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RESUMO - (Screening de atividade citotéxica de extratos liquénicos: Cladoniaceae) Extratos
etéreos, acetdnicos , metandlicos e aquosos de Cladonia substellata, C. crispatula e Cladina
dendroides ocorrentes em solos arenosos de tabuleiros (cerrado) no Estado da Paraiba (Brasil),
foram testados contra células PC3 ¢ MDA-MB231 obtidas de adenocarcinoma prostitico e
mamdrio (humanos), bem como células P388 e L1210 provinientes de leucemia murina. Os
resultados demonstraram uma maior eficicia dos extratos de C. substellara frente s quatro células
testadas. Esta espécie e a Cladina dendroides, exceto seu extrato metandlico, apresentaram IC,,
inferiores a 50pg/ml, o que indica atividade satisfatéria. Os extratos de C. crispatula ndo exerceram
inibigio relevante frente as células estudadas. Testes cromatograficos revelaram, em maior quanti-
dade, a presenca dos dcidos tisnico e estitico em C. substellata; dcido tamnélico em C. erispatula;
atranorina e os dcidos protocetrérico e fumarprotocetrdrico em C. dendroides, o que se supoe ser o
principio ativo dessas espécies.

Palavras-chave: atividade citotéxica, liquen, Cladoniaceae.

ABSTRACT - (Screening of cytotoxic activity of lichen crude extracts:Cladoniaceae) Ethereous,
acetonic and methanolic crude extracts from Cladonia substellata, C. Crispatula and Cladina
dendroides occured on sandy soil of Paraiba State - Brazil, were tested against PC3 and MDA-
MB231 cells from prostatic and breast human adenocarcinom, and P388 and L1210 cells from
murine leukemia. The results showed the highest inhibition of Cladonia substellata extracts against
the four tested cells. This specie and Cladina dendroides, except its methanolic extract, presented
IC,, lower than 50pg/ml that indicates a satisfactory activity. Cladonia crispatula extracts did not
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exert inhibition on the studied cells. Chromatographic tests revealed the presence, in highest
content, of usnic an stictic acids in C. substellara: thamnolic acid in C. crisparula protocetraric and
fumarprocetraric acids and atranorin in C. dendroides, what one may suppose to be the active
principles of the studied species.

Key words: activity cytotoxic, lichen, Cladoniaceae.

Introdugao

Os liquens, seres simbiontes compostos de alga e fungo, produzem metabélitos
secunddrios de comprovada atividade bioldgica.

As substancias liquénicas sio eficientes contra bactérias e fungos (Bustinza
1951, Pereira 1989, Pereiraet al. 1991), impedem o desenvolvimento de tumores e cé-
lulas cancerigenas (Fukuoka et al. 1968, Lima et al. 1990, Pereira et al. no prelo), além
de possuirem atividade farmacolégica (Appa-Rao & Prabhakar 1987, Correia da Silva
1979), antigerminativa (Ravinskaya & Vainhstein 1975, Lawrey 1977), dentre outras.

As culturas de células humanas e animais sao essenciais aos estudos in vitro de
atividade citotéxica de substancias sintéticas ou naturais. Esses testes. incorporados
ao programa do National Cancer Institute, objetivam a pré-selegdo de agentes antitu-
morais. O estudo de atividade citotéxica permite estabelecer correlagiio entre os
resultados obtidos in vitro e in vivo, fornecendo informages suplementares aos
estudos das neoplasias.

Com base na bibliografia que refere a atividade antitumoral dos polissacarideos
e fendis liquénicos obtidos de diferentes espécies de liquens, foram iniciados estudos
por Lima et al.(1990), com extratos de Cladoniaceae ocorrentes em tabuleiros areno-
sos do Estado da Paraiba, Brasil. Os resultados demonstraram que espécies com alto
teor de dcido dsnico inibiram, in vitro, o crescimento de células da linha continua KB
(carcinoma nasofaringeo), bem como impediram o desenvolvimento de tumores
sélidos experimentais do tipo sarcoma-180 e carcinoma de Ehrlich, em até 80%.

Neste trabalho foi realizado o estudo da atividade citotéxica de extratos de
Cladonia substellata Vainio, Cladonia crispatula(Nyl.) Ahti e Cladina dendroides
(des Abb.) Ahti, contra quatro diferentes tipos de células, como continuidade da
investiga¢io de compostos liquénicos com atividade antineopldsica.

Material e métodos

1. Coleta do liquen e preparo dos extratos

Para este trabalho foram selecionadas Cladonia substellata Vainio, Cladonia
crispatula (Nyl.) Ahti, e Cladina dendroides (des Abb.) Ahti, ocorrentes sobre solos
arenosos de tabuleiros (cerrado), no Estado da Paraiba, Brasil.

