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RESUMO 

 

 

Cladonia clathrata (Cladoniaceae) é uma espécie liquenica e vários extratos 

de espécies de Cladonia são utilizados como remédios na medicina popular. Para 

avaliar as ações do extrato desse líquen, estudos foram realizados sobre as atividades 

antinociceptiva, anti-inflamatória e antioxidante. O extrato hidroalcoólico da C. 

clathrata (EHCc) foi utilizado nos experimentos e produziu atividade inibitória (p < 

0,001) sobre o efeito do ácido acético no modelo de contorções abdominais nas doses 

de 100 (47,2%), 200 (47,2%) e 400 mg/Kg (86,4%), além de reduzir o efeito da 

formalina na primeira (400 mg/Kg, p < 0,01) e segunda (200 e 400 mg/Kg, p < 0,01) 

fases da nocicepção. A migração de neutrófilos para a cavidade peritoneal induzida 

pela carragenina foi inibida pelo pré-tratamento dos animais com o EHCc na dose de 

400 mg/Kg (p < 0,001). O EHCc reagiu com o radical DPPH e reduziu o mesmo em 

25,76%, com um valor de CI50 de 77,39 ± 5,03 µg/mL de DPPH. O EHCc mostrou 

atividades antinociceptiva e anti-inflamatória, com  potencial antioxidante. 

 

 

Palavras-chave: antioxidante; atividade anti-inflamatória; Cladonia clathrata; efeito 

antinociceptiva; líquen. 
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ABSTRACT 

 

 

Cladonia clathrata (Cladoniaceae) is a lichen specie and several Cladonia 

species extracts have been used in folk medicine. In order to evaluate the actions of 

this lichen extract, studies were performed on antinociceptive, anti-inflammatory, 

and antioxidant activities. The hydroalcoholic extract of C. clathrata (HECc) was 

used in the following experiments and elicited inhibitory activity (p < 0.001) on 

acetic acid effect at 100 (47.2%), 200 (47.2%), and 400 mg/Kg (86.4%), and reduced 

the formalin effect on both the first- (400 mg/Kg, p < 0.01) and second-phases (200 

and 400 mg/Kg, p < 0.01). Carrageenan-induced neutrophil migration into the 

peritoneal cavity was inhibited with the HECc (p < 0.001) at the dose of 400 mg/Kg. 

The HECc react with the DPPH radical and reduce the same by 25.76%, and 

exhibited IC50 value of 77.39 ± 5.03 µg/mL DPPH. The HECc shows antinociceptive 

and anti-inflammatory activities, with antioxidant potential. 

 

 

Key-words: anti-inflammatory activity; antinociceptive effect; antioxidant; Cladonia 

clathrata; lichen. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A busca por fontes naturais de novos analgésicos e anti-inflamatórios é 

crescente, isso se deve, principalmente, a necessidade de se encontrar substâncias 

com efeitos colaterais menores e custos reduzidos, que pode ser uma fonte alternativa 

de fármacos para minimizar o sofrimento do homem.  

Vírus, bactérias e seus produtos ativam o sistema de complemento que tem 

como uma das funções a amplificação da resposta inflamatória. Os derivados do 

complemento C3a e C5a ativam leucócitos, induzindo a geração de oxidantes e 

citocinas que são lesivas aos tecidos quando em excesso (RUBIN; SCHWARTING; 

STRAYER, 2006). A neurodegeneração mediada por inflamação envolve ativação 

dos macrófagos residentes no encéfalo (micróglia), que liberam fatores neurotóxicos 

e pró-inflamatórios, incluindo citocinas, radicais livres, óxido nítrico e eicosanóides, 

que podem lesar neurônios e células gliais. Além dos macrófagos residentes, 

neutrófilos e macrófagos derivados de monócitos da corrente sanguínea podem 

induzir neurodegeneração (LIMA et al., 2007). Na sinovite, as células inflamatórias 

respondem com incremento na produção de prostaglandinas, citocinas e intensa 

formação de espécies reativas de oxigênio e radicais livres. Isso leva ao estresse 

oxidativo, que rapidamente amplifica o processo inflamatório, causando destruição 

articular, edema e dor (FILIPPIN et al., 2008). 

A maioria dos mediadores químicos da inflamação como íons, cininas, 

histamina, óxido nítrico, prostanóides1, citocinas, seja direta ou indiretamente, 

ativam nociceptores periféricos. A bradicinina ativa neurônios sensoriais primários 

via receptores B2, entretanto, nos tecidos a bradicinina é convertida em des-Arg9 

bradicinina, atuando seletivamente sobre os receptores B1, cuja expressão normal é 

muito baixa, mas supra-regulada em tecidos inflamados. Os receptores B1 e B2 estão 

envolvidos na patogênese da dor e da inflamação. As prostaglandinas e os fatores de 

crescimento podem ativar diretamente nociceptores ou incrementar a sensibilidade 

nociceptora. 

____________________________________________________________________ 

1 A enzima ciclooxigenase induzível (COX-2) gera metabólitos importantes na indução da 
dor e inflamação; o bloqueio na produção de prostaglandinas provenientes da COX-2, pelos 
anti-inflamatórios não-esteroidais, diminui a dor e a inflamação. 
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Os liquens são usados pelos homens na medicina tradicional há séculos, por 

suas propriedades terapêuticas, como se pode notar na arte egípcia (VARTIA, 1973). 

Papéis médicos e biológicos de liquens começaram a aparecer no final da Segunda 

Guerra Mundial (COCCHIETTO et al., 2002; XAVIER-FILHO et al., 2006). 

Entretanto, tradicionalmente os liquens têm sido negligenciados. Em parte 

isto se deve a falta de conhecimento sobre suas “aplicações práticas”. Alguns povos, 

como os japoneses, por exemplo, utilizam determinados liquens para alimentação, 

mas isso raramente ocorre nos demais países. Os compostos obtidos a partir de 

liquens têm diversos outros usos, especialmente na indústria de cosméticos 

(principalmente perfumes), na produção de medicamentos (com atividades 

antibióticas e antitumorais), na datação de determinados substratos (liquenometria) e 

também, recentemente, no monitoramento do aquecimento global (VAN HERK; 

APTROOT; VAN DOBBEN, 2002).  

Diante do exposto e do potencial uso dos compostos liquênicos como 

recursos curativos para a saúde e homeostase do ser humano, quando há desarmonia 

na interação dos mediadores inflamatórios que regulam a dor e a inflamação, 

tornando o sistema imunológico um agente agressivo para o corpo, é que se 

investigou neste trabalho as possíveis ações anti-inflamatória, antinociceptiva e 

antioxidante do extrato hidroalcoólico do líquen Cladonia clathrata Ahti & L. 

Xavier-Filho (Cladoniaceae). 

Outro fato que motivou o estudo dessa espécie de líquen é que, até o presente 

momento, não há relatos sobre seu possível uso na saúde coletiva. Devido a presença 

de compostos fenólicos e de outras substâncias produzidas pelos liquens para sua 

sobrevivência, esforços para se conhecer melhor suas propriedades farmacológicas e 

químicas são importantes. Além disso, busca-se na atualidade, novos compostos anti-

inflamatórios que não interfiram na homeostase dos órgãos, não influenciando na 

síntese da COX-1, e que não tragam supressão ao sistema imunológico, como os 

glicocorticóides. Para tanto, utilizou-se modelos in vivo de nocicepção (contorções 

abdominais e teste da formalina) e inflamação (peritonite), e o modelo in vitro de 

sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), a fim de comprovar a 

eficácia do uso deste líquen na medicina popular. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Inflamação 

 

 

 Segundo Rocha e Silva e Garcia Leme (2006) a palavra inflamação, do grego 

phlogosis e do latim flamma, significa fogo, área em chamas. Descrições das 

características clínicas da inflamação foram encontradas em papiros egípcios, 

datados de aproximadamente 3000 a.C., mas o primeiro autor a listar os quatro sinais 

cardinais da inflamação foi Celsius, um escritor romano do século I d.C., que relatou 

o aumento no fluxo sanguíneo e a dilatação dos pequenos vasos (rubor), a 

permeabilidade vascular aumentada (tumor), que levaria a um aumento na 

temperatura local (calor), à passagem de células do sangue circulante e dor local 

(dolor). A perda de função (functio laesa), o quinto sinal clínico, foi posteriormente 

adicionada por Virchow (1858). 

 Kumar et al. (2005) comentam que John Hunter, um cirurgião escocês, em 

1793 observou o que é óbvio para os tempos atuais: a inflamação não é uma doença, 

mas uma resposta sem especificidade, com objetivos salutares ao hospedeiro. A 

doença, vinculada à inflamação, está no desequilíbrio desta resposta. 

 Para Aller et al. (2007) a descrição moderna da inflamação superficial não 

difere significativamente da definição formulada por Celsius no primeiro século d.C. 

Estudos microscópicos tornaram possível estabelecer que os sinais clínicos da 

inflamação são resultantes da vasodilatação, acúmulo de leucócitos, aumento do 

fluido intersticial e estimulação dos terminais nervosos por mediadores. 

 A inflamação é uma resposta à infecção, antígenos ou lesão tecidual, e tem 

por função erradicar os agentes microbianos ou irritantes e potencializar o reparo 

tecidual (FLOWER; PERRETTI, 2005; NATHAN, 2002; SHERWOOD; TOLIVER-

KINSKY, 2004; TRACEY, 2002).  

 A defesa do corpo humano contra hospedeiros compreende barreiras físicas e 

químicas, como pele e membranas mucosas, assim como a acidez gástrica ou o fluxo 

secretório e excretório. Agentes que ultrapassam estas barreiras encontram os 



 4 

mecanismos de defesa, as respostas imunes, designados a reconhecer e eliminar 

corpos estranhos (WALZOG; GAEHTGENS, 2000). 

 O processo inflamatório pode ser dividido em: inflamação aguda, inflamação 

crônica e resposta imune. A divisão das inflamações aguda e crônica é baseada na 

duração e características patológicas da reação. A inflamação aguda tem, típica ou 

relativamente, curta duração (horas a dias), e é caracterizada por vasodilatação, 

exsudação de fluido rico em proteínas (plasma), migração de células (primariamente 

neutrófilos) para o sítio lesado e, em alguns casos, ativação da cascata de coagulação. 

Processos patológicos causados pela exacerbação de quadros inflamatórios agudos 

estão entre os maiores desafios de gerenciamento para anestesistas e profissionais de 

cuidados intensivos. Sepse, traumas severos e grandes cirurgias são exemplos de 

situações que apresentam os principais componentes inflamatórios agudos 

(BENJAMIM, 2001; SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). 

 A artrite reumatóide, lúpus eritematoso sistêmico, asma, tuberculose, gota, 

vasculite, silicose e aterosclerose são exemplos de doenças inflamatórias crônicas. 

Estas desordens são caracterizadas por longa duração (semanas, meses ou anos), com 

inflamação ativa, destruição tecidual e tentativa de reparo, ocorrendo 

simultaneamente. Infiltração de células mononucleares e fibrose são características 

histológicas típicas da inflamação crônica (DI VAIO; FREITAS, 2001). 

 A resposta imune aparece, quando as células imunologicamente competentes 

são ativadas em resposta aos organismos estranhos, ou substâncias antigênicas 

liberadas durante a resposta inflamatória aguda ou crônica. A resposta imune pode 

ser dividida em respostas inatas e adaptativas; o sistema imune inato é ativado 

imediatamente após uma infecção, desencadeando a resposta do hospedeiro ao 

microorganismo infectante e emitindo um sinal de ativação para a resposta 

imunológica adaptativa. Eventos como a vasodilatação, permeabilidade vascular 

aumentada e infiltração celular são parte da resposta imune inata, e seus 

componentes celulares primários são os macrófagos, células dendríticas, células 

natural killer (NK) e neutrófilos. Proteínas efetoras circulantes como o sistema 

complemento, reagentes de fase aguda e a cascata da coagulação têm importante 

função na imunidade inata. A resposta imunológica adaptativa ou específica só é 

desencadeada após o reconhecimento do patógeno pela resposta imune inata, a qual 

deflagra todo um conjunto de reações singularmente específicas contra o invasor e 
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também torna as ações dos componentes da resposta inata muito mais eficazes. Os 

linfócitos são os principais componentes celulares da resposta adquirida, sendo 

divididos em linfócitos B, responsáveis pela resposta humoral, isto é, produção de 

anticorpos; linfócitos T, que fazem a indução da resposta e são responsáveis pelas 

reações imunológicas mediadas por células; e as células NK, células linfóides ativas 

na resposta inata (DI VAIO; FREITAS, 2001; RANG; DALE; RITTER, 2004; 

SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). 

