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RESUMO - (Atividade antimicrobiana de derivados fendlicos do liquen Ramalina sorediosa (B. de Lesd.) Laundron). A atividade
antimicrobiana de extratos brutos de Ramalina sorediosa foi detectada pelo método de difusdo em disco de papel. Dois metabdlitos
liquénicos de natureza fendlica foram identificados por meio de técnicas biocromatograficas. Uma dessas substancias foi identificada por
meio de cromatografia em camada delgada como sendo o 4cido Usnico. A segunda substancia, que se encontra presente em maior
concentracdo em relacdo aos demais constituintes nos extratos, trata-se do &cido homossequicaico. As analises em cromatografia em
camada delgada (CCD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) revelaram ainda a presenga do acido salazinico. Os dados obtidos
tornam possivel atribuir a atividade antibidtica observada nesta espécie a uma provavel associacdo sinérgica destas substancias.

Palavras-chave: atividade antibidtica, Ramalina sorediosa, acido homossequicaico

ABSTRACT - (Antimicrobian activity of phenols actives from the liquen Ramalina sorediosa (B. de Lesd.) Laundron). The antimicrobian
activity of crude extracts from Ramalina sorediosa was detected by the diffusion disc-paper method. Two phenolic compounds from the
lichen considered active were detected by using biochromathograhyc technique. Two of those compounds were identified through thin
layer chromatographic technique (TLC) as been usnic acid and the second one, wich is present in higher concentration when compared
with the other substances, was the homosekikaik acid. The TLC and high-pressure liquid chromatography (HPLC) assays still detected
the salazanic acid presence. The obtained data make it possible to attribute the antibiotic activity of this species to a synergic association
of those two substances.
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Introducao

Os liquens produzem metabolitos resultantes de
rotas secundarias, denominados substancias liquénicas,
também conhecidas como acidos liquénicos. Atual-
mente, sabe-se que se tratam de derivados fendlicos e
carboidratos exclusivos, sendo que estes metabolitos
s80 0s principais responsaveis por grande parte de sua
bioatividade (Llano 1951; Vicente 1975; Xavier-Filho
& Rizzini 1976; Hale 1983). A origem biossintética das
substancias liquénicas ocorre em quatro vias: via do
acetato-polimalonato, onde séo sintetizadas a maioria
das substancias tipicas, como quinonas, depsideos,
depsidonas e acidos graxos; via do 4cido meval6nico,
onde ocorre a formacgdo dos terpendides e esterois;
via do acido chiquimico, que origina muitos dos

pigmentos amarelos; (Shibata 1964; Huneck 1973; Hale
1983). Além disso, Xavier-Fillho (1989) acrescenta mais
uma via: a dos carboidratos, onde se tém os sacarideos
e polidis, produtos da reducédo de agUcares.

A atividade antibacteriana de liquens, ou de suas
substancias isoladas, tem sido estudada ha muitos anos.
Os primeiros estudos foram realizados por Burkholder
et al. (1944). Posteriormente, muitos outros pesquisa-
dores obtiveram resultados interessantes. Por exemplo,
foi verificado que extratos brutos de varias espécies
liquénicas eram ativos contra bactérias gram-positivas
e alcool-acido-resistentes como o bacilo da tuberculose
(Mycobacterium tuberculosis var. bovis e
M. tuberculosis var. hominis) (Bustinza 1951;
Capriotti 1961; Silva et al. 1986; Xavier-Filho & Rizzini
1976).
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Via de regra, as substancias liquénicas sdo pouco
eficientes contra bactérias gram-negativas e eficientes
contra as gram-positivas (Hale 1983), inibindo seu
crescimento. O &cido Usnico, isolado de Ramalina
reticulata inibiu o crescimento de varias espécies de
Pneumococcus, Staphylococcus e Streptococcus,
além de Mycobacterium tuberculosis var. avium, e
outras especies de Mycobacterium patogénicas ao
homem (Xavier-Filho & Rizzini 1976; Marshak 1947;
Marshak et al. 1947; Barry et al. 1947; Bustinza
1951). Lauterwein et al. (1995) demonstraram que
metabolitos secundarios de diferentes espécies de
liquens eram inativos contra bactérias gram-negativas
e fungos, entretanto possuiam atividade inibitoria contra
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, E.
faecium e algumas espécies anaerdbicas como
Bacteroides e Clostridium. Esses autores demons-
traram ainda, que a susceptibilidade ao &cido Usnico
se mantinha, mesmo em isolados clinicos de S. aureus.
Ainda em relagéo a esta substancia, Ingolfsdattir et al.
(1998) e Muller (2001) a consideraram de menor agéo,
guando comparada a rifampicina e estreptomicina.