Utilizando-se 10g de talo seco e solventes orgénicos, em série eluotrépica (éter,
acetona e metanol), foram obtidos extratos, por sistema de esgotamento a frio, em
agitador mecanico por 1h a temperatura ambiente (cerca de 28° C). Do residuo, se
realizou extracdo aquosa a frio e a quente, esta ltima a 100°C por 1h.
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Os extratos organicos foram evaporados a temperatura ambiente, enquanto 0s
aquosos foram congelados e liofilizados.

2. Cromatografia em camada delgada

Os extratos organicos foram aplicados em placas de 20x20cm, com 0,25mm de
silica Gel60 F,,, .. Merck, desenvolvidas nos sistemas de solventes A (tolueno/
dioxano/4cido acético, 180:45:5 v/v) e B (hexano/éter dietilico/dcido férmico,
130:80:20 v/v), segundo Culberson (1972).

As bandas isoladas foram reveladas e demarcadas sob luz UV a 254 e 366nm.
Em seguida, as placas foram pulverizadas com H,SO, a 10%, e levadas a estufa a
100°C por 1h.

Os cromatogramas foram interpretados com base nos valores de Rf das bandas
e padrdes utilizados (dcido fumarprotocetrdrico, protocetrarico, tamndlico, decarbo-
xitamnalico, estitico e tisnico, além da atranorina), bem como pela coloragio resultan-
te da reacdo das bandas com o dcido sulftrico.

3. Testes in vitro

Nos testes de citotoxidade foram utilizadas quatro linhas continuas de células.
As linhas humanas (Furlay & Baguley 1984) PC, e MDA-MB231 foram obtidas de
adenocarcinoma prostdtico e mamdrio, respectivamente (Kaighn et al. 1979, Cailleau
et al.,1974), enquanto as P388 e L1210 eram provinientes de leucemia murina (De
Bruyn 1955; Hutchison et al. 1966; Moore et al. 1966; Baguley & Nash 1981).

As células PC3 foram cultivadas em uma mistura contendo 25% do meio Eagle
modificado (MEM - Modified Eagle Medium), 65% do meio F12 (Nutried Mixture),
HAM Gibco enriquecido com 10% de soro fetal bovino, 2uM/ml de L-glutamina e
antibiéticos (penicilina - 1000 UV/ml; estreptomicina - 250pg/ml; anfotericina - 2,5ug/
ml); as MDA-MB231 foram cultivadas no meio Eagle modificados com 10% de soro
fetal bovino, 2 uM/ml de L-glutamina, antibiéticos (penicilina - 1000 Ul/ml e
estreptomicina - 250ug/ml) e 1 UI/ml de insulina; as células L, ;e P, foram
cultivadas no RPMI(Roswell Park Memorial Institute)com 10% de soro fetal
bovino,2uM/ml de L-glutamina, 10pg/ml de 2-mercaptoetanol e antibiéticos (penici-
lina - 1000 Ul/ml; estreptomicina - 250pug/ml).

Para todas as linhas celulares a viabilidade foi determinada pelo teste de
exclusdo do azul de tripano, e a suspensdo celular ajustada para 10* células/ml.

As suspensdes celulares foram divididas em placas multipontos a uma razdo de
135ul para as linhas MDA-MB231 e PC3, e 250ul no caso das L1210 e P388.

Os extratos liquénicos foram solubilizados pelo di-metil sulféxido (MDSO), e
colocados em trés pontos por concentragdo para as linhas L1210 e P388, e quatro
pontos para as MDA-MB231 e PC3. A média dos pontos por concentragdo foi feita
com objetivo de calcular a percentagem de inibicao do crescimento das células
tratadas em relagéo ao grupo controle.

As células das linhas L1210 e P388 foram contadas pelo Coulter Counter
(Modelo TA Contronic - France). O desenvolvimento das células tratadas foi compa-
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rado ao das c€lulas controle, onde a percentagem de inibicdo foi calculada através da
formula: (C - T)/ C x 100, onde C ¢ a média das células controle, e T é a média das
células tratadas.

Para as linhas PC3 e MDA-MB23 1, a avalilagéo foi feita pelo método colorimé-
trico do MTT,(3-4 dimethiltiazol - 2 y1 2,5 diphenyltetrazolium bromide), segundo
COLE (1986). Apés cinco dias de incubagio das células com os extratos liquénicos,
foram adicionados 15pul da solu¢io de MTT (Smg/ml PBS), e as placas recolocadas na
estufa. Apés 2h, a reagdo enzimdtica foi interrompida por aspiragio do meio de
cultura, e adigao de 100ul de DMSO. As placas foram agitadas por 10min e a leitura
espectrocolorimétrica dos cristais formados foi realizada a um comprimento de onda
de 540nm, através do Titerk Multiscan (Flow), acoplado a um computador Macintosh
Plus.

