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THE CHEMISTRY OF LICHENS. Lichens are symbiotic associations between fungi and algae
and/or cyanobacteria. They produce common intracellular productsincluding proteins, amino acids,
polyols, carotenoids, polysaccharides and vitamins. The secondary metabolites found in lichens are
phenolics which accumulate either on the cortex or on the cell walls of medullary hyphae and they
are mainly acetyl-polimalonyl pathway derivatives. Polysaccharides, proteins and secondary me-
tabolites produced by lichens have attracted the attention of investigators due their biological
activities. Thisrevision coments about the biosynthetic origin and structures of the principal classes

of compounds produced by these organisms.
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INTRODUCAO

Define-se liquens como organismos simbidticos compostos
por um fungo (micobionte) e uma ou mais algas (fotobionte)™.

Calcula-se que existam 13.500 espécies (aproximadamente
600 géneros) de fungos liquenizados, o que corresponde a 20%
dos fungos conhecidos?®3. A grande maioria (98%) dos fungos
liquénicos sdo Ascomicetos e 46% desses sdo liquenizados, de
modo que aliquenizagdo é uma grande regra e ndo uma excegéo
nesse grupo de fungos. Os Deuteromicetos ou fungos imperfei-
tos sdo representados por apenas uma dezena de géneros, ou
pouco mais. Os Basidiomicetos formam diversas associagtes
semelhantes a liquens em regifes tropicais e sdo encontrados
com algas azuis. Algumas espécies do género Dictyonema ocor-
rem como Basidiomiceto liquenizado?.

As algas mais comuns encontradas na associagdo sdo as
cloroficeas e destas a mais fregliente € uma espécie de
Trebouxia, em aproximadamente 70% dos géneros de liquens.
Além dessa, ocorrem também espécies de Coccomyxa e
Trentepohlia. Entre as algas verde-azuladas (cianoficeas), as
mais comuns sdo a Nostoc e Scytonema 4.

Nos liquens, as algas constituem, com raras excegdes, uma
parte muito pequena do talo variando entre 5-10% da massa ou
volume e sdo completamente envolvidas pelos tecidos do fun-
go nos talos. Portanto, toda a organizagdo do talo liquénico se
deve ao fungo. As algas podem, ou ndo, estar restritas a uma
camada especial do talo e responsabilizam-se totalmente pela
fotossintese®.

O micobionte, geralmente dominante, € um organismo
heterotréfico que obtém sua fonte de carbono do fotobionte. A
liquenizagdo pode ser considerada uma estratégia pela qual o
fungo pode satisfazer sua necessidade de carboidrato para res-
piracdo e crescimento®. Sabe-se hoje, que polidis em liquens
com algas verdes e glucose em liquens com cianoficeas sdo
passados do fotobionte para o micobionte®. No estado liqueni-
zado a parede celular do fotobionte se torna mais permeavel a
perda de carboidratos, resultando em beneficio para o
micobionte®. Além disso, em cianoliquens o micobionte ganha
uma fonte de nitrogénio®.

Com relacdo a alga, as vantagens ndo estdo associadas a ga-
nhos metabdlicos em si, mas a beneficios, de alguma maneira,
relativos a hidratagéo, evitando dessecacdo. Além disso, as hifas
opacas protegem a alga de alta intensidade luminosa, e a
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liquenizagdo é um mecanismo que permite ao fotobionte se de-
senvolver em ambientes de alta luminosidade’.

Como resultado da simbiose, tanto fotobionte e micobionte
tém se espalhado em muitos habitats, das regides tropicais as
polares, onde separadamente, na condi¢do de organismos de
vida livre, ndo existiriam, ou seriam raros. Por exemplo, as
algas de vida livre e cianoficeas, em sua maioria, ocorrem em
ambientes aguaticos ou bastante Umidos, mas como parte de
liguens ocorrem abundantemente em habitats que sdo fregien-
temente seco®.

Os liguens sdo encontrados desde o nivel do mar até as mon-
tanhas mais altas. Porém, sdo relativamente raros em altitudes
acima de 5.000 m e em matas excessivamente escuras. Podem,
também, ser encontrados em desertos onde a temperatura é bas-
tante varidvel, e em regides polares, com temperaturas extrema-
mente baixas. Seu limite de tolerancia as oscilagdes climéticas é
superior a qualquer outro vegetal®. Desenvolvem-se sobre os
mais variados substratos, sendo que muitos ndo apresentam
especificidade: existem espécies que somente se desenvolvem
sobre cortex de &rvores, outras sobre folhas e outras sobre ro-
chas alcalinas ou &cidas, necessitando ou ndo das caracteristicas
fisicas como rugosidade, porosidade, dureza, exposicdo a luz; ha
outras, ainda, mais exigentes quanto ao pH do substrato, presen-
¢a de particulas no ar, umidade, ventos e temperatura. Portanto,
a presenca de liquens nos mais variados habitats e micro-habitats
depende da disponibilidade de fatores fisicos e climaticos que
proporcionem as condic¢des necessarias para seu desenvolvimen-
to. Dessa forma, cada regido pode apresentar uma comunidade
liguénica com componentes especificos proprios em resposta as
condices ambientais™®.

QUIMICA DOS LIQUENS

As substancias quimicas produzidas pelos liquens sdo agru-
padas, de acordo com a localizagdo no talo, em produtos
intracelulares e extracelulares. Sendo o talo liquénico uma es-
trutura composta, alguns produtos sdo sintetizados pelo fungo,
outros pela alga’. Os produtos intracelulares (carboidratos,
carotendides e vitaminas, aminoécidos e proteinas) estdo liga-
dos na parede celular e ao protoplasto. Sdo freqlientemente
solUveis em &gua e podem ser extraidos com agua quente. Esses
compostos ocorrem ndo somente em liquens, mas em fungos e
algas de vida livre e em plantas superiorest®,

QUIMICA NOVA, 21(6) (1998)



M etabdlitos primarios
Carboidratos

Polidis tais como glicerol, eritritol, ribitol, arabinitol, D-
volemitol, D-sifulitol e agUcares como glucose, sacarose,
treal ose e outros, séo metabdlitos comuns em liquens. S&o pro-
dutos resultantes da atividade fotossintética do ficobionte e
ocorrem também em plantas superiores. Entretanto, compostos
como 3-O-f-D-galactofuranosil-D-manitol (peltigerosideo) e 2-
O-3-D-galactofuranosil-D-ribitol (umblllcma) séo exemplos de
compostos restritos a liquens'?3, Glucanas (liquenanas e
isoliquenanas) e heteropollssacarldeos contendo manose estéo
presentes nos liquens em quantidades relativamente altas. Va-
riagdes em estruturas quimicas de o e 3 glucanas (isoliquenanas
e liquenanas, respectivamente) sdo devidas as diferentes pro-
porcBes de ligacBes 13 e 14 contidas em cada uma. Um
outro grupo, as pustulanas, contém unidades de 3-D-glucopira-
nosil com ligagBes 1- 6, e, algumas vezes, encontram-se par-
cialmente acetiladas*