Mais recentemente, Falcdo et al. (2002)
detectaram atividade antimicrobiana em extratos de
Heterodermia leucomela, atribuindo tal efeito a
presenca de atranorina nos extratos da citada espécie.
Os pesquisadores também relataram acao frente as
bactérias gram-positivas. Ribeiro et al. (2002)
testaram, além da referida atranorina, a leprolomina e
0s acidos divaricatico, giroférico, rocélico e salazinico,
através de ensaios de microdiluicdo. Os autores
constataram que o &cido salazinico foi inativo contra
todos os microrganismos testados, enquanto a
atranorina e a leprolomina inibiram Bacillus subtillis
e Staphylococcus aureus. O &cido divaricatico agiu
apenas contra B. subtillis e os giroférico e rocélico
contra S. aureus.

Neste trabalho a atividade antibiotica de extratos
organicos de Ramalina sorediosa foi detectada por
meio de ensaios de difusdo em disco de papel sendo
0s componentes ativos identificados por meio de
técnicas de cromatografia em camada delgada (CCD),
Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e
ensaios biocromatograficos.

Material e métodos

Coleta do material liquénico - Amostras de Ramalina
sorediosa (B. de Lesd.) Laudron, foram coletadas em
Alagoinha, regido semi-arida de Pernambuco
(caatinga). O material liquénico foi identificado

mediante observacdo de caracteristicas morfologicas
e quimicas do talo pelo Dr. Marcelo Marcelli do Instituto
de Boténica de Sao Paulo. Sua exsicata foi depositada
no herbario UFP sob registro nimero 36.432

Preparacéo dos Extratos - Os extratos foram obtidos
por maceragao do talo liquénico e agitacéo pelo método
de esgotamento a frio, sequindo-se a série eluotropica,
a partir dos solventes, éter etilico, cloroférmio e acetona,
em grau de pureza analitica, (Santos et al. 1997). Os
extratos organicos foram evaporados em temperatura
ambiente (28 + 3°C)e mantidos em dessecador, até a
realizacdo dos testes de atividade antimicrobiana.

Atividade antimicrobiana - Os ensaios de atividade
antibacteriana foram realizados em duplicata pelo
método de difusdo em disco de papel, em placas de
Petri contendo meio de Miueller-Hinton, segundo
metodologia descrita por Grove & Randal (1955). O
indculo foi preparado segundo a metodologia de Bauer
et al. (1966).

Foram selecionados para 0s ensaios 0s
microrganismos Staphylococcus aureus (DAUFPE-
01), Bacillus subtilis (DAUFPE-16), Streptococcus
faecalis (DAUFPE-138), como bactérias gram-
positivas; Pseudomonas aeruginosa (DAUFPE-39),
Klebsiella pneumoniae (DAUFPE-396), Escherichia
coli (DAUFPE-224), como bactérias gram-negativas;
Mycobacterium smegmatis (DAUFPE-71), bactéria
alcool-acido-resistente; e amostras de Streptococcus
B-hemolyticcus dos grupos soroldgicos B e C
(bactérias gram-positivas) isolados clinicos
identificados e cedidos pelo laboratério de Analises
Clinicas, Setor de Microbiologia, do Hospital das
Clinicas da UFPE. Foram ainda utilizadas cinco
espécies de fungos filamentosos (dermatofitos),
Microsporon canis, M. gypsium, Epidermophyton
floccosum, Trichophyton tonsurans, T. rubrum,
isolados clinicos cedidos pelo Departamento de
Micologia da UFPE, e duas espécies de fungos
leveduriformes do género Candida, sendo quatro
cepas de C. parapsilosis (URM-3624, 3626, 3621 e
3627) e seis de C. albicans (DAUFPE-1007, 4741 e
URM 3620, 3622, 3629, 3628). O meio foi inoculado
com suspensdes de 10" UFC.mL* de microrganismos.