 Esses mecanismos de resposta imunológica, baseados em funções sofisticadas 

dos leucócitos, também são responsáveis pela eliminação de células não funcionantes 

ou lesadas, e assim contribuem para a manutenção da homeostase tecidual. Dessa 

forma, os mecanismos de defesa não apenas protegem o organismo da infecção, mas 

também permitem a remoção de restos celulares e de componentes teciduais 

destruídos, originados, por exemplo, de isquemia ou trauma (WALZOG; 

GAEHTGENS, 2000). 

 Como parte dessa defesa inata, a resposta inflamatória aguda, iniciada em 

situações nocivas, biológicas, químicas ou físicas, dá margem ao recrutamento de 

leucócitos e sua migração rápida e direcionada para regiões alvo dentro do corpo, o 

primeiro de quatro pré-requisitos para uma defesa efetiva nos locais de lesão. No 

segundo passo, os leucócitos desenvolvem instrumentos específicos que são 

responsáveis pela eliminação de corpos estranhos ou células de tecidos lesados. Estes 

leucócitos são impedidos de causar lesão tecidual descontrolada, pelos mecanismos 

de contenção seguidos de formação e, finalmente, resolução da resposta inflamatória 

aguda. Por fim, a inflamação dá passagem aos processos de reparo e cicatrização que 

permitem a recuperação integral da função tecidual, restitutio ad integrum 

(WALZOG; GAEHTGENS, 2000). Entretanto, uma reação inflamatória exacerbada 

pode levar à lesão tecidual e, se severa, causar descompensação fisiológica, 

disfunção orgânica e morte (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). 

 Os principais mecanismos de defesa do hospedeiro contra microorganismos 

são os anticorpos (defesa humoral) e os leucócitos (defesa celular). Estes são 

encontrados normalmente na corrente sanguínea, o que justifica a importância 

atribuída, na inflamação aguda, aos fenômenos vasculares. Em situações de 

homeostase, normalmente as proteínas plasmáticas e as células circulantes estão 

contidas no interior dos vasos, em movimento no sentido do fluxo sanguíneo. Diante 
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de um estado inflamatório, os vasos sanguíneos sofrem várias alterações, com o 

objetivo de facilitar a passagem de proteínas plasmáticas e células sanguíneas da 

circulação para o local da lesão ou da infecção (KUMAR et al., 2005). 

 A vasodilatação segue a vasoconstrição inicial que é revertida 10 a 15 

minutos após a lesão. A transição de constrição para dilatação é mediada por 

diversos fatores, produtos endoteliais, por exemplo, e fatores derivados de mastócitos 

como leucotrienos, prostaglandinas e, particularmente, histamina, que contribuem 

para a vasodilatação (ALLER et al., 2006). 

 O edema, uma característica fundamental da inflamação aguda, é causado 

pelo aumento da permeabilidade vascular, que leva ao extravasamento transvascular 

de fluido rico em proteínas de alto peso molecular (exsudato) do compartimento 

intravascular para o interstício (ALLER et al., 2006; KUMAR et al., 2005). Esse 

edema é resultado das ações de mediadores como histamina, bradicinina, 

leucotrienos, componentes do complemento, substância P e fator de ativação 

plaquetária (PAF). Estes fatores alteram intensamente as funções de barreira dos 

pequenos vasos e aumentam a permeabilidade dos capilares e vênulas à água e 

proteínas. Um papel fundamental da mudança na permeabilidade vascular é facilitar 

a chegada de células e fatores solúveis, como anticorpos e proteínas de fase aguda, 

ao sítio de lesão tecidual (ALLER et al., 2006; DI VAIO; FREITAS, 2001). 

 A vasodilatação e a exsudação plasmática são acompanhadas pela marginação 

de leucócitos, sua adesão e migração (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). A 

migração leucocitária para os sítios de inflamação é crucial para as funções celulares 

dos leucócitos tanto na imunidade inata quanto na adaptativa, a qual também foi 

implicada como uma característica chave em inúmeras doenças inflamatórias como 

lesão de isquemia-reperfusão, artrite, doença inflamatória intestinal e a síndrome de 

disfunção múltipla dos órgãos associada à sepse e ao trauma (VAN MIERT, 2002). 

A migração de neutrófilos, monócitos e células NK é comumente iniciada em 

respostas inatas, através da geração local de mediadores inflamatórios, como 

quimiocinas e citocinas específicas, seguindo uma lesão inflamatória. 

 Várias citocinas pró-inflamatórias estão envolvidas na geração da febre e 

estimulam a hipófise a liberar hormônios do estresse. Elas também estimulam o 

fígado a sintetizar inúmeras proteínas de fase aguda como proteína C reativa, 

fibrinogênio e antiproteases importantes (NYSTROM, 1998). 
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 A dor constitui um importante sistema de alarme do organismo para sinalizar 

a existência de ameaça à integridade tissular, sendo assim um dos sinais 

característicos da resposta inflamatória. Sempre que uma célula ou várias células em 

um tecido são lesadas, diversas substâncias são liberadas. Uma injúria periférica ou 

em um nervo faz com que vários mediadores inflamatórios sejam liberados, 

sensibilizando vários receptores da dor (nociceptores). Com o objetivo de investigar 

esse fenômeno e verificar a relação dessas substâncias com o fenômeno da dor, 

vários autores demonstraram que a dor é provocada por substâncias, tais como: 

acetilcolina (ACh), 5-hidroxitriptamina (5-HT, serotonina), histamina, substância P, 

angiotensina, bradicinina, entre outros (DE LEO; WINKELSTEIN, 2002; 

KATZUNG, 2000). 

 Segundo Rang, Dale e Ritter (2001) a dor, uma sensação que normalmente é 

desagradável e subjetiva, indica um problema orgânico ou a possibilidade de uma 

lesão do corpo, funciona como um alerta e envolve nocicepção (percepção da dor) e 

consciência da dor, sua origem, seu significado, suas consequências e como aliviar. 

Para isso, deve haver atividade cortical, que é evidenciado pelo choro, expressão 

facial, capacidade de visualização e consciência espacial de pessoas e objetos. A 

percepção de estímulos nocivos denominada de nocicepção, não é a mesma que dor, 

que é uma experiência subjetiva e inclui um forte componente emocional (afetivo). 

  A dor se inicia em terminações nervosas específicas, que são denominadas de 

nociceptores, os quais se encontram distribuídos por todo o corpo e transmitem as 

mensagens sob a forma de impulsos elétricos, ao longo dos nervos até a medula 

espinhal, e em seguida ao cérebro. Algumas vezes, o sinal desencadeia uma resposta 

reflexa ao chegar à medula espinhal. Quando isto ocorre, um sinal é imediatamente 

reenviado ao longo de nervos motores até o local original da dor, desencadeando a 

contração muscular. Um exemplo de resposta reflexa é a reação imediata de 

afastamento quando se toca inadvertidamente alguma coisa muito quente. Somente 

quando o cérebro processa o sinal e o interpreta como dor, o indivíduo passa a ter 

uma percepção consciente da mesma (GOODMAN; GILMAN, 1996). 

 A diferenciação entre dor e nocicepção depende de interações neuronais 

complexas, que envolvem sistemas excitatórios e supressores, e reflexos 

comportamentais a estímulos dolorosos. Em condições normais, a dor está associada 

a uma atividade elétrica nas fibras aferentes primárias de pequeno diâmetro dos 
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nervos periféricos. Erlanger e Gasser dividiram as fibras nervosas de mamíferos nos 

grupos A, B e C, com subdivisão adicional do grupo A em fibras α (alfa), β (beta), γ 

(gama) e δ (delta). As fibras Aδ mielinizadas são mais rápidas, com velocidade de 

condução de 12 a 30 m/s, e respondem principalmente a estímulos mecânicos ou 

térmicos, estando relacionadas com dor, frio e tato (SILVA, 1998). 

 As fibras C (não mielinizadas) possuem baixa velocidade de condução do 

impulso nervoso, menos de 1 m/s, encontram-se localizadas na raiz dorsal, e 

respondem a estímulos mecânicos, térmicos ou químicos, razão pela qual são 

também chamadas de nociceptores polimodais C. Os nociceptores polimodais estão 

relacionadas diretamente com respostas reflexas. A maior parte das fibras dolorosas 

pode ser excitada por tipos múltiplos de estímulos. As informações sensoriais 

periféricas são enviadas para o sistema nervoso central (SNC) através de fibras 

altamente especializadas, enquanto que a discriminação entre os estímulos cutâneos 

que ativam as sensações de frio, calor ou toque, deve-se à presença de receptores 

sensoriais periféricos, por isso essas fibras são tidas como fibras aferentes 

nociceptivas cutâneas. Existem evidências de que o transmissor secretado pelas 

fibras aferentes primárias da dor é a substância P (RANG; DALE; RITTER, 2001). 

Um aspecto da dor inflamatória reconhecido clinicamente há séculos é o fenômeno 

de hiperalgesia, definida como um estado de intensificação da sensação dolorosa, 

mediante uma estimulação nociva ou não do tecido periférico. A hiperalgesia pode se 

manifestar como dor na ausência de estímulos externos (dor espontânea), como 

resultado de estímulos inócuos de baixa intensidade (alodínia), ou ainda de estímulos 

nocivos. A hiperalgesia pode ser classificada em dois tipos: primária, a qual ocorre 

no local da injúria, e secundária, a qual ocorre em áreas próximas ou não do local 

afetado. A hiperalgesia primária é caracterizada pelo aumento da sensibilidade a 

estímulos térmicos ou mecânicos, enquanto que a secundária se caracteriza por maior 

sensibilidade somente a estímulos mecânicos (GOODMAN; GILMAN, 1996). 

 A explicação clássica para o mecanismo da hiperalgesia inflamatória 

periférica é que esta resulta da sensibilidade dos nociceptores aferentes primários por 

mediadores endógenos liberados por tecidos inflamados ou lesados. Existem 

substâncias que atuam diretamente no nociceptor para produzir hiperalgesia, como 

por exemplo, a prostaglandina E2 e a prostaciclina, e dentre as vias indiretas que 

levam ao desenvolvimento de hiperalgesia pode-se citar o leucócito, o terminal do 
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neurônio pós-ganglionar simpático, além dos próprios produtos da via da 

ciclooxigenase do ácido araquidônico (SILVA, 1998). 

 Os mediadores da dor inflamatória podem ser divididos em duas classes: 

ativadores diretos dos nociceptores, como por exemplo, a histamina e bradicinina; e 

up-regulators (reguladores para cima), que sensibilizam diretamente os nociceptores, 

como por exemplo, os produtos do metabolismo do ácido araquidônico pela 

ciclooxigenase (prostaglandinas) e as aminas biogênicas (noradrenalina, dopamina e 

5-HT). Os nociceptores normalmente envolvidos na dor inflamatória são os 

polimodais de alto limiar ou aqueles concentrados por fibras finas mielinizadas que, 

geralmente, estão down-regulated (regulados para baixo ou desativados). Um 

estímulo térmico, mecânico ou químico de baixa intensidade que pode ativar o 

nociceptor, se este estiver sensibilizado, é incapaz de fazê-lo se estiver no seu estado 

normal (down-regulated). Um nociceptor chamado de silencioso, associado à 

pequenas fibras aferentes, foi mostrado em sítios viscerais e articulações; esses 

nociceptores não podem ser ativados em tecidos normais, mas são “acordados” 

durante a inflamação. A neurotransmissão no sistema descendente de controle 

nociceptivo é muito complexa e envolve principalmente mecanismos opióides, 

serotoninérgicos, adrenérgicos e colinégicos, que ativam vias descendentes 

responsáveis pela inibição de neurônios do corno dorsal da medula espinhal (RANG; 

DALE; RITTER, 2001). 