Heteropolissacarideos de liquens, contém gal actose, manose
e em alguns casos, &cido galacturénico. Na maior parte, sdo
constituidos de uma cadeia principal 1-6 o-D-Manp, substi-
tuida com varias cadeias laterais, incluindo unidades de o- e
B-D-Galp, B-D-Gdlf, a e B-D-Glcp e a e B-D-Manp. Algumas
das estruturas de heteropolissacarideos de liquens, sdo seme-
Ihantes aquelas isoladas de leveduras*15,

Aminoacidos, derivados e proteinas

Aminoéacidos livres encontrados nos liquens sdo similares
aos observados em outros vegetais. Dos aminoacidos que ocor-
rem em proteinas, alanina e acido glutdmico sdo os predomi-
nantes em liquens. Além desses, podem ocorrer diferentes
aminoacidos ou seus derivados, como sarcosina, taurina,
citrulina, &cido B-aminobutirico'®-18,

A natureza das proteinas de liquens ndo esta ainda bem
estabelecida e poucos sdo os relatos sobre o isolamento dessas
substancias. Vicente, em 1988, publicou uma revisio abordan-
do a enzimologia de liquens, envolvendo o metabolismo de
carboidratos, lipideos, fendis e de nitrol enlo nestes organismos.
Outros relatam o isolamento de ur 0 celulase®?, manitol-
1-fosfato-desidrogenase®, bromoperOX|d ase®®. Inlbldores de
serinoproteinases (tripsina e calicreina tlssular) e Ci stelnoprote|-
nases foram isolados de Collema |eptosporum 2

Glicolipideos

Recentemente, Machado et al %’ relataram o isolamento e
identificacdo de trés glicolipideos extraidos de Ramalina celastri.
O principal componente foi O-a-D-galactopiranosil-(1 - 6)-O-3-
D-galactopiranosil-(1- 1)-D-glicerol esterificado com &cidos
graxos de cadeia longa, sendo alguns desses insaturados.

Metabdlitos secundarios

Os produtos extracelulares, frequentemente chamados
metabdlitos secundarios, sdo encontrados na medula ou no
cortex, raramente em ambas as camadas. Substancias que apre-
sentam cor, como a maior parte das antraguinonas, derivados
do é&cido pulvinico e &cido Usnico [1], outras incolores como
atranorina [2] e liquexantona [3] sdo exemplos tipicos de subs-
tancias presentes no cortex. Entretanto, pode ocorrer que as
substancias quimicas estejam localizadas também em outras
partes do liquen. Nos apotécios de Haematoma ventosum esta
presente a hemaventosina [4], que é um pigmento vermelho
escurc®® 2°, em Letraria columbina os apotécios contém éacido
norstitico (gS] e no talo estdo presentes atranorina [2] e acido
vulpinico® [6]. O &cido tamindlico [7] ocorre nos apotecms e
o &cido perlatélico [8] no talo de Icmadophila ericetorunt.
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Em geral, em um espécime pode ocorrer de um a trés ou
mais compostos resultantes do metabolismo secundario. Entre-
tanto, ha casos, como Pseudocyphellaria impressa da Nova
Zeléndia que apresenta 41 diferentes depS|deos depsidonas,
derivados do &cido pulvinico e 17 triterpenos®.

Atualmente, sdo conhecidos aproximadamente 630 compos-
tos provenientes do metabolismo secundério de liquens. S&o
acidos aliféticos, meta- e para-depsideos, depsidonas, ésteres
benzilicos, dibenzofuranos, xantonas, antraquinonas, acidos Us-
nicos, terpenos e derivados do &acido pulvinico. Ainda que esses
compostos sejam também produzidos por fungos devidalivre e
por plantas superlores (50-60), a maior parte é considerada ex-
clusiva de liquens®. Muitas espécies em que o fotoblonte é uma
cianobactéria ndo produzem derivados fendlicos **

A concentragdo de metabdlitos secundérios pode variar de
0,1 a 10% em relagdo ao peso seco do talo Ilquenlco embora
em alguns casos a concentracdo possa ser mais altat3*%. O
estudo sistematico das substéncias quimicas resultantes do
metabolismo secundario de liquens teve inicio com os traba-
Ihos de Bebert em 1831, Alms em 1832 e Knopp em 1844 que
isolaram os é&cidos vulpinico [6], picroliquénico [9] e Usnico
[1], respectivamente, de algumas espécies liquénicas®.

Gmelin, em 1858, publlcou a primeira revisdo sobre subs-
tancias isoladas de liquens®. Entretanto, o marco inicial da
Liquenologia foi estabel eC|do com os trabalhos de Zopf e de
Hesse. Zopf (Friedlich Wilhelm Zopf) era botanico e publi-
cou, em 1907 uma das mais importantes obras na area de
Liquenologia®’. O livro “Die Flechtenstoffe in chemischer,
botanischer, pharmakologischer und technischer Beziehung ”
é uma compilagéo de trabalhos que foram por ele publicados
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e descreve formulas empiricas, propriedades e ocorréncia de
150 compostos. O quimico Hesse, no periodo de 1861 a 1905,
publicou inimeros trabalhos sobre substancias isoladas de
liquens. O mais importante deles, “Flechtenstoffe”, foi edita-
do em 1912%.

O &cido lecandrico [10] foi o primeiro depsideo de liquen
sintetizado em laboratério por Emil Fischer em 1913%.
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Acido picroliquénico [9] Acido lecanérico [10]

Durante o periodo de 1930, Asahina, quimico japonés, de-
terminou férmulas moleculares de vérias substancias liquénicas
mais comuns e estabeleceu a base para pesquisas posteriores
desses compostos?0a - 407,

Em 1954, Asahina e Shibata, no Jap&o, publicaram um ou-
tro cléassico da Liquenologia, o livro “Chemistry of Lichen
Substances’. Essa obra é uma compilacéo de seus trabalhos e
contém as estruturas elucidadas de numerosos compostos, suas
sinteses, os métodos de isolamento e purificagdo e algumas
propriedades fisicas™. Nesse trabalho incluiram também a iden-
tificagdo de substancias liquénicas por microcristalizagdo e
descreveram a acdo antibidtica de varios compostos.