Resultados e discussao

Os testes cromatogréficos (Figura 1) revelaram a presenca do dcido tsnico nos
extratos etéreo, aceténico e metandlico de Cladonia substellata. Foi detectada uma
banda no extrato etéreo de Rf semelhante ao do dcido estitico padrdo. As outras
bandas nio identificadas, podem ser dos dcidos constitico e criptoestitico, além de um
diterpeno. Ahti (1973) constata a presenca dessas substincias em C. substellaia e
refere o dcido tisnico como seu principal componente (98,1%). Estes dados foram
confirmados por Pereira et al.(1991).

Cladonia crispatula, antes confundida com C. gorgonia, notadamente as espé-
cies coletadas no Brasil, tem como principal componente o dcido tamnélico (Ahti,
1977). Pereira (1989) também detectou a presenga deste dcido, além de quatro fragdes
nio identificadas, uma delas provavelmente o dcido decarboxitamnélico. Os dados
obtidos por Pereira (1989) sao ratificados nos testes cromatograficos aqui realizados
(Figura 1 ).

Ainda na Figura 1, pode ser observado o desenvolvimento dos extratos de
Cladina dendroides. Huovinen & Ahti (1986) atribuem para esta espécie a atranorina
como principal componente, assim como a presenga dos dcidos protocetrdrico e
fumarprotocetrdrico, além da substincia CPh,. Por outro lado, Legaz et al.(1987)
referem a presenga do dcido dsnico em C. dendroides. Estes dados foram confirmados
por Pereira (1989), entretanto nos testes aqui realizados, este composto néo foi
detectado.

Em relagdo a atividade citotoxica, Cladonia substellata foi a espécie cujos
extratos exerceram maior poder inibidor frente as células testadas. Na Tabela | é
possivel observara IC, * dos extratos testados. Quando o extrato bruto tem IC, menor
que 50pg/ml, o resultado é considerado satisfatério para o prosseguimento nos
estudos antineopldsicos. Portanto, quanto menor a concentracio da substincia para

*Concentragio que inibe 50% do crescimento celular.
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Figura 1. Cromatograma dos extratos eléreos, acetonicos e metandlicos obtidos de Cladonia substellara, C.
crisparula e Cladina dendroides, desenvolvidos nos sistemas de solventes A (tolueno/dioxano/dcido
acético. 180:45:5, viv) e B (hexano/éter dietilico/dcido férmico, 130:80:20, v/v).
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inibicdo de 50% do crescimento celular, provavelmente ela serd menos téxica ao
organismo.

De acordo com a Tabela 1, pode-se observar que os extratos etéreo e metandlico
de Cladonia crispatula, bem como o metanélico de Cladina dendroides tiveram IC,,
maior que S0ug/ml, o que descarta esses extratos para estudos posteriores. Por outro
lado, os extratos etéreo e acetdnico de Cladina dendroides apresentaram IC,, bem
inferiores contra as células PC3, L1210 e P388, e nenhum efeito frente as MDA-
MB231.

Os dados sobre C. substellata foram os mais interessantes dentre os obtidos,
visto que seu extrato acetdnico testado contra as células PC3 apresentou IC,,de0,7ug/
ml, e para as leucémicas L1210 e P388 uma inibigio de 1,2ug/ml e 1 J3upg/ml,
respectivamente. No que se refere a esta espécie, todos os seus extratos apresentaram
inibigdo relevante, devendo ainda ser levado em consideragiio que estd se trabalhando
a nivel de extrato bruto.

Os produtos de referéncia foram utilizados para verificar sensibilidade das
células em estudo. Para as linhas L1210 e P388 foi utilizada a Adriamicina com IC,,
de 0,054 e 0,018ug/ml, respectivamente, e Taxol com IC,, igual a 27ug/ml para a
linha PC, e 30ug/ml para as MDA-MB231.

Tabela 1: IC_* (ug/ml) de diferentes extratos celulares de Cladoniaceae sobre células
cancerigenas

Linha Celular PC3 MDA/ L1210 P388
Espécies Extratos MB231
Cladonia etéreo 10,4 19,8 6,8 5,9
substellata acetdnico 0,7 18,3 1,2 1,3
metandlico 6,7 5,9 4,9 3,7
aquosos > 50 > 50 > 50 > 50
Cladonia etéreo 50,0 50,0 50,0 50,0
crispatula acetdnico - - - -
metandlico 50,0 50,0 50,0 50,0
aquosos > 50 > 50 > 50 > 50
Cladina etéreo 16,8 50,0 11,1 8,3
dendroides aceténico 15,9 50,0 13,9 13,5
metandlico 50,0 50,0 50,0 50,0
aquosos > 50 > 50 > 50 >50

* Concentragio que inibe 50% do crescimento celular.
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Quanto ao principio ativo, 0 que se pode atribuir 2 inibi¢do sempre mais
acentuada do extrato acetonico, € o alto poder extrator da acetona.