 Muitas variáveis podem modificar o processo inflamatório básico, como a 

natureza e a intensidade da lesão, o local e o tecido afetado, e a responsividade do 

hospedeiro. Entretanto, a inflamação aguda, geralmente evolui para um destes três 

resultados finais: resolução completa, estado ideal; cicatrização pela substituição de 

tecido conjuntivo (fibrose); progressão da resposta tecidual, a cronicidade da resposta 

(DI VAIO; FREITAS, 2001; KUMAR et al., 2005). 

 

 

2.2 Radicais livres e substâncias antioxidantes 

 

 

 São denominadas radicais livres, quaisquer espécies químicas que apresentam 

pelo menos um elétron não compartilhado na camada de valência. Em 1900 
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descobriu-se o primeiro radical livre, e em 1954, o médico e químico Denham 

Harman, pela primeira vez relacionou estas substâncias reativas e tóxicas a uma 

doença implacável: o “envelhecimento”. Acredita-se que esses elementos, com 

elétron não pareado na camada de valência, sejam os responsáveis, pelo menos em 

parte, por elevado número de doenças no organismo, ou mesmo pelo aceleramento 

de algumas doenças como o câncer, diabetes, asma, doenças cardiovasculares e 

reumatológicas, entre outras (EBADI, 2002). 

 Os radicais livres são extremamente reativos, sendo continuamente 

produzidos na fosforilação oxidativa, processos metabólicos e outros sistemas 

biológicos. Um radical livre é extremamente instável; como tudo na natureza tende a 

se estabilizar, esse átomo procura reagir com moléculas do organismo rapidamente, 

roubando-lhe um elétron (processo designado como oxidação) e assim, gerando outra 

molécula reativa. Essa reação em cascata, que se forma sucessivamente no 

organismo, é altamente lesiva e prejudicial para as células. Caso essa reação não seja 

combatida, existe grande probabilidade de se formar um processo inflamatório no 

organismo, o qual ativará diferentes sistemas de decomposição, incluindo enzimas 

hormonais e lipídeos de membranas. O estresse oxidativo corresponde a um 

desequilíbrio entre a taxa de produção de agentes oxidantes e sua degradação. A 

desorganização estrutural dos lipídeos de membranas é um processo conhecido como 

peroxidação lipídica, que é a principal conseqüência do estresse oxidativo. 

  Acredita-se que as doenças degenerativas crônicas como a doença de 

Alzheimer, doença de Parkinson, aterosclerose, complicações da diabete mellitus, 

envelhecimento precoce, entre outras, estejam relacionadas com o estresse oxidativo 

(ANDRADE et al., 2007; VICENTINO; MENEZES, 2007). 

 No sistema fisiológico, os radicais livres são produzidos pelas células durante 

o processo de respiração celular aeróbica realizado pela maioria dos seres vivos, 

animais ou vegetais, e fornece à célula a energia necessária para suas atividades 

metabólicas, como exemplo, a quebra da glicose proveniente dos alimentos 

absorvidos. Os radicais livres são essenciais para que o sistema de defesa orgânico 

seja eficaz, como o que ocorre em uma reação inflamatória, onde os radicais livres 

causam lesão celular, calor, rubor e edema local, mas em contrapartida acabam com 

o agente invasor. Os processos metabólicos não são as únicas fontes de radicais 

livres. Fatores externos, como poluição ambiental, fumo, radiação ultravioleta, raios-
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X, álcool, resíduos de pesticidas, consumo excessivo de frituras, estresse, alimentos e 

bebidas com aditivos químicos e hormônios, entre outros, podem contribuir para o 

aumento da formação dessas moléculas no organismo (VICENTINO; MENEZES, 

2007). 

 Os radicais livres considerados mais reativos e, portanto, considerados mais 

agressivos para as células do organismo, são os formados a partir do oxigênio, como 

o ânion superóxido (O2 + 1e- → O2
●-), o radical hidroxila formado a partir do 

peróxido de hidrogênio (O2 + 1e- + 2H+ → H2O2 + 1e- → OH- + OH° / OH° + 1e- + 

H+ → H2O), e o oxigênio singleto que é produzido quando a luz ultravioleta ou a 

camada de ozônio atingem as células. Para regulação dos radicais livres, os seres 

aeróbios desenvolveram mecanismos antioxidantes de proteção, como enzimas do 

tipo catalase (2H2O2 → 2H2O + O2) e peroxidase (H2O2 + 2G-SH → 2H2O + GS-SG), 

que são responsáveis pela transformação do peróxido de hidrogênio em água. 

Entretanto, o organismo não consegue neutralizar o excesso de radicais livres, e 

como já foi citado anteriormente, o acúmulo de radicais livres é extremamente 

nocivo ao organismo. O que se tem no momento para combater os radicais livres é a 

prevenção, por exemplo, através de uma alimentação rica em antioxidantes. Várias 

substâncias são consideradas antioxidantes como, por exemplo, vitamina C (ácido 

ascórbico), vitamina E (α-tocofenol), vitamina A (β-caroteno), vitamina B1 

(tiamina), vitamina B2 (riboflavina), tofu (queijo de soja), chá verde (flavanol), além 

de minerais como, zinco, selênio, cobre e manganês, e metabólitos secundários de 

plantas, polifenóis e isoflavona de soja, flavonóides, entre outros (ANDRADE et al., 

2007; EBADI, 2002). 

 Atualmente a busca pelas propriedades antioxidantes das plantas é 

relativamente grande, visando substituir os antioxidantes sintéticos ou fazer 

associação entre eles. Os antioxidantes usados na indústria alimentícia visam evitar a 

oxidação lipídica, a qual pode ser inibida pelo seqüestro de radicais livres, tendo a 

função de conservar os alimentos (ANDREO; JORGE, 2006). Os compostos mais 

utilizados com esta finalidade são o butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno 

(BHT), galato de propila (GP) e terc-butilhidroquinona (TBHQ). Os antioxidantes 

sintéticos apresentam um inconveniente por serem voláteis e facilmente decompostos 

em altas temperaturas (ANDREO; JORGE, 2006). 
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 Estudos têm demonstrado a possibilidade dos antioxidantes sintéticos 

apresentarem alguns efeitos tóxicos para o organismo, principalmente com o 

consumo crônico. O GP, por exemplo, quando em presença de peróxido de 

hidrogênio reage com íons ferrosos formando espécies reativas de oxigênio, as quais 

podem posteriormente atacar alvos biológicos (MOLYNEUX, 2004; SOUSA et al., 

2007). 

 Pode-se encontrar na literatura um aumento crescente de trabalhos científicos 

onde são investigados extratos brutos, frações purificadas ou seus componentes 

isolados, visando avaliar o poder antioxidante das plantas (ANDREO; JORGE, 2006; 

KOLEVA et al., 2002; SILVA et al., 2005). 

 Os antioxidantes naturais podem ser extraídos de vegetais e plantas. Muitas 

ervas e especiarias, utilizadas como condimentos em alguns pratos, são excelentes 

fontes de compostos fenólicos. As plantas podem conter grande variedade de 

moléculas sequestradoras de radicais livres, como compostos fenólicos das seguintes 

classes: flavonóides, quinonas, cumarinas, ligninas e taninos. Relata-se que muitos 

desses compostos possuem além da atividade antioxidante, atividades 

antimutagênica, antimicrobiana, antidiabética e anti-inflamatória. 

 Os antioxidantes são moléculas com carga positiva que se combinam aos 

radicais livres, tornando-os inofensivos ao organismo. Agem reduzindo a 

concentração de radicais livres, apresentando um papel modulador, e não bloqueador 

(EBADI, 2002). 

 Um estudo promovido por Gülçin et al. (2002) mostrou que o extrato aquoso 

do líquen Cetraria islandica apresenta forte poder antioxidante, redutor e 

sequestrador de radicais livres (método do 2,2-difenil-1-picrilhidrazila - DPPH), 

associados com a presença de fenóis. Behera et al. (2005) também relacionaram 

atividade antioxidante e sequestradora de radicais livres (método do DPPH) com a 

presença de fenóis no líquen Usnea ghattensis. Paudel et al. (2008) demonstraram 

que cinco espécies de liquens polares, Stereocaulon alpinum Laurer 

(Stereocaulaceae), Ramalina terebrata Hook and Taylor (Ramalinaceae), Caloplaca 

sp. (Teloschistaceae), Lecanora sp. (Lecanoraceae) e Caloplaca regalis (Vain.) 

Zahlbr. (Teloschistaceae), apresentaram atividade antioxidante muito superior 

quando comparadas aos liquens tropicais. 
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2.3 Liquens 

 

 

2.3.1 Histórico 

 

 

 O nome líquen (do grego leichén) surgiu por volta do ano 300 a.C. quando 

Teofrastus, o Pai da Botânica, sentiu necessidade de atribuir um nome às 

“excrescências” encontradas nos troncos das Oliveiras, muitas das quais eram o que 

atualmente se conceitua como líquen (MARCELLI, 1995). Entretanto, apenas em 

1868, foi reconhecida a verdadeira natureza dos liquens, quando o biólogo suíço 

Schwendener demonstrou tratar-se, não de um organismo vegetal, mas de uma 

simbiose complexa entre algas e fungos. No entanto, a idéia inicial de simbiose 

fungo-alga não foi aceita por todos. Botânicos como Bornet, Bonnier e Warning, 

inclinaram-se a considerar, nos liquens, a existência de um parasitismo do tipo que 

Warning denominou helotismo: a alga seria parasitada pelo fungo, que dela retiraria 

seu alimento. Outros, como Beijerink (1890), admitiram parasitismo, considerando a 

alga como parasita do fungo (XAVIER-FILHO; RIZZINI, 1976). 

 Numerosas teorias foram propostas e as explicações se sucederam através dos 

tempos. Os liquens podem ser compreendidos como o resultado da associação 

simbiótica entre alga e/ou cianobactéria e fungo, o que permite a formação de uma 

estrutura específica, denominada talo liquênico (GARGAS et al., 1995; 

INGÓLFSDÓTTIR, 2002), morfologicamente diferente da estrutura adquirida pela 

alga ou fungo quando em vida livre (HALE, 1979). 

 Embora a literatura clássica inclua os liquens na divisão dos criptógamos, 

admitindo uma relação filogenética com algas pluricelulares, musgos e pteridófitas, 

há uma grande controvérsia quanto à sua classificação, em níveis taxonômicos 

superiores (MARCELLI, 1995). Alguns liquenólogos discutem a classificação atual 

dos liquens e preferem referir-se a estes organismos como fungos liquenizados, 

devido a predominância do micobionte dentro da associação simbiótica 

(BARINAGA, 1995) e pela ausência de evidências de um ancestral comum entre os 

fungos formadores de liquens (GARGAS et al., 1995). A sistemática dos fungos 

liquenizados, quanto à ordem, família, gênero e espécie, baseia-se principalmente na 
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análise e descrição de caracteres morfológicos do talo liquênico e dos apotécios 

(MARCELLI, 1995; NASH, 1996). Contudo, a pesquisa de algumas substâncias 

químicas características dos liquens também tem sido utilizada como ferramenta da 

sistemática (MARCELLI, 1995), o que tem despertado grande interesse no 

desenvolvimento de pesquisas nesta área com o objetivo de isolar, purificar e 

caracterizar estruturalmente as substâncias presentes neste tipo de organismo 

(GORIN et al., 1993). 

 

 

2.3.2 Aspectos Gerais 

 

 

 A simbiose liquênica é uma estratégia evolucionária bem sucedida, resultando 

em uma rica diversidade de espécies fúngicas (GRUBE; KROKEN, 2000). A 

significativa diversidade de espécies ilustra-se, conforme se apresenta na fig.1, 

basicamente por três tipos de talos: folioso, fruticoso e crustoso (AHMADJIAN, 

1993; NASH, 1996). 

 Segundo Smith (1992) os biontes liquênicos associados formam um talo 

íntegro, no qual a alga e/ou a cianobactéria (fotobionte) está localizada 

extracelularmente à hifa fúngica (micobionte). O micobionte geralmente pertence ao 

filo Ascomycota, mas também pode pertencer ao filo Basidiomycota, já o fotobionte 

pode pertencer tanto as Chlorophyta quanto as Cyanobacteria (BENATTI; 

MARCELLI, 2007). A biomassa liquênica é composta, principalmente, por hifas 

fúngicas que, em espécies mais complexas, desenvolvem-se em estruturas, com 

caráter anatômico e morfológico, altamente especializadas. A respeito das 

características morfológicas, as células fotobióticas são sempre envolvidas por hifas 

e localizam-se próximo à superfície inferior e acima do córtex fúngico. Desta forma, 

os liquens apresentam uma organização interna que mimetiza as folhas de plantas 

superiores, nas quais a absorção de luz pode ser maximizada (HONEGGER, 1993). 
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Fig. 1. Tipos de talos liquênicos: folioso (exemplo: Xanthoria polycarpa), crustoso 
(exemplo: Diploicia canescens) e fruticoso (exemplo: Usnea subfloridana). Fonte: 
PRITCHARD; BRADT, 1984. 
 