Asahina e Shibata dividiram as substéncias liguénicas em
aliféticas e arométicas. Na série alifética incluiram os &cidos
graxos, poliois e triterpenos e na série aromatica os derivados
do &cido tetronico (acido pulvinico), depsideos, depsidonas,
quinonas, dibenzofuranos e derivados da dicetopiperazina. O
sistema de classificag8o das substancias liquénicas proposto por
Asahina e Shibata foi baseado em conhecimentos estruturais e
vias biossintéticas que |hes d&o origem*.. O sistema de classi-
ficagdo mais recente é aguele proposto por Culberson & Elix*?,
em gue as substancias sdo ordenadas de acordo com sua prova-
vel origem biossintética.

Biossintese

A maior parte dos metabdlitos secundarios de liquens sdo com-
postos oriundos da via do acetil-polimalonil. Essa via conduz a
formacdo de compostos adifaticos como os &cidos graxos de ca-
deia longa e as substancias arométicas do tipo acidos fendlicos.

A acetilSCoA pode sofrer ativagéo de d&tomos de hidrogénio
o do grupo metila por ag@o do sitio de carater basico presente
na enzima que toma parte no processo sintético. A ativagdo
desenvolve cardter basico na molécula pela remogdo de um
préton e o carbono a pode entdo, por um ataque nucleofilico
ao carbono carbonilico eletrofilico de outra molécula de
acetilSCoA, formar o derivado acetoacetil SCoA por condensa-
3o tipo Claisen.

A formagdo do P ceto-éster € o ponto de partida para a
sintese de terpenos pela via do acido mevaldénico. O B ceto-
éster obtido pode também, por reducéo e repetidas condensa-
¢oes, conduzir a formagdo de acidos graxos, ou, por condensa-
¢Oes sem reducdo, a policetideos, os quais podem ciclizar,
dando origem a compostos arométicos 43 44,

Via do acetil-polimalonil
Acidos graxos
Os é&cidos graxos que ocorrem em liquens apresentam certa se-

melhanca com agqueles que ocorrem em fungos ndo liquenizados,
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porém ndo sdo idénticos. Acidos agaricico [11] e 2-decilcitrico
[12] isolados de fungos sdo estruturalmente relacionados ao

acido caperatico [13], um metabdlito comum em liquens™ %6 .
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i
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n=8, R=H - &cido 2-decilcitrico [12]; n=13, R=CH3; - &cido caperético
[13]; n-14, R=H - &cido agaricico [11].

Além do éacido caperatico [13], podem ocorrer em liquens
outros éacidos, como rocélico [14], rangiférmico [15] e nor-
rangiformico [16]. Acidos acarandico [17] e acarendico [18]
séo O-lactonas e os é&cidos liquesterinico [19], nefrosteranico
[20], nefrosterinico [21] e protoliquesterinico [22], sdo exem-
plos de &cidos y-lactdnicos de cadeia longa.

Acidos hidroxilados como 9, 10, 12, 13-tetraidroxieneicosa-
néico e 9, 10, 12, 13-tetraidroxieicosandico sdo freqlientes em
liquens. Até 1973, acidos graxos de cadeia longa, como oleico
e linoleico ndo tinham sido citados como componentes de
liquens®. Mais recentemente, Dembitsky et al. analisaram cin-
co espécies de liquens da subclasse Gymnocarpeag’, trés es-
pécies do género Parmelia*®, trés espécies da ordem
Lecanorales® e identificaram, através da andlise por CG-EM,
acidos de cadeia longa, como pamitico, estedrico, oleico,
linoleico e linolénico, além de outros acidos de cadeia mais
longa que esses e de estruturas variadas. Xantoria parietina
apresenta &cidos graxos que variam de 10 a 20 carbonos e,
entre esses, 0s acidos insaturados palmitoleico, oleico,
linoleico, linolénico e 11,14-eicosadienoico® Acidos palmitico,
estedrico, laurico, linoleico, oleico e araquidico também foram
identificados em Collema |eptosporun®?,
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A biossintese de &cidos graxos de cadeia longa presentes
em liquens, procede de maneira semelhante aquela ja estabe-
lecida em diversos organismos'® 4% 44 5254 Entretanto, sdo
poucas as informagdes disponiveis sobre a biossintese das
lactonas dos é&cidos aliféticos de cadeia longa. A biossintese
do &cido protoliquesterinico [22] foi estudada por Blomer et
al.®* que sug)lementaram talos de Cetraria islandica com
glucose e [1-**C]acetato de sodio. Os autores sugeriram que a
biossintese do acido protoliquesterinico deve envolver um
intermediério de 3 C como o piruvato, ou de Seus precursores
(como o oxalacetato) da via glicolitica, que se condensa com
0 grupo a-metileno de uma longa cadeia alcanoil SCoA, como
o palmitoilSCoA. A desidratacéo e ciclizag8o oxidativa do
produto resultante dessa condensagéo da origem ao acido pro-
toliquesterinico [22].

Compostos aromaticos

Depsideos e Depsidonas

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

Os compostos aromaticos mais comumente presentes em
liguens sdo formados pela esterificagdo de duas ou ocasional-
mente trés unidades fendlicas, como por exemplo, derivados
do 4cido orselinico™.

Duas unidades fendlicas derivadas do orcinol, isto € sem
substituintes na posicdo 3 podem formar compostos denomina-
dos depsideos™. Esses compostos sdo formados pela esterifica-
¢ao da carboxila da posicdo 1 da primeira unidade com a
hidroxila da posi¢éo 4’ ou da posi¢do 3’ da segunda unidade. Os
compostos resultantes sdo para-depsideos e meta-depsideos da
série do orcinol, como o é&cido lecandrico [10] e o acido
criptoclorofeico [23]. Tridepsideos sdo resultantes da esterifica-
&0 de trés unidades fendlicas, como no &cido giroférico[24].

Além dos depsideos derivados do orcinol (&cido orselinico),
ocorrem outros derivados do B-orcinol (acido B-metil-orselini-
co), como por exemplo atranorina [2], os acidos difractaico
[25], obtusético [26] e baeomicésico [27].

Um outro grupo de compostos estrutural mente relacionados
aos depsideos sdo as depsidonas. Além de ligagdo éster presen-
te nos depsideos, as depsidonas apresentam também um hete-
rociclo adicional resultante de uma ligagdo éter, geralmente
entre as posi¢des 2 e 5 como no acido fisddico [28]. No &cido
variolarico [29] a ligagdo éter esta entre as posicles 2 e 3,
sendo este o Unico caso, até entdo, conhecido.