Os discos foram impregnados com 50 pL* de
solucBes a 2,0mg.mL* de cada extrato organico e entdo
incubados a 37°C por 24h. Discos previamente
umedecidos com os solventes org&nicos foram
utilizados como controle negativo, enquanto discos
impregnados com 50uL? de solugdes a 2,0mg.mL*
dos acidos usnico, difractaico e atranorina foram
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utilizados como controle positivo.

Os resultados foram analisados através da
mensuragao dos halos de inibi¢&o ao redor dos discos,
sendo expressos em milimetros (mm).

Anélise dos fendis liquénicos - A analise da fracdo
fendlica foi realizada por meio de técnicas de
cromatografia em camada delgada (CCD) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Os ensaios de CCD foram realizados em placas
de gel de silica F,.5.-Merck. A fase mével utilizada
era constituida de tolueno\dioxano\acido acético
(180:45:5 v/v), de acordo com a metodologia de
Culberson (1972).

As manchas foram visualizadas por fluorescéncia
em luz UV (254 e 366nm) e reveladas com &cido
sulfarico a 10% e aquecimento a 100°C, sendo
identificadas através de comparacédo de seus Rfs com
aqueles obtidos para as substancias padrdo: acidos
salazinico, Usnico, homossequicaico e norstitico. Os
padrdes de acido salazinico e Usnico utilizados foram
subtancias puras, enquanto que os acidos homolse-
quicaico e norstitico, foram obtidos de Cladonia
signata e Cladonia symphycarpa (Ach.) Fr., espécies
coletadas na Finlandia e gentilmente cedidas e
identificadas por T. Ahti e S. Stenros (University of
Helsinki).

Os extratos organicos (etéreo, cloroférmico e
acetdnico) foram diluidos em seus respectivos solventes
até uma concentracéo de 2,0mg.mL%, sendo aplicados
a placa 50pL das respectivas solucdes e padroes.

Os ensaios em CLAE foram realizados em
cromatografo HITACHI modelo 655A-11, acoplado a
um detector de UV CG, modelo CG437-B. As
condicdes de cromatografia foram, segundo Legaz &
Vicente (1983): coluna de fase reversa MicroPack
MCH-18 de 300x4mm com volume de 20uL; fase
movel isocratica constituida por (metanol : 4gua : acido
acético 80:19,5:0,5 v/v); pressdo de 88 atm e
temperatura ambiente de 30°C; detector de UV
regulado a 254nm; padrdes internos de 0,1mg.mL* de
atranorina, acidos Usnico, e salazinico. Os extratos
foram diluidos até a concentracdo de 0,1mg.mL* e
entdo injetados no aparelho. Os resultados foram
avaliados mediante a determinacdo do tempo de
retencdo (TR) das substancias na coluna e a area dos
picos, respectivamente.

Identificacdo dos componentes ativos através de
biocromatografia - A biocromatografia foi realizada por
meio da metodologia de Homans e Fuchs (1970),
modificada por L.O. Costa-Filho (dados néo
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publicados). Os extratos ativos nos ensaios de atividade
antibacteriana, a concentragéo de 2,0mg.mL, foram
aplicados em placas de gel de silica F-254nm Merck
(5x10cm), segundo a metodologia utilizada para a
analise em CCD. As placas foram armazenadas até a
completa evaporacao dos solventes.

O indculo foi preparado da mesma forma que os
ensaios de atividade antimicrobiana. Os cromato-
gramas foram colocados dentro de placas-de-Petri
(18mm), recebendo entdo uma fina camada de meio
(50mL) pré-inoculado com 0s microrganismos teste
(100pL). As substancias separadas que apresentaram
atividade antibacteriana foram detectadas através da
visualizacdo de halos de inibig&o ao seu redor.