 A respeito do micobionte, faz-se necessário salientar a diversidade destes 

organismos, sendo conhecidas 13.500 espécies de fungos liquenizados, dentre os 

quais 98% são ascomicetos (GALUN, 1988; GARGAS et al., 1995; HONEGGER, 

1993; 1995; 1996). De acordo com Hawksworth e Hill (1984), mesmo que os fungos 

liquenizados apresentem-se morfológica e anatomicamente mais complexos que os 

fungos não liquenizados, não há diferenças fundamentais entre estes organismos e 

não há indicações de crescimento diferenciado dentre estas hifas fúngicas 

(HONEGGER, 1993). 

 Já em relação aos componentes fotobiontes da simbiose liquênica, dentre os 

1.600 gêneros conhecidos de algas (GALUN, 1988), apenas 40 tem sido reportado 



 16 

como fotobiontes em liquens (BÜDEL, 1992; TSCHERMACK-WOESS, 1988). A 

maioria (90%) dos fotobiontes são algas verdes (Chlorophyta), sendo os gêneros 

Trebouxia e Trentepohlia os mais frequentes. Nostoc é o gênero mais comum de 

cianobactérias e é capaz de fixar tanto CO2 quanto N2. Dentre a grande diversidade 

de fungos liquenizados, em aproximadamente 500 espécies de liquens ocorre a 

presença de dois fotobiontes associados a um único fungo, sendo uma alga verde o 

bionte fotossintético primário e uma cianobactéria o membro fotossintetizante 

secundário, fixador de N2 (TSCHERMACK-WOESS, 1988). Este último é 

particularmente complexo e encontra-se nos cefalódios, regiões de crescimento do 

talo liquênico (MARCELLI, 1995; PURVIS, 2000). Nesta simbiose, tem-se então a 

contribuição da alga na produção de açúcares através da fotossíntese e, no caso das 

cianofíceas, a elaboração de aminoácidos a partir de gás carbônico e nitrogênio, em 

associação com a água (GOLA; NEGRI; CAPPELLETI, 1965). 

 Os liquens são principalmente rupícolas e epífitas, mas algumas espécies 

desenvolvem-se diretamente sobre o solo. São elementos importantes na 

desagregação das rochas devido à eliminação de certos ácidos orgânicos (ácidos 

liquênicos), os quais reagem com elementos minerais da superfície (JOLY, 1975). 

Além disso, algumas espécies que fixam o nitrogênio atmosférico (aquelas nas quais 

o fotobionte é uma cianofícea) são comuns e valiosas para vários ecossistemas 

(AHMADJIAN, 1993; PURVIS, 2000). 

 De distribuição cosmopolita, os liquens são especialmente diversificados nas 

regiões tropicais e em áreas polares, podendo constituir o único tipo de vegetação, 

indicando uma grande adaptação às condições ambientais adversas. A excepcional 

resistência as variações de temperatura é uma característica inerente a esses 

organismos (XAVIER-FILHO; RIZZINI, 1976). Os liquens com fotobiontes verdes 

podem ser metabolicamente reativados quando são expostos somente ao vapor de 

água. Os cianoliquens precisam de água para reativar seu metabolismo. Os liquens 

perdem rapidamente compostos inorgânicos e orgânicos após serem re-hidratados. 

Fotobiontes verdes têm meios de proteger seus sistemas fotossintéticos de repetidos 

ressecamentos e luz excessiva (AHMADJIAN, 1993). 

 Muitos produtos liquênicos vêm sendo utilizados como fármacos, bases 

fixadoras de perfumes, corantes, fontes de alimento (PURVIS, 2000; RAVEN, 

1996), ou ainda, como indicadores de poluição ambiental devida a sua sensibilidade 
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a SO2, NO2 e ozônio, e habilidade em absorver e acumular metais pesados 

(HAWKSWORTH; HILL, 1984; PURVIS, 2000). 

 

 

2.3.3 Principais constituintes químicos dos liquens 

 

 

 As substâncias químicas produzidas pelos liquens são agrupadas, de acordo 

com a localização no talo, em produtos intracelulares e extracelulares. Os produtos 

intracelulares (carboidratos, carotenóides, vitaminas, aminoácidos e proteínas) estão 

ligados à parede celular e ao protoplasto. Os produtos extracelulares, frequentemente 

chamados de metabólitos secundários, são encontrados na medula ou no córtex, 

raramente em ambas as camadas (antraquinonas, atranorina, liquexantona, 

depsidonas, dibenzofuranos, entre outros) (HONDA; VILEGAS, 1998). 

  

 

2.3.3.1 Substâncias liquênicas 

 

 

 Substâncias liquênicas, conhecidas como ácidos liquênicos, são na maioria 

compostos fenólicos, produtos do metabolismo secundário do micobionte 

(produzidos pela hifa), sendo depositados no córtex e/ou medula, em concentração de 

0,1 a 10% em relação ao peso do líquen seco, embora em alguns casos a 

concentração possa ser superior (HALE-JR, 1983). A produção das substâncias 

liquênicas se dá por três principais vias biossintéticas: a do acetato polimalonato, a 

do ácido chiquímico e a do ácido mevalônico. Dessas vias são originados os grandes 

grupos de compostos. Na primeira são formados os ácidos graxos, depsídeos, 

depsidonas e quinonas; na segunda são originados os pigmentos amarelos ou laranjas 

(calicina, epanorina, ácido leprapínico e ácido vulpínico), derivados do ácido 

vulpínico, e na terceira são produzidos os terpenóides e esteróis. Outras vias podem 

ser ainda destacadas como dos aminoácidos e dos carboidratos verificando-se, nesta 

última, a biossíntese dos sacarídeos e polióis. Entretanto, a maioria dos metabólitos 
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secundários tem origem biossintética via ácido chiquímico e acetato polimalonato 

(HALE-JR, 1983; NASH, 1996; XAVIER-FILHO et al., 2006) (Fig. 2). 

 Cerca de 630 compostos, provenientes do metabolismo secundário de liquens, 

são conhecidos. Dentre estes, estão os ácidos alifáticos meta- e para-depsídeos, 

depsidonas, ésteres benzílicos, dibenzofuranos, xantonas, antraquinonas, ácidos 

úsnicos, terpenos e derivados do ácido vulpínico. Ainda que alguns destes compostos 

sejam produzidos por fungos de vida livre e por plantas superiores, a maior parte é 

considerada exclusiva de liquens (ELIX, 1996). Devido à capacidade de reagirem 

com substâncias químicas específicas, produzindo na maioria das vezes reações 

coloridas, e a sua grande especificidade de ocorrência nos liquens, estas substâncias 

vêm sendo utilizadas com propósitos taxonômicos. Elas são estudadas rotineiramente 

pelos liquenólogos, sendo para vários grupos (ex.: Parmeliaceae e Cladoniaceae) 

essenciais para a identificação das espécies (HONDA; VILEGAS, 1998). 

 Embora muitas destas substâncias liquênicas sejam conhecidas, o seu papel 

ainda não está bem definido. Porém, parece que estas estão envolvidas no 

mecanismo de proteção contra o ataque de animais e contra o desenvolvimento de 

bactérias, fungos e musgos. Os fenóis liquênicos, acumulados sobre as hifas do 

córtex superior, participam do mecanismo adaptativo de diversas espécies 

(LAWREY, 1986), e o ácido úsnico, um dos mais freqüentes compostos de liquens, 

protege o fotobionte da radiação de baixo comprimento de onda (RUNDEL, 1987), 

sendo considerado, inclusive, como recurso energético em casos de estresse 

nutricional (VICENTE; RUIZ; ESTÉVEZ, 1980). 

Entre as centenas de metabólitos secundários conhecidos de liquens, o ácido 

úsnico é sem dúvida o mais extensivamente estudado, o qual é amplamente 

distribuído em espécies de Cladonia (Cladoniaceae), Usnea (Usneaceae), Lecanora 

(Lecanoraceae), Ramalina (Ramalinaceae), Evernia, Parmelia (Parmeliaceae) e 

outros gêneros de líquens (INGÓLFSDÓTTIR, 2002).  
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                  (a)                                                                  (b) 

                                                

                  (c)                                                                               (d)  

 

                         

                                 (e)                                                                  (f) 

 

                               

              (g)                                                              (h) 

 

 

Fig. 2. Estrutura molecular plana do (a) ácido úsnico, (b) calicina, (c) ácido vulpínico, (d) 
epanorina, (e) ácido criptoclorofeico (meta-depsídeo), (f) ácido ecanórico (para-depsídeo), 
(g) depsidona e (h) ácido leprapínico. Fonte: HONDA & VILEGAS, 1998. 
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2.3.3.2 Carotenóides 

 

 

 Os carotenóides são pigmentos secundários ou acessórios que absorvem luz, 

em comprimentos de onda diferentes da clorofila, que ocorrem regularmente em 

liquens. A ocorrência destes compostos nos talos liquênicos pode ser influenciada 

por fatores ambientais como clima, altitude, latitude e, principalmente, a intensidade 

da luz ambiental (HALE-JR, 1983). Seu papel em liquens não é bem conhecido, 

porém, parece estar envolvido na proteção do líquen contra luminosidade excessiva e 

também na foto e termo-proteção evitando a dissipação de energia (ADAM; 

DEMIMING-ADAMS; LANGE, 1993). 

 

 

2.3.3.3 Carboidratos de baixa massa molar 

 

 

 Relativamente, poucos estudos têm sido realizados a cerca da distribuição 

destes carboidratos de baixa massa molar em diferentes espécies de liquens 

(NISHIKAWA; MICHISHITA; KURONO, 1973). A investigação mais abrangente 

foi realizada por Lindberg, Misiorny e Wachtmeister (1953) em 60 espécies de 

liquens. Eles pesquisaram a presença de polióis arabinitol, manitol e volemitol, e de 

dissacarídeos.  

 Nesta classe de carboidratos encontram-se os monossacarídeos redutores 

(pentoses, metilpentoses, hexoses e cetoses), polióis (com moléculas contendo entre 

3 a 7 átomos de carbono) e os oligossacarídeos (GORIN et al., 1993). 

 

 

2.3.3.4 Carboidratos de alta massa molar 

 

 

 O primeiro relato descrevendo a presença de polissacarídeos em liquens foi 

realizado por Berzelius, em 1815. A partir de estudos com o líquen Cetraria 

islandica foram isolados dois polissacarídeos conhecidos por liquenina (= liquenana) 
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e isoliquenana, os quais eram constituídos por unidades de glicose (GORIN et al., 

1993; MEYER; GÜRTLER, 1947). Muitos outros trabalhos sucederam com o 

objetivo de obtenção de polissacarídeos de diferentes espécies de liquens. Dentre os 

polissacarídeos caracterizados, as glucanas são os homopolímeros comumente 

encontrados. 

 

 

2.3.4 Cladonia spp   

 

 

 O gênero Cladonia (Fig. 3), pertencente à família Cladoniaceae, é 

caracterizado por apresentar um talo crustoso ou esquamuloso, às vezes estipitado, e 

raramente folioso, com ascomas claros e negros do tipo lecideino biatorino e algumas 

vezes imerso (fotobionte clorofícea unicelular; esporos variados; ápice do asco com 

uma estrutura em forma de capuz). Porções semelhantes às hastes suportam o 

ascostroma, também denominadas de podécios, que é parte dominante do talo 

(NASH, 1996; XAVIER-FILHO et al., 2006). Segundo Hammer (2003), a Austrália 

é um centro de endemismo do gênero Cladonia, sendo a diversidade claramente 

notável na Nova Zelândia, que possuía cerca de 60 espécies reconhecidas até 2003, 

ano em que oito novas espécies foram descobertas e mais oito em discussão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3. Cladonia spp. Fonte: mason.gmu.edu/~jlawrey/biography/Cladonia.jpg 
 
 
 Backor e Fahselt (2004) verificaram a existência de participação de metais 

pesados na constituição do líquen Cladonia pleurota em Sudbury (Ontário, Canadá). 
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Ribeiro et al. (2006) estudaram os metabólitos da Cladonia substellata Vainio e 

comprovaram potencial bactericida e antifitopatógena. 