Acido criptoclorofeico [23]

CHy O
G
s o]
1
J O x
L
HO 3 OH &

Acido giroférico[24]
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Biossintese de derivados fendélicos

O &cido orselinico € a unidade fundamental da biossintese
de depsideos e depsidonas. O processo biossintético inicia-se,
como no caso dos &cidos graxos, com a condensagéo de 1 mol
de acetilSCoA e 1 mol de malonilSCoA. A acetoacetil SCoA,
resultante da condensacdo da acetilSCoA com malonilSCoA,
pode condensar com duas outras moléculas de malonil SCoA
em etapas sucessivas, formando um policetideo de 8 carbonos.
Este Ultimo pode ciclizar através de dois processos distintos:
um deles por condensagdo alddlica produzindo &cido orselini-
co, e o outro por condensacgo tipo Claisen, produzindo floro-
acetofenona™ (Fig. 1).

GHsCOSCoA + 3 HOCCCHCOSCOA st CH3COCH,COCH,COCH,COSCoA

o
Hy c=0
HO
COOH OH
HO™ OH
OH

Acido orselinico Floroacetofenona

Figura 1. Reagdes biossintéticas de formacéo de acido orselinico e
floroacetofenona por condensagdo de acetil SCoA e malonil SCoA.

A reacdo biossintética de formacdo de &cido orselinico é
catalisada pela enzima &cido orselinico sintase®. O mecanismo
de formagdo desse acido envolve reacdo de desidratacdo so-
mente na etapa final quando ocorre a ciclizagcdo da cadeia para
formar o acido orselinico, diferente do que acontece na bios-
sintese do acido 6-metilsalicilico, caracteristico de outras espé-
cies de fungos de vida livre. A reagdo de obtencdo do &cido 6-
metilsalicilico é catalisada pela enzima acido aromético
sintase’®. A enzima &cido orselinico sintase tem sido caracteri-
zada como um complexo enzimético contendo duas atividades
transacetilases, uma proteina transportadora de grupos acil, uma
enzima de condensacdo, uma de ciclizagdo e uma atividade
hidrolase. Embora os liquens produzam é&cido orselinico em
concordancia com essa via, 0 sistema multienzimético ndo esta
ainda totalmente elucidado®.
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O écido orselinico € o precursor de depsideos derivados do
orcinol. A formagdo desses compostos ocorre por esterificacdo
entre unidades derivadas desse acido. Véarias esterases podem
estar envolvidas nesse processo. Entretanto, essas enzimas néo
foram ainda isoladas™.

Os para-depsideos da série do orcinol apresentam hidroxilas
substituintes nas posi¢cdes 2 e 4 do primeiro anel e 2° do se-
gundo anel, exceto no &cido planéico [30] em que 2 e 2' se
encontram metoxiladas. No &cido confluéntico [31] as metoxi-
las se encontram nas posi¢des 4 e 2', enquanto que no &cido
divaricético [32] a metoxila se encontra na posi¢ao 4.

nCgHy{COEHy

o ocH 5
vz
o4 Y coom
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Acido divaricético [32]

Vérios depsideos derivados do orcinol contém outros grupos
substituintes ligados as unidades de acido orselinico. Esses
depsideos sdo biossintéticamente derivados do acido 6-alquil-
2,4-diidréxibenzéico ou do écido 6-al quil-B-ceto-2,4-diidroxiben-
zoico. Devido as variagdes da cadeia alquila nas unidades do
&cido orselinico, o niimero de depsideos € bastante elevado®.

Cadeias laterais de um ou mais carbonos (-CHs, -CH2CH;
CH3, -CsH11, -C7H15) localizam-se nas posicOes 6 e 6'. Pode
ocorrer que a cadeia lateral apresente grupo cetdnico na posi-
¢do 3, como no écido confluéntico [31].

Visando determinar se as unidades de 1 Carbono s&o introdu-
zidas antes ou apos a ciclizagdo de policetideos para formagao
de derivados do f-orcinol, foram realizados experimentos utili-
zando talos de Parmotrema tinctorum que produzem &acido
lecanérico [10], atranorina [2] e 5-cloroatranorina [2a]°"*8. Os
talos foram suplementados com [1-1/C Jacetato e [1-1'C]formiato.
Ap6s uma semana de incubagdo os compostos foram isolados e
a medida da atividade especifica de cada um deles indicou que
[1-*C]acetato é o precursor dos trés depsideos, enquanto que
[1-¥*C]formiato é incorporado somente em atranorina [2b] e em
5-cloroatranorina [2c] participando na formac8o dos grupos -
CHO (C 8) e CH3 (C 8') desses compostos™.

Acido lecanérico [10a] R = H Atranorina [2b]

R = Cl 5-cloroatranorina [2c]

Quando o &cido orselinico marcado nos carbonos 2,4 e 6
com 4C foi suplementado aos talos de P.tinctorum somente o
acido lecandrico [10a] apresentou-se radioativo. A auséncia de
atranorina [2b] e 5-cloroatranorina [2c] levou a conclusdo de
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gue a introducdo de unidades de 1 Carbono ocorre antes da
ciclizagdo do policetideo™ 43 %2,

Nos para-depsideos derivados do (3-orcinol, a posicédo 3
(anel A) apresenta substituinte de uma unidade de carbono,
gue pode ser -CHz, -CHO, -COOH, enquanto que na posi¢do 3’
0 substituinte € sempre -CHs. As posicOes 6 e 6’ estdo sempre
metiladas, e a carboxila da posi¢do 1' esta na forma de éster
metilico somente na atranorina [2] e na 5-cloroatranorina [23].

M eta-depsideos

A ligacao éster se estabelece entre a posicdo 1 do anel A ea
posicdo 3’ do anel B. As unidades fendlicas da série do orcinol,
gue intervém na formagdo de depsideos, ndo possuem hidroxila
na posi¢cdo 3'. Em principio, ndo se poderia pensar em uma re-
acdo de esterificagdo para a formacdo do meta-depsideo.

Quimicamente existem 3 possibilidades distintas: a) A liga-
¢do éster (-COO-) pode se estabelecer em posicdo meta do
anel B por reagrupamento de um para-depsideo, que atuaria
como precursor; b) O grupo -COOH da primeira unidade
fendlica pode transformar-se em carboxilato, o qual poderia
formar aligagdo entre as unidades por ataque direto sobre o C-
3’ do anel B; c) A segunda unidade fendlica (anel B) pode ser
hidroxilada préviamente como unidade mononuclear no carbo-
no 3' e aformagdo do meta-depsideo segue 0s passos normais
de esterificagdo, como no caso dos para-depsideos.

Na hipo6tese a, 0 reagrupamento consistiria em uma hidroxi-
lac8o secundéria do carbono formador da ligagéo éster no meta-
depsideo (C3'), quebra da ligagdo éster do para-depsideo se-
guida de um giro de 60° do anel B, de modo que a nova liga-
¢do se formaria na posi¢do 3', ficando uma hidroxila regenera-
da na posicdo 4 %5,

A hipotese b consiste em um ataque direto do grupamento
carboxilico da primeira unidade fendlica (anel A) sobre a po-
sicdo 3' da segunda unidade (anel B). Quimicamente o siste-
ma é possivel, dada a alta reatividade da espécie ArCOO:'.
Considerando do ponto de vista bioldgico, devem haver rea-
¢Oes enziméticas que realizariam mais facilmente a formagao
da ligagdo®.