Foram utilizados como microrganismos teste
Staphylococcus aureus (DAUFPE-01) e o Bacillus
subtilis (DAUFPE-16); os extratos avaliados foram o
cloroférmico e etéreo e 0 acido norstitico como padréo.

Resultados e discussao

Atividade Antimicrobiana - Os ensaios foram
realizados em duplicata, sendo os resultados
apresentados com os respectivos desvios padrao, que
se mostraram nao significantes.

Os extratos organicos mostraram-se inativos
frente a todas as bactérias gram-negativas, fungos e
os dois Streptococcus B-hemolyticcus (Tab. 1).
Apenas 0s extratos etéreo e cloroférmico exibiram
atividade antibacteriana contra 0s microrganismos
utilizados.

Ao contrario o extrato acetdnico nao apresentou
qualquer atividade inibitoria. Estes resultados estdo de
acordo com Hale (1983) que verificou a baixa eficiéncia
de substéncias liquénicas contra bactérias gram-

Tabela 1. Atividade antimicrobiana dos extratos organicos de
Ramalina sorediosa (B. de Lesd.).

Microorganismos/Zona de inibigdo (mm)

Tratamento Bacillus subtilis  Staphylococcus aureus
DAUFPE-16 DAUFPE-01
X + Dp X = Dp
Extrato Etéreo 16,7 £0,5 14,7+£0,5
Extrato Cloroférmico 16,7 £ 0,5 13,6 £0,5
Extrato Acetonico 0,0+0,0 0,0+£0,0
Acido tsnico 19,6 + 0,5 11,7+0,5
Atranorina 19,3+0,5 8,0+0,0
Acido difractaico 9,3+0,5 77+05

N amostral = 2; Desvio Padrdo = Dp; Média = X
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negativas, e com Bustinza (1951), Capriotti (1961), Silva
et al. (1986) e Xavier-Filho & Rizzini (1976), que
citaram a atividade de vérias espécies liquénicas contra
bactérias gram-positivas e cido-alcool-resistentes. Na
Tab. 1 sdo apresentados os dados de atividade inibitdria
dos extratos organicos testados apenas contra 0s
microrganismos que se mostraram sensiveis. Nela
verifica-se que os extratos etéreo e cloroférmico foram
ativos, apresentando atividades semelhantes.

Anélise do Fenois Liquénicos - A analise em CLAE
do extrato etéreo de R. sorediosa, revelou oito sinais,
trés com maiores concentragdes, com tempos de
retencdo de 4,84min; 8,72min e 14,27min, além de dois
menores com TR de 3,68min e 9,74 min (Fig. 1A).
Destes 0 que apresentou a maior concentracdo foi o

de TR = 14,27 min com 55,27% da concentracdo do
extrato (Tab. 2). Este sinal, provavelmente, devido a
sua concentragdo, deve corresponder @ mancha de
Rf = 0,68, que foi observada nos ensaios em CCD dos
extratos etéreo e cloroférmico da referida espécie
liguénica (Fig. 2). Um dos sinais encontrados tem
TR = 3,68min, semelhante ao encontrado para o padrado
do acido salazinico (TR=3,47min) (Fig. 1 D).

A anélise em CLAE do extrato cloroférmico de
R. sorediosa (Fig. 1B) mostrou também oito sinais,
sendo trés com concentragdes maiores e tempos de
retengdo de 3,70min; 4,92min e 14,98 min, e dois
menores com tempos de retencdo de 9,05min e
10,14min. Os sinais que apresentaram maior
concentracdo foram os de TR iguais a 4,92min e 14,98
min com 20,50% e 42,28% do extrato (Tab. 2).

o A D . E F
(2.54.nm) | | £
\
|
|
- |
£ J
B ﬂ C
|
|
Tempo (min)

Figura 1. Cromatogramas em CLAE dos extratos etéreo (A), Cloroférmico (B) e Acetdnico (C) de Ramalina sorediosa (B. de Lesd.) e dos
padrdes de acido salazinico (D), Gsnico (E) e atranorina (F). D.O. - Densidade Otica.
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Tabela 2. Concentragdo dos principais componentes do extrato
etéreo de Ramalina sorediosa (B. de Lesd.).