 Segundo Xavier-Filho et al. (2006), o líquen Cladonia clathrata pertence a 

um dos principais fungos liquenizados da ordem Lecanorales, que se encontra em sua 

maioria em climas extratropical e em zonas temperadas e frias. Woranovicz et al. 

(1997) referem que a galactomana (principal polissacarídeo em liquens micobiontes 

ascomicetos) é quase idêntica entre os liquens Cladonia imperialis e Cladonia 

clathrata. 

 

 

2.3.4.1 Cladonia clathrata 

 

 

Entre 15 espécies da Cladonia os β-D-glucanas são os mais encontrados 

(CARBONERO et al., 2001).  

 Segundo Ahti (2000) a Cladonia clathrata (Fig. 4) possui como 

características: um talo primário persistente, esquamuloso, de 2-6 x 1-4 mm, com 

lóbulos arredondados quase isodiamétricos, de cores verde e branco papilado-

areolado; um podécio entre 2-4,5 cm de comprimento, com pedúnculo entre 0,5-1,5 

mm de espessura, de cor cinza pálido ao violeta marrom, com partes necróticas 

amarelo marrom; córtex pobremente desenvolvido; medula incluindo um estrato 

algal contínuo; e eixo um pouco macio, bem delimitado na medula. A espécie similar 

Cladonia rappii é dificilmente perfurada. A Cladonia clathrata é distinguida da 

Cladonia verticillaris, devido ao seu pequeno tamanho de ponta a ponta, e por conter 

os ácidos fumarprotocetrárico, protocetrárico e confurmaprotocetrárico (Fig. 5). 
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Fig. 4. Cladonia clathrata. Fonte: o autor. 
 

  

 A Cladonia clathrata é distribuída endemicamente no Nordeste do Brasil, da 

Paraíba ao Espírito Santo e Minas Gerais, raramente em São Paulo. Cresce em áreas 

abertas, habitats arenosos, especialmente próximo da costa. Em Sergipe é encontrada 

no município de Areia Branca, na Serra de Itabaiana (AHTI, 2000). 

 

                           

                    (a)                                                                                 (b)  

Fig. 5. Estrutura molecular plana do (a) ácido fumarprotocetrárico e (b) ácido 
confumarprotocetrárico. Fonte: HONDA & VILEGAS, 1998. 
 
 

 

2.3.5 Liquens e atividades biológicas 

 

 

 Alguns extratos de liquens são utilizados como recursos curativos na 

medicina popular, e testes realizados com liquens mostraram a ocorrência frequente 

de metabólitos com propriedades antibiótica (CAVALLITO et al., 1948), 

antimicrobiana (INGÓLFSDÓTTIR et al., 1998), antiviral (NEAMATI et al., 1997; 
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PENGSUPARP et al., 1995; YAMAMOTO et al., 1995), analgésica e antipirética 

(OKUYAMA et al., 1995). Alguns liquens também são utilizados como produtos 

naturais na medicina tradicional para tratar bronquite e desordens inflamatórias 

(SAKLANI; UPRETI, 1992). 

 Na antiguidade clássica, Hipócrates recomendava o uso de Usnea barbata 

como opção terapêutica frente a desordens uterinas, e na medicina popular, é 

utilizado para tratamento de “pé de atleta” (XAVIER-FILHO et al., 2006). Extratos 

de Usnea ghattensis possuem atividade contra Bacillus licheniformis, Bacillus 

megaterium, Bacillus subtilis e Staphylococcus aureos (BEHERA et al., 2005). Os 

liquens Usnea esculenta e Usnea longissima evidenciaram efeitos inibitórios contra 

melanogenesis (KIM; CHO, 2007).  

 O extrato da Cladina dendroides e a atranorina, um dos compostos deste 

líquen, foram capazes de inibir as contorções abdominais induzidas por ácido acético 

(MAIA et al., 2002). Entretanto, Maia et al. (2002) não foram capazes de afirmar se a 

redução das contorções se deu por sedação, por mudança da função motora 

(observada no estudo de toxidade) ou por mecanismo periférico.  

 Na Europa, o extrato da Cetraria islandica é utilizado para tratar inflamações 

da mucosa (SÜLEYMAN et al., 2002). No Uruguai, uma espécie de líquen fruticoso, 

Usnea densirostra Taylor, chamada popularmente de “yerba de la piedra”, tem sido 

usada medicinalmente (OSORIO, 1982).  

 Os dibenzofuranos possuem atividade antibiótica frente a uma gama de 

bactérias. Os derivados do ácido polipórico e alguns polissacarídeos demonstram 

atividade antitumoral. O ácido polipórico foi isolado de Sticta coronata e ensaiado 

frente a leucemia L1210 em rato, revelou-se altamente ativo, mesmo após 

modificações dos anéis benzênicos terminais ou de alguns dos seus substituintes 

(XAVIER-FILHO et al., 2006).   

 O ácido úsnico e os ácidos alifáticos meta- e para-depsídeos foram 

identificados como componentes ativos do extrato metanólico da U. diffracta, 

apresentando atividades analgésica e antipirética em camundongos (OKUYAMA et 

al., 1995). Estudos anteriores realizados por Vijayakumar et al. (2000) demonstram 

que a atividade anti-inflamatória do ácido úsnico, quando administrado por via oral 

na dose de 100 mg/Kg, foi comparável a do ibuprofeno na mesma dose, usando os 
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modelos experimentais de edema de pata em ratos (efeito agudo) e pellet de algodão 

(efeito crônico). 

  A administração oral do ácido úsnico, nas doses de 30 e 100 mg/Kg, resultou 

em efeito analgésico significativo nos modelos de contorções abdominais induzidas 

pelo ácido acético e pressão da cauda (INGÓLFSDÓTTIR, 2002). O ácido úsnico 

administrado oralmente, nas doses de 100 e 300 mg/Kg, exibiu atividade antipirética 

significativa no modelo de hipertermia induzida por lipopolissacarídeo 

(INGÓLFSDÓTTIR, 2002). Além disso, algumas substâncias liquênicas, como os 

ácidos úsnicos, apresentam também atividade antihistamínica, espasmolítica e 

antiviral (VARTIA, 1973). 

Odabasoglu et al. (2006) referem que o ácido úsnico pode ter um efeito 

gastroprotetor devido à redução do dano oxidativo e infiltração de neutrófilo nos 

tecidos. Em outro trabalho, Odabasoglu et al. (2005) verificaram que o líquen da 

espécie P. rufescens possui maior atividade antioxidante que as espécies Bryoria 

fuscescens, Dermatocafron intestiniforms e Pseudeyernia furfuracea.  

 Muitas espécies de Cladonia foram usadas no tratamento da tuberculose 

pulmonar (VARTIA, 1973). As ações anti-inflamatória, analgésica e antipirética 

parecem estar relacionadas com a inibição da síntese de prostaglandinas devido aos 

efeitos de desacoplamento sobre a fosforilação oxidativa (INGÓLFSDÓTTIR, 2002). 

 Pelo fato dos leucotrienos (LT), produtos do metabolismo da via 5-

lipoxigenase (5-LO) do ácido araquidônico, desempenhar um importante papel em 

diversos estados fisiopatológicos em humanos (FORD-HUTCHINSON, 1989; 

JONES et al., 1989; WASSERMAN et al., 1991), particularmente naqueles 

envolvendo inflamação, talvez estes mediadores possam ser influenciados por 

compostos derivados de liquens (KUMAR; MULLER, 1999). Além disso, duas 

pequenas moléculas derivadas do metabolismo dos liquens, ácido protoliquesterínico 

e ácido lobárico, demonstraram inibir a 5-LO em leucócitos suínos 

(OGMUNDSDÓTTIR et al., 1998). Os depsídeos liquênicos (ex.: atranorina) são 

descritos inibir a biossíntese de prostaglandinas (SANKAWA et al., 1982) (Fig. 6). 

Entretanto, dados da literatura sobre a atividade biológica destes compostos 

de ocorrência natural são escassos. Isto se deve, parcialmente, às dificuldades 

encontradas com a coleta em quantidade suficiente de material, visto que a maioria 
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das espécies de liquens crescem como porções dispersas, principalmente sobre 

pedras ou troncos de árvores. 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6. Estrutura molecular plana da atranorina (depsídeo). Fonte: HONDA & VILEGAS, 
1998. 

 

 

2.4 Descrições dos testes farmacológicos e da atividade antioxidante  

 

 

2.4.1 Contorções abdominais 

 

 

 Depois da injeção de um agente irritante por via intraperitoneal, o rato ou o 

camundongo apresenta uma resposta característica, que consiste de contração da 

musculatura abdominal acompanhada de estiramento dos membros posteriores e, 

algumas vezes, de torção do tronco. Quando uma substância tem uma longa latência, 

como o ácido acético ou fenilbenzoquinona, pode-se supor que sua ação seja indireta, 

possivelmente por liberação de uma substância endógena que excita as terminações 

nervosas (COLLIER et al., 1968). 

 

 

2.4.2. Formalina 

 

 

 O teste da formalina foi introduzido por Dubuisson e Dennis (1977) quando 

demonstraram que após uma injeção de formalina, os ratos apresentavam uma 

resposta de dor bifásica: uma fase inicial e uma fase tardia. O uso de drogas 

narcóticas, como a morfina, inibe tanto a primeira como a segunda fase. Entretanto, a 
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segunda fase também pode ser inibida por drogas de ação periférica, como o ácido 

acetilsalicílico (SHIBATA et al., 1989). 

 Segundo Murray, Porreca e Cowan (1988), esta avaliação foi adaptada 

posteriormente para camundongos por Hunskaar et al. (1985). A formalina, diluída 

entre 1 a 5%, é aplicada na superfície plantar de uma das patas traseiras, e o tempo 

que o camundongo gasta lambendo a pata afetada é parâmetro de dor, sendo esse 

tempo de lambida considerado nos 5 primeiros minutos (fase inicial) e no intervalo 

de 20 a 30 minutos (fase tardia) após a injeção de formalina. 

 

 

2.4.3 Migração de neutrófilos para a cavidade peritoneal 

 

 

 A migração de neutrófilos para a cavidade peritoneal de camundongos, no 

método descrito por Matos et al. (2003), é induzida pela administração de 0,25 mL 

do agente flogístico carragenina (1% em salina) por via intraperitoneal. Após quatro 

horas os animais são sacrificados e recebem 2 mL de PBS heparinizado (10 UI/mL) 

em suas cavidades peritoneais. A contagem de leucócitos total é realizada em câmara 

de Neubauer, com as amostras de PBS recuperadas após leve massagem da cavidade 

peritoneal. 

 

 

2.4.4 Avaliação in vitro da atividade antioxidante (DPPH)  

 

 

Vários métodos são utilizados para determinar a atividade antioxidante em 

extratos e substâncias isoladas; um dos mais usados consiste em avaliar a atividade 

seqüestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH•), de coloração 

purpúrea que absorve a 515 nm. Por ação de um antioxidante ou uma espécie 

radicalar (R•), o DPPH• é reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloração 

amarela, com conseqüente desaparecimento da absorção, podendo a mesma ser 

monitorada pelo decréscimo da absorbância. A partir dos resultados obtidos 

determina-se a porcentagem de atividade antioxidante, também denominado de 
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percentual de inibição (PI), ou poder seqüestrador de radicais livres e/ou a 

porcentagem de DPPH• remanescente no meio reacional. A quantidade de 

antioxidante necessária para decrescer a concentração inicial do radical DPPH em 

50% é denominada concentração eficiente (CE50) ou concentração inibitória (CI50). 

Quanto maior o consumo de DPPH• por uma amostra, menor será a sua CI50 e maior 

será a sua atividade antioxidante (MOLYNEUX, 2004; SOUSA et al., 2007). 
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivo geral 

 

 

Realizar estudos farmacológicos e químicos com o extrato hidroalcoólico da 

Cladonia clathrata (EHCc) a fim de se verificar possíveis efeitos anti-inflamatório, 

antinociceptivo e antioxidante que possam ser úteis na saúde coletiva. 