A hipotese c é a mais aceita atualmente. Baseia-se na hidro-
xilag8o prévia da posicao 3 do anel B (para os derivados do
orcinol, 5 para os derivados do -orcinol) e estabelecimento da
ligagéo éster.

Elix et al.%° forneceram evidéncias de que os meta-depsideos
podem se originar por hidroxilagdo do C 3' de para-depsideos,
seguida de rapido rearranjo a forma termodinamicamente mais
estavel. Essas conclusdes foram obtidas a partir de estudos
realizados com uma mistura de compostos isolados de Lobaria
escrobiculata, consistindo de m-escrobiculina [33], acido
Usnico, acidos estitico, norstitico e constitico. Verificaram por
cromatografia em camada delgada que a substancia m-
escrobiculina sempre estava acompanhada de um composto
relacionado de Rr levemente maior. A analise cromatogréfica e
os dados espectroscépicos do composto isolado indicaram que
se tratava de uma mistura em equilibrio dinamico de m+
escrobiculina com seu isdbmero p-escrobiculina [34]. Para veri-
ficar a consisténcia dessas observagdes, os autores procederam
a sintese de p-escrobiculina e concluiram que a hidroxilagdo
do para-depsideo é seguida por rapido rearranjo intermolecu-
lar a0 meta-depsideo termodinamicamente mais estavel.

C3Hy o on OH
p J_L\ LT 5 __OH
5 aT o ' COOCH 3 Son O .
v CH30 y
Lo o T coooh,
CHz0 , o P
HO & CgH, C3Hy

m-escrobiculina [33] p-escrobiculina [34]
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A co-ocorréncia de &cido divaricético[32] e &cido sequicaico
[35] em vérias espécies de Ramalina fornece evidéncias para
essa proposta®.

C3H7 0
C4H7 O
. Elard

; [} 2 ~OH OH

Ly 9
I ) Aot coom

CH,0 3 OH < cooH P . 3 T

CHzo 3 on T T esn
CaHy cHy 0 3ty

Acido divaricético [32]
para-depsideo

Acido sequicéico [35]
meta-depsideo

Os meta-depsideos apresentam cadeias laterais de mais de 1
Carbono, como no caso dos para-depsideos, porém, com a di-
ferenca de que as cadeias sdo absolutamente reduzidas. Estes
substituintes se encontram sempre nas posi¢des 6 do anel A e
6’ do anel B. No primeiro caso o substituinte no C 6 é -C3H,
exceto no acido criptoclorofeico [23], que é n-CsHq;. A cadeia
lateral na posi¢éo 6’ € sempre n-C;Hy; exceto no meta- e para-
escrobiculina [33] e [34] e no &cido sequicéico [35], que é -
C3H752’ 55

Os meta-depsideos da série do B-orcinol sdo menos abun-
dantes na natureza, sendo conhecidos os &cidos hematamindlico
[36], hipotamindlico [37], tamindlico [38] e decarboxitamino-
lico [39]. Este ultimo é considerado por alguns autores como
sendo um artefato resultante da descarboxilacdo do acido
tamindlico [38] na posicdo 1' durante os processos de extra-
¢80, ndo sendo, portanto, um produto natural®® Recentemente
Elix et al.® isolaram de Heterodermia dissecta, um novo meta-
depsideo derivado do B-orcinol que foi denominado é&cido
dissético [40].

Acido hematamindlico [36]

CHy o

.|
N 1 \0
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CHy0 3 OH
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CHy
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. \OH\,iOH CHy0
>
CHO

Acido tamindlico [38] Acido decarboxitamindlico [39]

Acido dissético [40]

Depsidonas

Representam um grupo de compostos estruturalmente rela-
cionados aos depsideos, sendo estes considerados seus precur-
sores®®. Além de ligacdo éster presente nos depsideos, as
depsidonas apresentam também um heterociclo adicional, re-
sultante de uma ligacdo éter, geramente entre as posi¢des 2
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e 5, como no &cido fisddico [28]. Entretanto, no &cido
variolarico [29] a ligagdo éter esta entre as posicles 2 e 3,
sendo este o Unico caso, até entdo, conhecido.

COOH c—©0
i
]

n-GgHyy

Acido fisodico[28] Acido variolérico[29]

Embora a origem biossintética das depsidonas ainda n&o
esteja esclarecida, a existéncia de depsideos e depsidonas es-
truturalmente relacionados no mesmo liquen indica que esses
compostos podem ter relagdo biogenética®. Como exemplos,
tem-se os &cidos olivetdrico [41] e fisddico [28] isolados de
Cetraria ciliaris®® .

PCgH,COCH, o
PCyH 1 COCH, o

8
ok
4 2
;
o YN,

mCgH .y

COOH COCH

CgH 4y

Acido olivetérico [41] Acido fisodico [28]

Nesse caso, a formagdo de depsidonas, tendo para-depsideos
COMO precursores, ocorre por uma ciclizacdo oxidativa. A
hidroxila da posi¢éo 2 do anel A e aposi¢do 5 nao substituida
do anel B dao formagdo a ligacdo éter. Entretanto, a reagdo é
energéticamente desfavoravel e ndo se realiza com facilidade
em condi¢Ges de laboratorio®?,

Uma outra rota possivel para a biossintese de depsidonas é
aguela sugerida por Sala et al.®® em que as depsidonas sio
derivadas de depsideos através de acoplamento fendlico de
benzofenonas, tendo como intermediario espirobenzofurano-3-
ona. Entretanto, nenhum desses intermediarios ocorre natural -
mente em liguens, embora seja um processo energéticamente
favoravel 52 & (Fig. 2).

[Q]
Depsideo

Ry o Ra  cOOCH,
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HO
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Figura 2. Formagéo de depsidonas a partir de depsideos por acopla-
mento fendlico de benzofenonas, segundo Sala et al.®.

"~ COOCH,
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Embora ndo sejam conhecidos para-depsideos contendo uma
cadeia lateral oxidada no anel B, ocorrem alguns exemplos des-
se tipo de substituinte ligado ao anel A, como é o caso do para-
dep5|deo cido olivetorico[41]®. Se essa oxidag&o ocorre na
posicdo 3, subsequientes rearranjos do para-depsideo formado
conduzem a meta-depsideos por migragdo do grupo acila®® Se
ocorrer oxidagdo na posicdo 5 seguida por uma migragdo de
acila e subseguiente rearranjo tipo Smiles do meta-depsideo for-
mado, isso podera conduzir as correspondentes depsidonas deri-
vadas do orcinol® (Fig. 3). Os autores consideraram que tal rota
poderia estar envolvida na biossintese desses compostos.