Os liquens produzem metabdlitos secunddrios alifiticos e fendlicos, na maioria
extracelulares e insoldveis na dgua, sendo intracelulares as proteinas, carotendides e
vitaminas, estes encontrados na maioria das plantas superiores (Hale, 1983).

Os fendis liquénicos, extraidos com solventes organicos, estdo localizados na
medula ou no cértex, raramente em ambas as camadas. As substancias corticais sdo, na
maioria, antraquinonas, derivados do dcido tetronico, dcido dsnico, atranorina e
liquexantona; os medulares sdo os depsideos e depsidonas, ndo influindo, em ambos
0s casos, sua ocorréncia e quantidade em relagdo a idade do talo liquénico (Hale,
1983; Xavier-Filho et al., 1985).

Segundo Vicente (comunicagio pessoal) e Hale (1983), diferentes solventes
extraem diferentes substincias em distintas partes do talo, algumas localizadas a nivel
medular, outras no cértex. A acetona retira os fendis totais (medulares e corticais),
enquanto o metanol separa principalmente os corticais.

Face a estas consideragdes, pode-se concluir que o maior poder inibidor dos
extratos acetdnicos se deve 2 maior capacidade extratora da acetona, dentre os
solventes utilizados.

Nas Figuras que seguem, é possivel observar a percentagem de inibi¢ao do
crescimento celular, bem como a relagdo dose-efeito. Estes dados ddo uma idéia geral
do comportamento dos extratos diante das linhas celulares estudadas.

Na Figura 2 é possivel observar que as células PC3 podem ser inibidas acima de
85,1%, 89,2% e 87,2% pelos extratos etéreo, acetonico e metandlico de Cladonia
substellata, na concentragdo de 50ug/ml; as células MDA-MB231 foram inibidas em
86,1%, 88,7% e 89,4% pelos mesmos extratos; as L1210 em 98,6%, 98.,2% e 99,0%,
enquanto as P388 tiveram inibi¢do de 98,7%, 98,6% e 99,2% na seqiiéncia dos
extratos supra referidos.

Tomando-se como base a concentragio de 50pg/ml, nio foi constatada inibigdo
relevante dos extratos acetdnico e metandlico de Cladonia crispatula, sendo registra-
da para o extrato acetdnico a maior inibi¢ao, frente as células MDA-MB231 com
50,2% (Figura 3).

A mesma situagio se repete para o extrato metandlico de Cladina dendroides na
concentragio de 50pg/ml (Figura 4). Este inibiu em 53,3% as células MDA-MB231,
entretanto o extrato etéreo desta espécie, que inibiu fortemente as demais células
testadas, s6 antagonizou em 39,5% estas células. Isto torna possivel supor que o
principio ativo deste extrato, € a atranorina, com provavel associagao ao complexo do
dcido fumarprotocetrérico, detectados por CCD (Figura 1).

Ainda na Figura 4, pode-se atribuir para o extrato acetnico de C. dendroides a,
50pg/ml, uma inibi¢io de 87,6%, 53,5% e 08.8% frente as células PC3, MDA-
MB231, L1210 e P388; o extrato etéreo desta espécie inibiu as mesmas células em
86,4%, 39,5%, 96,5% e 98,2%, respectivamente.

Os extratos aquosos das trés espécies testadas ndo demonstraram atividade
relevante, tendo sido detectado, em todos os casos, IC, > 50ug/ml.
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Face aos dados obtidos, foi possivel concluir que, dentre as espécies testadas,
Cladonia substellata foi a mais eficaz frente as quatro linhas celulares estudadas, e aos
seus extratos sendo atribuido como principio ativo o dcido tsnico, € um possivel
sinergismo com o dcido estitico; os extratos etéreo e acetonico foram os que extrairam
maior quantidade de principio ativo dos liquens, exceto no caso do extrato metanglico
de Cladina dendroides contra as células MDA-MB231; os extratos acetonico e
metandlico de Cladonia crispatula ndo demonstraram inibi¢do relevante frente as
células teste, daf deduzir-se a ineficiéncia do dcido tamndlico, principal composto da
espécie, frente as linhas celulares testadas.

Que os principios ativos das espécies de Cladoniaceae aqui estudadas sao
de natureza fenélica, visto a baixa eficdcia dos extratos aquosos frente as células
teste.

Estudos subseqiientes serdo realizados com as substancias aqui referidas como
principios ativos, ja purificadas, para uma indicacdo mais precisa, e detecgdo dos
possiveis efeitos sinérgicos.
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