 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 

� Realizar a dosagem de fenóis totais no EHCc; 

� Avaliar a atividade antinociceptiva do EHCc nos modelos in vivo de 

contorções abdominais induzidas pelo ácido acético e teste da formalina em 

camundongos; 

� Avaliar a atividade anti-inflamatória do EHCc no modelo in vivo de peritonite 

induzida por carragenina em camundongos; 

� Avaliar a atividade antioxidante do EHCc no modelo in vitro de análise 

quantitativa, usando-se o radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Reagentes e drogas 

 

 

Ácido acetilsalicílico (AAS), ácido gálico, butil-hidroxi-tolueno (BHT), 

carragenina, dexametasona, 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) e morfina foram 

obtidos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, E.U.A.). O ácido acético obtido da 

Merck (Damstadt, Alemanha) e a formalina da Baker (Santo Amaro, SP, Brasil). Os 

solventes foram adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Todas as 

substâncias usadas foram dissolvidas em solução salina a 0,9%, com as exceções do 

AAS que foi dissolvido em Tween 80 a 5% em solução de NaCl a 0,9%, e ácido 

gálico, BHT e DPPH que foram dissolvidos em metanol. A concentração final do 

tween 80 não excedeu a 5%, não apresentando nenhum efeito per se. 

 

 

4.2 Material botânico 

 

 

Os liquens Cladonia clathrata foram coletados no município de Itabaiana, 

Estado de Sergipe (10º44’S, 37º23’W), em março de 2007. O material botânico foi 

identificado pelo Prof. Dr. Marcelo Pinto Marcelli do Instituto de Botânica de São 

Paulo/SP e depositado com o voucher de número SP 393248. Antes da extração, os 

liquens foram secos a 40ºC, em estufa com circulação e renovação de ar (Marconi 

MA-037) por 24 h. 

 

 

4.3 Preparação do extrato 

 

 

Os talos secos da C. clathrata foram triturados até produzir um pó fino. O 

EHCc foi obtido por maceração, de 200 g da amostra dissolvidos em 1 L de álcool a 
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70% (formulação de tintura), à temperatura ambiente e sob agitação, durante 10 dias. 

Posteriormente, o material foi filtrado à pressão reduzida, o solvente removido 

usando-se um rotaevaporador e a massa semi-sólida seca em dessecador. O resíduo 

sólido resultante (EHCc) foi estocado a 5°C até ser ressuspenso em diferentes 

concentrações com salina. 

 

A dose e o volume administrados foram calculados como descrito a seguir: 

 

Massa total = soma do peso de 6 camundongos / dose 

 

a) Dose: 

      100, 200 ou 400 mg ....................... 1000 g 

      X (mg)............................................. massa total do grupo / dose 

      X = Valor (mg) 

 

b) Volume: 

      0,1 mL ............................................ 10 g 

 Y (mL)............................................ massa total do grupo / dose 

 Y = Valor (mL) 

 

c)  Dose extrapolada para administração / grupo: 

 X (mg)............................................ Y (mL) 

 Z (mg)............................................. (Y + 1) mL 

 Z = Valor (mg) 

 

 

4.4 Fenóis totais 

 

 

A análise quantitativa dos fenóis totais foi baseada no método descrito por 

Bonoli et al. (2004), com pequenas modificações. O EHCc (10 mg) foi dissolvido em 

metanol (10 mL). Uma alíquota de 7,5 mL foi diluída em 42,5 mL de metanol, e 100 

µL desta solução foram adicionados a 500 µL de reagente de Folin-Ciocalteau 
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(diluído 1:10 com água destilada) e agitado por 1 min. Posteriormente, 2 mL de 

solução de Na2CO3 a 20% foram adicionados e a amostra agitada novamente por 30 

s. Após 2 h, a absorbância foi lida a 750 nm. O ácido gálico foi usado para obter uma 

curva de calibração. O teor de fenóis totais foi determinado por interpolação da 

absorbância das amostras contra uma curva de calibração construída com padrões de 

ácido gálico (10 a 350 µg/mL). A equação da curva de calibração do ácido gálico foi 

C = 809,0200A + 5,0827, onde C é a concentração do ácido gálico, A é a absorbância 

a 750 nm; o coeficiente de correlação foi de R = 0,999. As medidas foram realizadas 

em triplicata. O resultado está expresso como mg de ácido gálico/g de EHCc ± 

desvio padrão. 

 

 

4.5 Animais experimentais 

 

 

Foram usados camundongos Swiss adultos jovens (20-30 g), de ambos os 

sexos, provenientes do Biotério Central da UFS. Os animais foram alojados em 

caixas plásticas padronizadas, separados de forma randômica por grupos e sexos (10 

camundongos/caixa), e mantidos no Biotério setorial do Departamento de Fisiologia, 

em ambiente aclimatizado à 21 ± 2ºC, sob ciclo natural claro e escuro, por pelo 

menos 2 dias para aclimatação. Ofereceu-se ração e água ad libitum. Os animais 

tiveram sua alimentação retirada 12 h antes dos experimentos, tendo sido fornecido 

durante este período água, e ambientados no laboratório de experimentação por 2 h. 

Todos os procedimentos adotados foram conduzidos de acordo com as normas do 

Comitê de Ética em Pesquisas com Animais (CEPA) da UFS (protocolo 26/07 

aprovado em 02/08/2007, Anexo 1). 
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4.6 Avaliação da atividade antinociceptiva 

 

 

4.6.1 Teste das contorções abdominais 

 

 

O EHCc, nas doses de 100, 200 ou 400 mg/Kg, foi administrado por via oral 

(v.o., 0,1 mL/10 g de peso) 60 min antes da estimulação algésica (n = 6). Um grupo 

de camundongos (controle padrão) recebeu ácido acetilsalicílico (AAS, 300 mg/Kg 

de peso, v.o., 60 min antes, n = 6), e um outro grupo de animais (controle negativo) 

recebeu apenas salina (v.o., 60 min antes, n = 6). Após os 60 min, os animais 

receberam o agente nociceptivo, uma solução de ácido acético a 0,6% (0,1 mL/10 g), 

por via intraperitoneal (i.p.). Em seguida o número das contorções abdominais foi 

observado, em câmaras individuais, por um período de 20 min, iniciando logo após a 

administração do ácido acético (KOSTER; ANDERSON; BEER, 1959).  

 

 

4.6.2 Teste da formalina 

 

 

Grupos de camundongos (n = 6) foram pré-tratados por v.o. com o EHCc 

(100, 200 ou 400 mg/Kg) 60 min antes da administração de formalina. Grupos 

separados de animais, usados como controles padrão, receberam pré-tratamento com 

morfina (10 mg/Kg, i.p., 30 min antes, n = 6) ou AAS (300 mg/Kg, v.o., 60 min 

antes, n = 6), e um grupo, usado como controle negativo, recebeu apenas salina (0,1 

mL/10 g, v.o., 60 min antes, n = 6). Posteriormente ao pré-tratamento, os animais 

receberam uma solução de formalina a 1% (20 µL), injetada por via s.pl. em uma das 

patas posteriores. O tempo que o animal passou lambendo e/ou mordendo sua pata 

foi cronometrado em dois períodos: durante a primeira fase (0-5 min após a injeção 

de formalina) e durante a segunda fase (20-25 min após a injeção de formalina) 

(DUBUISSON; DENNIS, 1977). 
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4.7 Avaliação da atividade anti-inflamatória 

 

 

4.7.1 Migração de neutrófilos para a cavidade peritoneal de camundongos 

 

 

A atividade anti-inflamatória foi estudada usando-se o modelo de peritonite 

induzida pela injeção i.p. de carragenina a 1%, administrada no volume de 0,25 mL 

por animal (MATOS et al., 2003). 

O EHCc, nas doses de 100, 200 ou 400 mg/Kg (n = 6), foi administrado por 

v.o. 60 min antes da injeção da carragenina. Outros grupos de animais receberam 

dexametasona (2 mg/Kg, s.c., n = 6, controle padrão) ou salina (v.o., n = 6, controle 

negativo) 60 min antes do agente inflamatório. Os animais foram anestesiados com 

pentobarbital sódico (50 mg/Kg, i.p.) e eutanasiados por deslocamento cervical 4 h 

após a injeção de carragenina. Logo após, injetou-se salina contendo 1 mM de EDTA 

(i.p., 3 mL) e uma breve massagem feita para coleta do fluido peritoneal, que foi 

centrifugado (2.000 rpm, 5 min) a temperatura ambiente. O sobrenadante foi 

descartado e o precipitado ressuspenso em 300 µL de salina. Uma alíquota de 10 µL 

desta suspensão foi diluída em 190 µL de solução de Turk e as células totais 

contadas em câmara de Neubauer sob microscópio ótico. Os resultados estão 

expressos como número de neutrófilos/mL. A porcentagem de inibição leucocitária = 

(1 – T/C) x 100, onde T representa a contagem de leucócitos nos grupos tratados e C 

representa a contagem de leucócitos no grupo controle. 

 

 

4.8 Avaliação in vitro da atividade antioxidante 

 

 

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

 

 

A análise quantitativa da atividade antioxidante utilizada foi baseada no 

método descrito por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) e Sanchez-Moreno et 
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al. (1998), com pequenas modificações. O seqüestro do radical livre DPPH foi 

acompanhado pelo monitoramento da diminuição na absorbância a 515 nm, a qual 

ocorre devido a redução pelo antioxidante. 

Uma solução estoque do radical DPPH na concentração de 100 µg/mL foi 

preparada em metanol, diluições para obter as concentrações finais de 5, 10, 15, 20, 

25, 30, 60, 65 e 70 µg/mL foram realizadas e usadas na curva-padrão. A absorbância 

de cada concentração padrão foi monitorada em um espectrofotômetro (UV BEL 

Photonics 1105) a 515 nm, tendo o metanol como o branco. As medidas foram 

realizadas com três repetições em intervalos de tempo de 1 min. A equação da 

concentração x absorbância da curva-padrão para o radical DPPH foi C = -0,01923 + 

0,0284A, onde C é a concentração do radical DPPH no meio, A é a absorbância em 

515 nm, e o coeficiente de correlação foi de R = 0,9918. 

Soluções contendo 500 µg/mL do EHCc (5, 10, 15, 20, 25, 30, 60, 65 e 70 

µg/mL) foram preparadas em metanol. O desaparecimento do radical DPPH• foi 

monitorado pela diminuição na absorbância em 515 nm, que foi observada após 0, 1, 

5 e 10 min, e subsequentemente a cada 10 min até completar 1 h (SOUSA et al., 

2007). Metanol puro, utilizado para dissolver as amostras, foi o controle negativo. Os 

controles referências utilizados foram ácido gálico e butilhidroxitolueno (5, 10, 15, 

20, 25 e 30 µg/mL) dissolvidos em metanol. A mistura de metanol e EHCc foi usada 

como branco. 

A concentração do radical DPPH na mistura de reação foi calculada 

baseando-se na curva-padrão, onde a concentração do radical DPPH é expressa em 

µg/mL. O percentual restante do radical DPPH (%DPPHREM) foi calculado de acordo 

com Brand-Willams, Cuvelier e Berset (1995): %DPPHREM = [DPPH]T / [DPPH]T0 x 

100, onde T é o tempo no qual as absorbâncias foram medidas (1-60 min) e T0 é o 

tempo zero. O valor de CI50 foi calculado plotando-se o %DPPHREM nos tempos de 

60 min contra 5 a 70 µg/mL da amostra de cada extrato. Os resultados estão 

expressos em µg antioxidante/mL do radical DPPH ± desvio padrão da média. 

Os valores de absorbância observados em todas as amostras (30 µg/mL) no 

tempo de 60 min foram transformados em %AA, utilizando-se a equação: %AA = 

{[Abscontrole – (Absamostra – Absbranco)] x 100} / Abscontrole, onde Abscontrole é a 

absorbância inicial da solução metanólica do radical DPPH e Absamostra é a 
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absorbância da mistura de reação (DPPH + amostra). Os resultados estão expressos 

como % de inibição. 