1
8
5 OH
EE T
Ho 3 OH 5./0/2‘ o
Jo X
R, COCH
para-depsideo

hidroxilagdo em C 3\ hidroxilacdio em C 5’

HO

1
(]
5 O 5 o OH 9
2
OH SN HO
Ho 3 HO— 9 T cooH
R cooH OM

meta-depsideo
Rearranjo de Smiles

depsidona

Figura 3. ReacOes de obtencdo de meta-depsideos e depsidonas a
partir da hidroxilacéo e rearranjo de paradepsideos“.

Diferencas estruturais entre depsideos e depsidonas ndo ocor-
rem necessariamente apés a ciclizagdo. Por exemplo, o acido
fumarprotocetrarico [42] pode ser originado por insercdo do
acido fumarico na posicdo 3 do &cido orselinico (na forma de
acido 3-metil-orselinico) dando origem ao anel B do &cido fu-
marprotocetrarico, ou por esterificacdo direta do grupo -CH,OH
do anel B do &cido protocetrarico'® [43] com o &cido fumarico.
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As depsidonas originérias do B-orcinol sdo mais complexas
do que aguelas derivadas do orcinol. Pode ocorrer em alguns
compostos um anel heterociclico com oxigénio entre os subs-
tituintes das posigbes 1' e 6', se estes forem grupamentos
carboxila e aldeido, respectivamente. Esse tipo de ciclizagdo
ocorre nos acidos salazinico [44], estitico [45] e norstitico [5].

CH o

3 CHy ©

o HaOH

o] OH
CHO

CH20006H =CHCOOH

COOH CH,

y COOH

Acido fumarprotocetrérico [42] Acido protocetrérico [43]

OH

Acido estitico [45]

Acido salazinico [44]

Dibenzofuranos

A caracteristica estrutural desse grupo de substancias é a
ligagédo carbono-carbono e uma ligagdo éter entre duas unida-
des fendlicas. A ligacdo éter é formada a partir de grupos
hidroxilas nas posi¢des 11 e 10 da primeira e segunda unida-
des fendlicas, respectivamente. Os dibenzofuranos podem ser
divididos em dois grupos. um deles engloba os compostos que
apresentam grupo carboxila na posicdo 5 do primeiro anel,
como os &cidos pandrico [46] e chizopéltico [47], e 0 outro em
gue esse grupo nao esta presente nessa posi¢ao, COMO NOS &ci-
dos didimico [48] e hipostrepisilico [49]33 65 6.

17 "
“ CH OCHg CH3
,L 12 FeooH 8w 1 /i:oocna
/fm JOT ike 5,
o ®eH, 5 oy OCH,
COOH 15 GOOH

Acido panérico[46] Acido chizopéltico[47]

CH3 GH3

D.

COOH

-
CH30

Acido didimico[48] Acido hipostrepisilico[49]

Acidos Usnicos

Uma das substancias originadas de liquens mais conhecida é o
&cido Usnico. Foi isolado pela primeira vez de Ramalina calica-
ris de Usnea barbata e de outras espécies de Ilquens em 1834,
por Rochleder et al.5” Apresenta-se em duas formas isoméricas:
acido (+)-Usnico [0]p? + 495° e (-)-Usnico [a]p? - 495°.

Em 1967, Shibata et al.8 isolaram de Cladonia mitis e
Cladonia arbuscula o &cido (+)-isoUsnico [a]p® + 510° e de
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Cladonia pleurosta o &cido (-)-Gsnico [a]p? - 490°. Os &cidos
Usnicos [1la] e [1b] sdo largamente distribuidos em liquens,
enguanto que os &cidos isolsnicos [1c] e [1d] sdo de distribui-
30 restrita®.

Embora muitos autores classifiquem os &cidos Usnicos como
um grupo de dibenzofuranos, considera-se que sejam formados
pela ciclizagdo do tipo roroquci nol e ndo do tipo orselinica,
tipica de dibenzofuranos “® .

(+) - (12R) - Acido isotsnico [1¢] () - (12S) - Acido isoGsnico [1d]

A cadeia policetidica (acido 3,5,7-tricetoctandico ligado a
uma enzima) resultante da condensacéo de 1 mol de acetil SCoA
e 3 moles de malonilSCoA, por uma condensacdo do tipo
Claisen, da origem ao acetilfloroglucinol (metilfloroacetofeno-
na), que é precursor dos acidos Usnicos™.

A biossintese do &cido Usnico foi estudada por Taguchi et
al.® usando vérias espécies liquénicas e quatro precursores
marcados: [1-1C]-acetato, [2-4C]-malonato, [¥CHs-CO]-flo-
roacetofenona e [**CH3-CO]-metilfloroacetofenona (Fig. 4).

Quando [1-1*C]-acetato foi usado, o &cido Usnico incorpo-
rou radioatividade nas posi¢oes 2, 4, 7, 9, 11, 12, 15 e 17,
engquanto que ao usar [2-14C]-malonato os grupos metila das
posicBes 15 e 15’ ndo estavam marcados. Isto significa que o
grupo CO-CH; em cada unidade fendlica deriva do acetato.
Resultados coincidentes com esses foram encontrados por Fox
et al.”® para a sintese do &cido Usnico por Cladonia sylvatica
suplementada com!4 CO,, .

2 *CHz - COSCoA + 6 HOOC - *CH; - COSCoA

Acido usnico [1]

Figura 4. Biossintese do &cido Usnico [1] a partir de [1-1*C]acetato
e [2-1*C] malonato.

A utilizag8o alternativa de floroacetofenona ou metilfloroa-
cetofenona radioativas como precursores, resolveu outro ponto
importante no quadro biossintético dos acidos Usnicos. Quando
se empregava [1CH;-CO]-metilfloroacetofenona, o &cido tsnico
isolado apresentava-se marcado nos grupos CO-CH; das duas
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unidades fendlicas. Porém, quando o precursor era floroacetofe-
nona marcada na mesma posi¢ao, 0 &cido Usnico isolado néo era
radioativo em nenhum dos seus carbonos™ .

Entretanto, quando se administrava ao liquen floroacetofe-
nona e formiato, ambos radioativos, o &cido Ushico formado
apresentava radioatividade (Fig. 5). Esse fato indicou que a
formag@o do anel furénico entre as duas unidades fendlicas
requer a adicdo prévia de uma unidade de 1 Carbono, visto que
os fendis ndo substituidos ndo sdo substratos da reacdo enzi-
matica de ciclizagdo. Ambos os substituintes metila aparecem
marcados nos é&cidos Usnicos quando o liquen dispde de
formiato radioativo administrado de forma exégena (Fig. 5).
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H*COOH
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Figura 5. Reagéo biossintética de obtencéo &cido Usnico [1] a partir
de fluoroacetofenona e formiato radioativos.