Padroes Tempo de Substancia Conc. Hg/mg
retencdo (min.) correspondente (%)

3,68 SAL 5,90 59,0

4,84 9,28 92,80

8,72 13,64 136,40

9,74 9,17 91,70

14,27 55,27 552,70
21,12 USN 1,90 19,0

USN 19,24 100 1000
ATR 17,70 100 1000
SAL 3,47 100 1000

O género Ramalina, no Brasil, foi estudado por
Kashiwadani & Kalb (1993). Estes pesquisadores
citaram para R. sorediosa a presenca de quatro
componentes principais, que sdo os acidos salazinico,
sequicaico, homossequicéico e usnico.

Os ensaios cromatograficos em CCD
demonstraram a presenca de acido Usnico, em pequena
quantidade nos extratos etéreo e cloroformico (Fig. 2)
de R. sorediosa. Os cromatogramas em CLAE
demonstraram a presenga de um sinal arredondado
com TR semelhante ao do acido Usnico (21,12min.)
conforme demonstra a Fig. 1A. Portanto, provavel-
mente esta substancia é co-responsavel pela atividade
antimicrobiana visualizada, agindo isoladamente, ou
sinergicamente com outras substancias presentes no
extrato.

A andlise em CLAE do extrato aceténico de
R. sorediosa mostrou trés sinais (Fig. 1C), todos com
concentracdes elevadas e tempos de retencdo de
3,02min.; 3,47min. e 4,42min. Quando somados, estes
representam 94,73% do extrato bruto (Tab. 3). Dos
sinais principais a substancia com maior concentragéo
(62,29%), apresenta um TR correspondente ao do
padrdo de &cido salazinico (TR = 3,47min.) (Fig. 1D),
confirmando os resultados observados em CCD
(Fig. 2). Esta depsidona do grupo orcinol foi testada
por Shibata & Miura (1948), sendo considerada pouco
ativa frente ao B. subtilis, quando comparada a outras
substancias liquénicas. E importante lembrar que
aqueles pesquisadores utilizaram o acido puro, em
contraste com o extrato organico utilizado para os
testes de atividade antibacteriana neste trabalho. Por
outro lado, a falta de atividade do extrato acetonico
abre a perspectiva para investigacdo complementar
no sentido de averiguar se o fato ocorre em funcéo da
baixa concentracdo do principio ativo no extrato, ou se
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Figura 2. Modelo Esquematico do Cromatograma em camada
delgada dos extratos organicos de Ramalina sorediosa (B. de Lesd.).
Et Rs - Extrato etéreo de R. sorediosa; Cl Rs - Extrato cloroférmico;
Ac Rs - Extrato acetdnico; SAL - Acido salazinico; NST - Acido
norstitico; USN - Acido tsnico; HSEK - Acido Homossequicaico.

0 solvente ndo € adequado para a extracdo do mesmo,
ou, em outra hipotese, um antagonismo entre as
substancias presentes no citado extrato.

A composigdo quimica dos extratos etéreo e
cloroférmico diferem daquela observada para o extrato
acetbnico, sendo constante apenas o &cido norstitico
gue apresentou concentragdes maiores neste Ultimo
extrato (Fig. 2). Embora n&o tenham sido encontradas
citagdes na literatura relacionando esta substancia a
espeécie liquénica em estudo, esta mesma substancia
ja foi encontrada em espécies congéneres no Peru
(Kashiwadani 1987) e Chile (Kashiwadani 1990).
Além disto, estudos em CLAE, de fenais liquénicos,
conduzidos por Huneck e Yoshimura (1996), mostram
que o &cido norstitico apresenta um tempo de retencao
maior que o &cido salazinico, sendo eluido primeiro,
em condigBes experimentais semelhantes deste
trabalho.
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Tabela 3. Concentragdo dos principais componentes do extrato
cloroférmico de Ramalina sorediosa (B. de Lesd.).

