflamatoérios onde o EHCc atua.

Um estudo relacionando as concentracdes de 100e 20 mg/Kg com a
guantidade de fendis totais seria importante paraesificar uma possivel relacao
entre fendis totais e atividades bioldgicas.

Coletas e analises quimicas em varias épocasapateriam trazer clareza
entre a relacdo compostos quimicos e atividadégdidas, além da possibilidade de
se encontrar compostos ainda desconhecidos.

Faz-se necessario a preservacdo de espacos satorab a Serra de
Itabaiana/SE, visto que certos compostos nao godezidos artificialmente com
facilidade pelo homem, como os que sdo produzidoseres Vivos tais como 0S

liquens.
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