A formagdo da ligagdo C - C ocorre de maneira idéntica
como na formag&o de outros dibenzofuranos, envolvendo pos-
sivelmente a formagéo de radicais livres. Uma reagdo subse-
guiente de desidratacdo conduz a formagdo da ligagdo éter do
anel furanico®. A reacdo é catalisada por fenol-oxidases ou
por peroxidases™,

Cromonas, xantonas, naftoquinonas, antronas
e antraquinonas

Compostos pertencentes a essas classes também ocorrem em
liquens, porém ndo sdo exclusivos desses organismos. Sdo com-
postos frequientemente idénticos a produtos biossintetizados por
fungos de vida livre ou por plantas superiores.

As rotas biossintéticas propostas envolvem a formacdo de um
policetideo intermediario resultante da condensagdo de 1 mol de
acetilSCoA com um numero variavel de moléculas de
malonil SCoA. Cromonas podem ser formadas pela condensagdo
de 1 mol de acetilSCoA com 4 ou com 8 moles de malonil SCoA,

resultando na rupicolina [50] e sifulina [51]*% %2
oH o o on
o, CrHis
|
Ol [ol 1 _Jo
Ho CHy wo” o7 “ oH
Gl
COOH
Rupicolina [50] Sifulina [51]

Xantonas e antronas sdo resultantes da condensacdo de 1
mol de AcetilSCoA com 6 e 7 moles de malonil SCoA, respec-
tivamente 43 44, 52,

As antronas sdo facilmente oxidadas as antraquinonas. As
antraquinonas e seus derivados sdo produtos do metabolismo
de fungos (Aspergillus e Penicillium sp.), liquens, basidiomi-
cetos e plantas superiores. Clivagens oxidativas do anel B de
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Emodina antrona [52] Emodina antraquinona [53]

antraquinonas produzem derlvados da benzofenona que séo
transformados em xantonas*. A dimerizaco de xantonas pro-
duzindo os &cidos secal 6nicos ocorre, provavel mente via fenol-
oxidases, ou por radicais derivados de peroxidases* (Fig. 6).

Hemaventosina [4], &cido quiodectdnico [54] e canariona
[55] sdo exemplos de naftoguinonas que ocorrem em liquens.
Hemaventosina [4] € um plgmento vermel ho presente nos apo-
técios de Haematomma ventosum?® 2. Acido quiodectdnico
[54] e canariona [55] foram isolados de Chlodecton sangumeum
(Sw.)Vain. e de Usnea canariensis, respectivamente’.

As antraquinonas sdo pigmentos amarelos, vermel hos ou de
cor laranja encontrados em liquens, particularmente nos géne-
ros Xanthoria e Caloplaca.

Atualmente, sdo conhecidas cerca de 40 antraquinonas iso-
ladas de liquens, embora algumas ocorram também em fungos
nao liquenizados'®.

A substéncia mais conhecida desse grupo € a parietina ou
fisciona [56], encontrada ndo s6 em liguens, mas também em
fungos e em plantas superiores.

CH ©O OH

ol —— ﬁ?ﬁﬁé

COCH

OH
Go0eHg

Acido secal6nico [57]

Figura 6. ReacBes envolvidas na biossintese de xantonas. A primeira
etapa mostra a formagao de xantonas por clivagem oxidativa do anel
B de antraquininas pela acdo de deidroxilases e a segunda etapa a
obtencao de &cido secaldnico por dimerizagdo de xantonas.
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Canariona [55]

Recentemente, Huneck et al.”? isolaram dos apotécios” de
Haematomma puniceum um pigmento vermelho que foi deno-
minado hematomona [58] e que se assemelha ao &cido
norsolorinico [59].
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Acido norsorolinico [59]
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Hematomona [58]

Sordidona [60], sifulina [51] e &cido leprérico [61] sdo as
cromonas conhecidas como componentes de algumas espécies
liquénicas. Sifulina apresenta dois derivados, oxisifulina [62] e
protosifulina [63], que foram isolados de Sphula ceralites™ 74,
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Oxisifulina [62] Protosifulina [63]

Em liquens ocorrem também alguns glicosideos. De
Rocellaria mollis (Hampe) Zahlbr., Schismatomma accedens
(Nyl.) Zahlbr. e Roccella galepagoensis Follm. foram isolados
os glicosideos rocelina [64], molina [65] e galapagina [66],
cuja aglicona é uma cromona’™.

() Apotécios sdo estruturas de reprodugdo de liquens em que o fungo
é um ascomiceto. Sdo frutificagGes abertas em forma de disco ou
taga®.

QUIMICA NOVA, 21(6) (1998)



Rocelina [64] R=H; R, R’ = Ac
Molina [65] R, R"=H; R = Ac
Galapagina [66] R=CH;; R'=H; R"'=Ac

As xantonas isoladas de liquens sdo derivadas da norlique-
xantona® [67]. Seis desses compostos variam somente em re-
lac8o ao grupo de O-metilagdo e a presenca de cloro no anel.
Entretanto, uma delas, a eritromona [68], isolada de Haema-
tomma erytromma, € o primeiro exemplo de xantona liquénica
O-acetilada’®.

Além da norliquexantona [67], as xantonas conhecidas, sdo
a turigiona [69], acido tiofanico [70], acido tiofaninico [71],
artotelina [72], liguexantona [3], 2,4-dicloronorliguexantona
[73], 2,7-dicloronorliquexantona [74] e outras.
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2,4-dicloronorliquexantona [ 73] 2,7-dicloronorliquexantona [74]

Derivados da via do mevalonato
Ester6is e terpenos

Esterois e terpenos ndo sdo téo freqiientes em liquens quan-
to em plantas superiores. Ergosterol, fitosterol e B-sitosterol
sdo exemplos de esterdis conhecidos por ocorrerem em algu-
mas espécies de liquens. Fungisterol foi isolado de Pseudoe-
vernia furfuraceae’”.

Outros compostos derivados do ciclopentanoperidrofenan-
treno também sdo conhecidos, incluindo divaricatinato de pe-
roxiergosterila [75] isolado de Haematomma ventosum’®,
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CH30

Divaricatinato de peroxiergosterila [75]

Triterpenos constituem o maior nimero de compostos entre
os terpenos isolados de liquens. Nesta classe de compostos
estdo incluidos zeorina [76], 0 mais conhecido triterpeno isola-
do de liquens, leucotilina [77], que difere da zeorina pela pre-
senca de uma hidroxila com configuragcdo 3 na posicdo 16 e
diversos compostos derivados desses por hidroxilag&o, acetoxi-
lacdo e oxidagdo do grupo metila’s.