 

 

4.9 Análise estatística 

 

 

A análise estatística dos dados foi realizada usando-se o teste de análise de 

variância (ANOVA) seguida de comparações múltiplas pelo teste de Tukey. Valores 

de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os resultados das 

atividades antinociceptiva e anti-inflamatória estão apresentados como média ± erro 

padrão da média (E.P.M.) de n (números de animais por grupo), utilizando-se o 

programa GraphPad Prism 4.0. A atividade antioxidante foi avaliada usando-se o 

programa Origin, versão 7.5 (Microcal, Northampton, MA, E.U.A.) e os valores 

estão apresentados como média ± desvio padrão de três repetições. 
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1 Fenóis totais 

 

 

A concentração de fenóis totais foi de 371,8 ± 57,3 mg de ácido gálico/g de 

EHCc, sem contudo a verificação dos compostos fenólicos existentes. 

 

 

5.2 Atividade antinociceptiva 

 

 

5.2.1 Teste das contorções abdominais 

 

 

Os resultados apresentados na Tabela 1 mostram que o EHCc administrado 

por v.o. (100-400 mg/Kg) 60 min antes do experimento, causou uma inibição de 

47,2% (p < 0,001), 47,2% (p < 0,001) e 86,4% (p < 0,001) sobre as contorções 

induzidas pelo ácido acético nas doses de 100, 200 e 400 mg/Kg, respectivamente (n 

= 6/grupo). O AAS (300 mg/Kg) exibiu significativa inibição (90,4%, p < 0,001) 

sobre as contorções abdominais, quando comparada ao grupo controle (Tabela 1). 

 

 

Tabela 1. Efeito da Cladonia clathrata nas contorções abdominais induzidas por 
ácido acético em camundongos  
 

Composto n Dose 
(mg/Kg) 

No de contorções 
± E.P.M. 

% de inibição 
de contorções 

Controle 6 - 20,8 ± 1,4 - 
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   2,8 ± 1,3 86,4* 

*p < 0,001 em relação ao grupo controle; #p < 0,01 em relação 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 administrado oralmente (100–400 

mg/Kg, 60 min antes do experimento, n = 6/grupo) produziu uma significativa 

inibição em ambas as fases da dor, neurogênica (primeira fase) e inflamatória 

(segunda fase), após administração s.pl. em camundongos de formalina. O EHCc 

inibiu a primeira fase na dose de 400 mg/Kg (p < 0,001) e a segunda fase nas doses 

de 200 (p < 0,01) e 400 mg/Kg (p < 0,001). O AAS (300 mg/Kg, v.o., 60 min antes) 

causou inibição apenas na segunda fase da nocicepção induzida pela formalina (p < 

0,001, n = 6) (Fig. 7). A morfina (10 mg/Kg, i.p., 30 min antes) causou inibição 

significativa em ambas as fases da nocicepção induzida pela formalina (p < 0,001, n 

= 6) (Fig. 7). 
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Fig. 7. Efeito do EHCc no comportamento nociceptivo de camundongos no modelo de 
nocicepção induzido pela formalina. Os grupos de animais foram pré-tratados com salina 
(C, grupo controle, 0,1 mL/10 g, v.o., 60 min antes), AAS (300 mg/Kg, v.o., 60 min antes), 
morfina (Morf, 10 mg/Kg, i.p., 30 min antes do estímulo químico) ou EHCc (100–400 
mg/Kg, v.o., 60 min antes), contra a primeira fase (0-5 min) ou fase tardia (20-25 min) da 
nocicepção induzida por formalina. Cada coluna representa a média ± E.P.M. Os asteriscos 
denotam diferenças estatísticas, *p < 0,01 e **p < 0,001, em relação ao grupo controle. 
ANOVA seguida pelo teste de Tukey (n = 6/grupo). 
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5.3 Atividade anti-inflamatória 

 

 

5.3.1 Peritonite induzida por carragenina em camundongos 

 

 

O efeito anti-inflamatório do EHCc (100, 200 e 400 mg/Kg) foi avaliado no 

modelo de peritonite induzida por carragenina (1%, 0,25 mL) em camundongos (n = 

6/grupo). Como se observa na Tabela 2, a carragenina foi capaz de induzir migração 

de leucócitos para a cavidade peritoneal de camundongos 4 h após o estímulo. O 

EHCc apresentou efeito inibitório de 41,5% sobre a resposta induzida pela 

carragenina na dose de 400 mg/Kg (p < 0,001, n = 6) (Tabela 2). O resultado obtido 

em relação ao controle negativo dá suporte ao efeito do EHCc, visto que a salina não 

apresenta atividade, e o controle padrão dexametasona (2 mg/Kg, s.c., 60 min antes, 

n = 6) inibiu a migração de leucócitos induzida pela carragenina para a cavidade 

peritoneal em 57,4% (p < 0,001) (Tabela 2). 

 
 
 
Tabela 2. Efeito da Cladonia clathrata sobre a peritonite aguda induzida por 
carragenina em camundongos 
 

*p < 0,001 em relação ao grupo controle (ANOVA seguida de Tukey). 
 

 

 

 

 

 

Composto n Dose 
(mg/Kg) 

No de leucócitos x 
106/mL ± E.P.M. 

% de inibição da 
migração de leucócitos 

Controle 6 - 18,7 ± 0,9 - 

Dexametasona 6 2   8,0 ± 0,9   57,4* 

EHCc 6 100 17,7 ± 1,4   5,6 

EHCc 6 200 15,8 ± 0,7 15,5 

EHCc 6 400 10,9 ± 0,8   41,5* 
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5.4 Atividade antioxidante 

 

 

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

 

 

O EHCc (30 µg/mL, 60 min, triplicata) consumiu 25,76% do radical DPPH 

(Tabela 3). O EHCc apresentou uma resposta inferior aos controles positivos, ácido 

gálico e BHT (superior a 96%, 30 µg/mL, 60 min, triplicata, Tabela 3). Mesmo 

quando o EHCc foi utilizado na concentração de 70 µg/mL, observou-se um 

consumo de apenas 50,19% do radical DPPH. 

De acordo com os valores de CI50 no tempo de 60 min, a concentração de 

antioxidante necessária para diminuir em 50% a concentração inicial do radical 

DPPH é muito maior para o EHCc (77,39 ± 5,03 µg/mL DPPH) quando comparado 

ao apresentado pelos compostos referências ácido gálico e BHT (9,33 ± 0,22 e 12,33 

± 3,25 µg/mL DPPH, respectivamente, triplicata, Tabela 3). 

 
 
 
Tabela 3. Atividade sequestradora de radical livre DPPH•••• para o EHCc com os 
valores de CI50 (concentração inibitória para 50%) e PI (percentual inibitório) 

 
Amostras PI (%)* CI50 (µg/mL DPPH)** 
EHCc 25,76    77,39 ± 5,03b 
Ácido gálico 96,24      9,33 ± 0,22a 
BHT 96,91    12,33 ± 3,25a 

Letras pequenas diferentes significam diferenças estatísticas com p < 0,05 (triplicata; 
ANOVA seguida de Tukey). 
*PI  - amostras na concentração de 30 µg/mL no tempo de 60 min. 
**CI 50 – no tempo de 60 min. 
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6 DISCUSSÃO  

 

 

O presente trabalho demonstra que o EHCc apresenta propriedades 

antinociceptiva e anti-inflamatória com ação antioxidante, e mostra algumas 

evidências dos possíveis mecanismos implicados nestes efeitos. 

Este estudo mostra pela primeira vez que o EHCc, quando administrado por 

via oral, é capaz de produzir um efeito antinociceptivo, demonstrado no modelo de 

contorções abdominais induzidas pelo ácido acético. Este método é sensível aos 

analgésicos não esteroidais (AINEs), analgésicos narcóticos e outras drogas de ação 

central (COLLIER et al., 1968). Os resultados apresentados neste estudo confirmam 

estudo prévio da literatura (COLLIER et al., 1968), o qual demonstra que o AAS 

causa significativa inibição da nocicepção induzida pelo ácido acético. 

A literatura sugere que o ácido acético age através da liberação de mediadores 

endógenos que estimulam os neurônios nociceptores (COLLIER et al., 1968). 

Ribeiro et al. (2000) demonstraram que a atividade nociceptiva do ácido acético pode 

ser devido à liberação de citocinas, tais como fator de necrose tumoral (TNF)-α, 

interleucina (IL)-1β e IL-8, por macrófagos e mastócitos peritoneais residentes. 

Portanto, os resultados apresentados em estudos prévios e em nossos achados podem 

indicar que a ação antinociceptiva do EHCc nas contorções abdominais induzidas por 

ácido acético pode ser devido à inibição da liberação de TNF-α, IL-1β e IL-8 por 

células peritoneais residentes. Entretanto, esta possibilidade necessita ser investigada 

em estudos futuros. 

O EHCc mostrou inibição similar ao AAS, na resposta nociceptiva visceral 

induzida pelo ácido acético a 0,6%, quando administrado oralmente (100, 200 e 400 

mg/Kg). Estes resultados se assemelham aos estudos de Melo et al. (2008) onde se 

observou que o composto atranorina, extraído da Cladina kalbii, foi capaz de reduzir 

o número de contorções abdominais (52,6 e 61,3% nas doses de 200 e 400 mg/Kg, 

respectivamente) e reduzir o tempo de lambida de pata na segunda fase do teste da 

formalina (50,3 e 64,8% nas doses de 200 e 400 mg/Kg, respectivamente), devido à 

atuação periférica sobre mediadores inflamatórios, especialmente prostaglandinas. 

  Como o teste de contorções abdominais é inespecífico, não estabelecendo se 

a ação é sobre receptores centrais ou periféricos, foi necessária a utilização do teste 
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de formalina para tentar responder a esta inespecificidade. Estudos prévios têm 

demonstrado que a formalina age liberando vários mediadores inflamatórios tais 

como substância P, neurocininas A e B, e prostaglandinas (HUNSKAAR; BERGE; 

HOLE, 1986; HUNSKAAR; HOLE, 1987; SANTOS; CALIXTO, 1997), em duas 

fases: uma fase neurogênica (primeira fase) e uma fase inflamatória (segunda fase; 

HUNSKAAR; FASMER; HOLE, 1985; HUNSKAAR; HOLE, 1987). A fase inicial 

se deve a ação direta sobre os nociceptores e pode ser inibida por analgésicos de ação 

central, enquanto a segunda fase pode ser devida a uma resposta inflamatória, 

parcialmente mediada pelas prostaglandinas, e inibida por drogas esteroidais e não-

esteroidais, como também por drogas de ação central (HUNSKAAR; HOLE, 1987). 

Mesmo usando uma pequena concentração de formalina, a fase inicial da resposta é 

insensível a drogas anti-inflamatórias não-esteroidais. A fase tardia é diferente 

qualitativamente da fase inicial e a resposta, ao menos em parte, é devida à 

inflamação. Se a fase inicial é a desejada na investigação, concentrações de 

formalina igual ou inferior a 0,2% são recomendadas para evitar inflamações, e 

assim reduzir o sofrimento do animal. Se a fase tardia é o objetivo da investigação, 

concentrações de formalina em torno de 1% ou maiores devem ser usadas. Contudo, 

a habilidade de demonstrar efeito de drogas anti-inflamatórias não-esteroidais pode 

ser perdida se a concentração de formalina for muito grande (ROSLAND et al., 

1990). 

Neste estudo mostrou-se que o EHCc, quando administrado por via oral, 

produz inibição sobre a primeira fase (nocicepção neurogênica) e a segunda fase 

(nocicepção inflamatória) no teste de formalina em camundongos, similar a ação da 

morfina. 

Os resultados deste estudo confirmam dados da literatura mostrando que a 

morfina é eficiente em inibir as duas fases da nocicepção induzida pela formalina. A 

morfina e outras drogas opióides exercem suas atividades antinociceptivas agindo em 

receptores (µ, κ, and δ) e, possivelmente, modulando a transmissão do estímulo 

doloroso sem interferir na causa. Dois fatores podem afetar a potência da morfina 

neste modelo experimental, o regime de administração e a concentração de 

formalina. Parece que alguma atividade neural limita o efeito da morfina nos 

comportamentos induzidos pela formalina (SEVOSTIANOVA et al., 2003). 
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Está bem estabelecido que os AINEs (tais como AAS, paracetamol e 

diclofenaco), conhecidos por inibir a atividade da enzima COX, são ineficientes ou 

causam fraca inibição da primeira fase do teste de formalina (HUNSKAAR; HOLE, 

1987; MALMBERG; YAKSH, 1992; SANTOS et al., 1998). Entretanto, os AINEs 

podem atenuar de maneira dose-dependente a segunda fase da nocicepção 

(HUNSKAAR; HOLE, 1987; MALMBERG; YAKSH, 1992; SANTOS et al., 1998). 