Padroes Tempo de Substancia Conc. ug/mg
retencdo (min.) correspondente (%)

3,70 SAL 2,08 20,80

4,92 20,50  205,0

9,05 11,15 111,50
10,14 5,70 57,0

14,98 42,28 422,80

22,21 USN 1,60 16,00

USN 19,24 100 1000
ATR 17,70 100 1000
SAL 3,47 100 1000

Deste modo pode-se afirmar que as substancias
encontradas neste Ultimo extrato sdo inativas. Portanto,
a atividade observada deve-se, provavelmente, a
presenca das substancias de Rf 0,68 e 0,87, que
correspondem aos acidos homossequicaico e Ushico,
ndo encontrados no extrato acetonico, sendo a maior
atividade antimicrobiana demonstrada pelo extrato
etéreo (Fig. 1A). Provavelmente isto se deve a maior
capacidade deste solvente em extrair substancias pouco
polares, como o &cido Usnico, que possivelmente
encontra-se em concentragdo ligeiramente maior que
no extrato cloroférmico.

Os resultados obtidos com os dois primeiros
extratos poderiam sugerir que o acido norstitico,
presente nos extratos etéreo e cloroférmico, fosse um
dos responsaveis pela atividade antibacteriana, no
entanto esta substancia, juntamente com o acido
salazinico estdo presentes em altas concentracdes no
extrato acetdnico, que foi inativo. As analises em CCD
revelaram a presenca de duas substancias majoritarias
uma com Rf = 0,68 e outra com Rf = 0,87 (Fig. 2). A
substancia com Rf = 0,87 foi identificada, por
comparacdo com os padrées como sendo o acido
Usnico. Desde que a concentracdo do suposto acido

Tabela 4. Concentragdo dos principais componentes do extrato
acetonico de Ramalina sorediosa (B. de Lesd.).

Padrdes Tempo de Substancia Conc.  pg/mg
retencdo (min.) correspondente (%)
3,02 16,17 161,70
3,47 SAL 62,29 622,90
4,42 16,27 162,70
USN 19,24 100 1000
ATR 17,70 100 1000
SAL 3,47 100 1000

Figura 3. Biocromatogramas dos extratos Cloroférmico (A) e
Etéreo (B) de Ramalina sorediosa (B. de Lesd.) contra Bacillus
subtilis e representacdo do halo de inibicdo sobre as manchas
cromatogréficas (Rf = 0,87; 0,68; 0,64) e 0 Acido Norstitico (NST).

dsnico, nos extratos organicos, é relativamente baixa e
a atividade antibacteriana é muito préxima aquela
observada para 0 padrdo mais ativo, o acido Ushico
puro (Tab. 1), a atividade observada €, provavelmente,
devida a uma agdo sinérgica dos dois constituintes
(Rf 0,68 e Rf 0,87).

Biocromatogramas - Com relagcdo aos biocroma-
togramas observou-se um provavel efeito sinérgico
entre componentes dos extratos etéreo e cloroférmico
de Ramalina sorediosa (Fig. 3A e 3B) quando testados
contra o Bacillus subtilis, sendo observados halos de
inibicdo sobre todas as manchas. Pode-se observar
um halo de inibigdo muito maior no caso do extrato
etéreo de R. sorediosa em relacdo ao cloroférmico,
para a referida espécie, o que ja era previsto devido a
sua maior atividade observada nos testes de atividade
antibacteriana (Tab. 1).
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Os resultados mostraram que 0s componentes
ativos nos extratos de R. sorediosa correspondem as
manchas de Rf 0,68 e 0,87. Os ensaios biocroma-
tograficos e de CLAE demonstram que correspondem
aos acidos homossequicaico e Usnico, respectivamente.
Por outro lado, verificou-se a inatividade do extrato
acetonico e, inclusive o acido salazinico nele detectado.
Além disto, 0s ensaios biocromatograficos mostram
que provavelmente deve haver acao sinérgica entre
0s componentes ativos nos extratos, contra 0s
microrganismos testados.
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