A inibição da nocicepção na segunda-fase do teste de formalina é um modelo 

experimental com capacidade de identificar uma provável atividade anti-inflamatória 

de uma substância, que apresenta a participação efetiva de mediadores pró-

inflamatórios. Entretanto, a intensidade do estímulo nocivo induzido pela formalina é 

tanta, que nem todos agentes que inibem a síntese de prostaglandina são analgésicos, 

neste modelo experimental (MURRAY; PORRECA; COWAN, 1988). 

 Para Shibata et al. (1989) a dessensibilização pela capsaicina do nervo ciático 

produz analgesia na primeira fase, mas não na segunda fase do teste de formalina. 

Neste estudo sugere-se que a substância P deve estar relacionada à resposta da 

formalina na fase inicial. O inibidor de bradicinina inibe tanto a primeira fase quanto 

a segunda fase da resposta, portanto pode-se inferir que a bradicinina está sendo 

liberada na reação de injúria induzida pela formalina. Infere-se também neste artigo 

que a estimulação pela formalina leve a liberação de substância P mediada por 

reflexo axonal, e a substância P pode exercer seu papel através de cooperação com 

bradicinina na primeira fase da resposta, contudo há possibilidade que a bradicinina 

não seja tão importante nesta fase. Estes autores, partindo do princípio que 

prostaglandina e a bradicinina cooperam para produzir a segunda fase da resposta, 

concluíram nesta pesquisa que a fase inicial seja iniciada pela estimulação direta das 

terminações nervosas pela formalina, seguida de liberação de substância P, e a 

segunda fase seja, principalmente, devida à subsequente inflamação. 

Estudos sugerem que a adenosina trifosfato (ATP) na coluna espinhal é um 

substrato endógeno indutor de dor, resultante de ativação direta de fibras aferentes 

primárias por irritantes (dor neurogênica) e da hiperatividade das fibras aferentes 

primárias pela inflamação (dor inflamatória). Há evidências que subtipos de 

receptores P2X sensíveis aos antagonistas PPADS (ácido piridoxal-fosfato-6-

azofenil-2′,4′-dissulfônico; antagonista seletivo de receptor P2) e TNP-ATP (2′,3′-O-

(2,4,6-trinitrofenil)adenosina 5′-trifosfato; antagonista seletivo de receptores P2X1, 
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P2X3 e P2X2+3) desempenham um importante papel na dor neurogênica, enquanto 

subtipos de receptores P2X (e/ou P2Y) sensível ao antagonista PPADS e insensível 

ao antagonista TNP-ATP possam estar envolvidos na dor inflamatória induzida pela 

formalina (TSUDA; UENO; INOUE, 1999).  

Portanto, os resultados sugerem que o EHCc pode apresentar efeito 

antinociceptivo através de mecanismos mediados por receptores opióides e/ou 

inibição da COX, e consequentemente da síntese de prostaglandinas. Entretanto, a 

possibilidade deste extrato estar agindo via receptores opióides e/ou COX precisa ser 

testada em experimentos futuros. 

Para compreender melhor os mediadores inflamatórios, através do estudo 

iniciado com o teste de formalina, o efeito anti-inflamatório do EHCc foi também 

avaliado no modelo de peritonite induzida por carragenina em camundongos. A 

carragenina é um colóide obtido por extração em fase aquosa de variedades naturais 

de algas das famílias Gigartinaceae, Solieriaceae, Hypneaeceae e Furcellariaceae da 

classe Rhodophyceae (algas vermelhas). Sua administração promove intensa 

vasodilatação e extravasamento plasmático pela liberação de mediadores, que 

contribuem também na intensa migração celular para o sítio inflamatório. 

No presente estudo, demonstrou-se que o tratamento oral com o EHCc, na 

dose de 400 mg/Kg, foi efetivo em reduzir a resposta inflamatória ativada pela 

carragenina em camundongos, 4 h após a injeção do agente flogístico, de forma 

similar ao observado com a dexametasona, uma droga anti-inflamatória esteroidal. A 

dexametasona e outros glicocorticóides inibem a liberação de mediadores 

inflamatórios de várias células, em particular leucócitos, mastócitos, plaquetas, 

células endoteliais e macrófagos residentes, mas também são potentes inibidores da 

enzima óxido nítrico sintase (NOS) induzível (macrofágica) (KLIMENKO; 

PAVLOVA, 1999). Segundo Omarsdottir, Glafsdottir e Freysdottir (2006) os 

polissacarídeos derivados dos liquens possuem atividade imunorregulatória. 

O recrutamento de células durante a inflamação depende da liberação de 

mediadores locais, os quais são responsáveis pelas mudanças locais, vascular e 

tecidual, bem como pelo recrutamento de células defensoras do hospedeiro 

(LUSTER et al., 2005). A inflamação induzida pela carragenina envolve a migração 

celular, extravasamento plasmático e produção de mediadores, tais como óxido 

nítrico (NO), prostaglandina E2, IL-1β, IL-6 e TNF-α (LORAM et al., 2007; 
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SALVEMINI et al., 1996). Estes mediadores são capazes de recrutar leucócitos, tais 

como neutrófilos, em vários modelos experimentais. O EHCc inibiu a migração 

leucocitária induzida pela injeção i.p. de carragenina, no modelo de peritonite. Um 

possível mecanismo associado com esta atividade pode ser a inibição da síntese de 

muitos mediadores inflamatórios, cujo envolvimento na migração celular está bem 

estabelecido. 

Várias substâncias fenólicas são descritas na literatura como responsáveis por 

diversas atividades biológicas de produtos naturais. Observa-se neste estudo que o 

EHCc apresentou grande quantidade de fenóis totais. Xantonas, compostos 

polifenólicos, possuem inúmeras atividades biológicas tais como antioxidante, anti-

hipertensiva, inibidora de agregação plaquetária, antiulcerosa e anti-inflamatória 

(PERES, NAGEM, DE OLIVEIRA, 2000; LIBROWSKI et al., 2005). Estudos 

mostram que a atividade de compostos fenólicos se deve principalmente às suas 

propriedades redutoras e estrutura química (SOUSA et al., 2007). Vários estudos 

mostram a importância de compostos fenólicos como agentes antioxidantes, uma vez 

que o esqueleto de seus carbonos aromáticos é adequado para a estabilidade de 

radicais livres, tais como DPPH. Entretanto, a composição e o grau de hidroxilação 

são fatores importantes para a atividade antioxidante (LARRAURI et al., 1996). 

Quando se compara os resultados apresentados neste estudo com dados da 

literatura, onde utilizaram extratos de outras espécies de liquens, apesar das 

metodologias serem diferentes pode-se observar que a C. clathrata apresentou 37,1% 

de fenóis totais, diferentemente de outras espécies: Parmelia saxatilis (1,0%), 

Platismatia glauca (1,1%), Ramalina pollinaria (1,0%), Ramalina polymorpha 

(0,8%), Umbilicaria nylanderiana (3,0%), Umbilicaria esculenta (1,4%) e Usnea 

longissima (2,6%) (GULLUCE et al., 2006; KIM; CHO, 2007). 

Em estudo com extratos de três espécies de liquens (Usnea longissima Ach., 

Usnea florida (L.) Weber ex Wigg. e Lobaria pulmonaria (L.) Hoffm) observou-se 

que todos apresentaram atividade antioxidante com correlação com a quantidade de 

fenóis totais (ODABASOGLU et al., 2004). 

Diante do exposto, e visto as células de defesa através de suas enzimas 

oxidativas, a saber, radicais livres, quando produzidas em excesso, serem capazes de 

provocar uma piora na resposta inflamatória, lesando tecidos indistintamente, 

resolveu-se avaliar o potencial antioxidante do EHCc. 
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As vantagens de se usar o método de sequestro do radical livre DPPH estão 

relacionadas à rapidez, a sensibilidade, a não relação com a polaridade das amostras 

testadas e ao fato de não requerer instrumentos especiais. Segundo a literatura, 

quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor será a sua CI50 e maior a 

sua atividade antioxidante (MOLYNEUX, 2004; SOUSA et al., 2007). 

A capacidade sequestradora de radicais livres, avaliada pela técnica 

quantitativa do radical livre DPPH, demonstrou que o EHCc apresenta valores de 

CI50 de 77,39 ± 5,03 µg/mL de DPPH e PI de 25,76% com 30 µg/mL da amostra. Em 

comparação com dados da literatura, apesar da metodologia ser diferente do estudo 

do EHCc, a espécie de líquen Umbilicaria nylanderiana (Zahlbr.) H. Magn 

apresentou CI50 de 400,2 ± 0,5 µg/mL de DPPH (GULLUCE et al., 2006). Portanto, 

é plausível considerar que o EHCc apresenta atividade antioxidante, quando 

comparado a outros extratos de liquens, apesar dessa atividade ser inferior a dos 

compostos referências (ácido gálico e BHT).  

Visto o EHCc apresentar atividades antinociceptiva e anti-inflamatória, é 

provável que haja uma relação entre estas atividades com a atividade antioxidante 

observada neste estudo e com a presença de fenóis. 

Este trabalho contribui para uma melhor compreensão de alguns efeitos 

farmacológicos e bioquímicos da C. clathrata, tais como ações antinociceptiva, anti-

inflamatória e antioxidante.  
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7 CONCLUSÕES 

 

 

Com os resultados obtidos no presente estudo, conclui-se que: 

 

• O EHCc apresenta grande quantidade de fenóis determinada no teste de 

fenóis totais quando comparados com outros liquens; 

 

• O EHCc apresenta atividade antinociceptiva, reduzindo o número de 

contorções abdominais induzidas pelo ácido acético; 

 

• O EHCc produz inibição em ambas as fases da nocicepção no teste de 

formalina: primeira fase – nocicepção neurogênica e segunda-fase - 

nocicepção inflamatória; 

 

• O EHCc apresenta um efeito anti-inflamatório no modelo de peritonite 

induzida por carragenina em camundongos; 

 

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

semelhantes aos padrões positivos utilizados; 

 

• O EHCc apresenta um forte potencial antioxidante, demonstrado no ensaio de 

sequestro do radical livre DPPH, quando comparado a outras espécies de 

liquens; 

 

• As ações farmacológicas (antinociceptiva e anti-inflamatória) apresentadas 

pelo EHCc podem ser atribuídas, em parte, a inibição da COX e a síntese de 

prostaglandinas, bem como a mecanismos envolvendo receptores opióides. 

Estas ações podem ainda estar relacionadas à ação antioxidante e a presença 

de fenóis relatadas neste estudo. 

 

 

 



 48 

8 PERSPECTIVAS 

 

 

 É necessário que estudos adicionais sejam realizados com o EHCc, 

utilizando antagonistas e/ou inibidores farmacológicos, na tentativa de esclarecer 

mecanismos de ação, e com isso estabelecer maiores critérios de eficácia e 

segurança, colaborando assim como uma fonte promissora de novos medicamentos 

obtidos a partir de produtos naturais. 

 Recomenda-se a realização com o EHCc do teste da placa quente, utilizado 

para analisar a presença de substâncias de ação central, visto o extrato apresentar 

atividade na primeira fase do teste da formalina. Os testes de edema de pata, 

induzidos por carragenina e ácido araquidônico, podem ajudar a estabelecer vias de 

mediadores inflamatórios onde o EHCc atua. 

 Um estudo relacionando as concentrações de 100, 200 e 400 mg/Kg com a 

quantidade de fenóis totais seria importante para se verificar uma possível relação 

entre fenóis totais e atividades biológicas. 

 Coletas e análises químicas em várias épocas do ano poderiam trazer clareza 

entre a relação compostos químicos e atividades biológicas, além da possibilidade de 

se encontrar compostos ainda desconhecidos.  

 Faz-se necessário a preservação de espaços naturais como a Serra de 

Itabaiana/SE, visto que certos compostos não são reproduzidos artificialmente com 

facilidade pelo homem, como os que são produzidos em seres vivos tais como os 

liquens. 
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10 ANEXOS  

 

 

10.1 Parecer do comitê de ética (protocolo 26/07). 
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