Zeorina[ 76]

Leucotilina [77]

Compostos como éacido ursolico, taraxeno e friedelina ocor-
rem também em liquens’.

Embora n&o tenham sido relatados estudos da biossintese
desses compostos em liquens, considera-se que esse processo
segue 0 modelo estabelecido, envolvendo a formagéo de &cido
mevalénico a partir de 3 moléculas de acetil SCoA que é ativa-
do pela agdo de ATP em &cido meval6nico pirofosfato, e por
descarboxilac8o e desidratagdo transforma-se em pirofosfato de
isopentenila, precursor biossintético dos compostos derivados
do isopreno*3 53

A condensag&o entre unidades de pirofosfato de isopentenila
(isopreno) conduz a formagdo de monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenos, triterpenos e outros*3: 4453,

Até o momento, foram isolados de liquens aproximadamen-
te 70 compostos derivados da via do acido mevaldnico, inclu-
indo diterpenos, sesquiterpenos e triterpenos. Além desses, sdo
conhecidos também 41 esterdis®.

Via do acido chiquimico
Derivados do &cido pulvinico

Os derivados do acido pulvinico sdo pigmentos amarelos ou
de cor laranja. Nesse grupo estdo incluidos compostos como
calicina [78], epanorina [79], &cido leprapinico [80], &cido
vulpinico [6] e outros.

Calicina [78]

Epanorina [79]
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Acido leprapinico [80]

Acido vulpinico [6]

Dos compostos obtidos de liquens, somente dois pertencem
a classe classe das terfenilquinonas e 12 sdo derivados do &ci-
do pulvinico. Sdo compostos biossintetizados pela via do &cido
chiquimico. Seus intermediarios geram fenilpropandides, que
se condensam, dando origem a compostos como os acidos
polipérico [81] e teleférico [82] ou os derivados do acido
pulvinico calicina [78], epanorina[79], acido leprapinico [80],
acido vulpinico [6] e outros™ .

Acido poliporico [81] Acido teleférico [82]

Os derivados do é&cido pulvinico sdo pigmentos amarelos
encontrados em alguns liquens, como em Letraria vulpina,
Rhizocarpum geographicum e Bryoria fremontii. As terfenil-
guinonas sdo pigmentos de cor vermelha e parpura e, até o
momento, foram isolados somente de liquens da familia
Peltigerales®.

Taxonomia e Quimiotaxonomia

Liquens sdo identificados aos niveis de géneros e espécies
por vérias combinagdes de caracteres morfoldgicos dos apoté-
cios e talos.

Dados relativos apenas a anadlise morfoldgica muitas vezes
ndo elucidam a identificagdo de um dado espécime, mas alia-
dos as informagdes obtidas sobre a provavel composi¢édo qui-
mica do espécime em estudo, podem conduzir a uma identifi-
cacdo mais segura.

A andlise quimica, para fins de taxonomia, € realizada uti-
lizando reagdes de coloragdo no talo, microcristalizagdo, andli-
se cromatogréfica, andlise por fluorescéncia e andlise por es-
pectrometria de massas. Dependendo da natureza do material
em estudo, pode-se obter informag8es pelo uso de apenas uma
das técnicas, ou se necessario, pelo conjunto delas. As reagdes
de coloragdo no talo séo as mais utilizadas pelos liquenol ogistas
e podem, em geral, fornecer informagdes suficientes, que so-
madas aquelas de andlise morfoldgica, conduzem a identifica-
¢ao de uma dada espécie.

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

A elucidacé@o estrutural de compostos liquénicos resulta
principal mente da combinacdo de métodos quimicos cléssicos
e de técnicas espectroscépicas modernas. Entretanto, um gran-
de nimero de informagdes disponiveis sobre a ocorréncia de
substancias liquénicas é baseado em métodos microgquimicos
de andlise®.
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- ReacBes de Coloracéo

Reagentes como hidroxido de potéssio e hipoclorito de cal-
cio, sdo usados para caracterizagdo de varias substancias
liquénicas. O uso desses reagentes em taxonomia de liquens
foi iniciado em 1886, por Nylander®’. As reaces sdo conduzi-
das aplicando a soluc¢éo do reagente com um capilar a um frag-
mento do talo liquénico, e a variacéo de cor € melhor observa-
da em microscépio estereoscopico. As coloragBes observadas
dependem da natureza das substéncias presentes.

O hidréxido de potéssio promove a hidrélise da ligagéo éster
de depsideos e de depsidonas, dando formagdo a compostos
cujas coloragGes variam de amarelo a vermelho intenso. Além
de depsideos e depsidonas, pigmentos quinoidais presentes no
liguen podem apresentar reagdo positiva, enquanto que deriva-
dos do é&cido pulvinico, xantonas e &cido Usnico ndo reagem.

A reagdo com hipoclorito de célcio € positiva com compostos
gue apresentam configuracdo meta-diidroxi. A agéo de oxidantes
moderados sobre compostos meta-diidroxi promove a formac&o
de derivados quinoidais. A cor apresentada pelas quinonas, la-
ranja e vermelho vivo, é provavelmente modificada pela presen-
¢a de outros grupamentos ligados ao anel aromético, como no
3,5-diclorolecanorato de metila e outras substancias que apre-
sentam reacdes positivas com hipoclorito de calcio™.

Depsideos derivados do orcinol d&o aparecimento a colora-
¢do vermelha intensa pela ag@o de hipoclorito. Esse procedi-
mento permite separar os depsideos em dois grupos, um deles
constituido por derivados metaidroxilados, que reagem positi-
vamente com hipoclorito, e outro, constituido por derivados
meta-substituidos metoxilados, que em sua maior parte déo
reacdo negativa'.

As depsidonas ndo apresentam reagdo com hipoclorito de
cacio. No entanto, esses compostos podem apresentar reacéo
positiva com esse reagente se forem tratados inicialmente com
KOH. A reagdo combinada desses reagentes sobre depsidonas
pode dar aparecimento a coloragdo vermel haf?,

Além desses, podem ser utilizados outros reagentes para
deteccdo de outros grupos funcionais, como por exemplo gru-
pamento aldeido. Solugbes de benzidina, p-fenilenodiamina,
anilina, o-toluidina e outras podem ser utilizadas para deteccéo
de grupo aldeido. A reacdo ocorre pela formacdo de bases de
Schiff de coloragdo amarela, laranja ou vermelha.

As reacGes em que se utilizam hidréxido de potassio,
hipoclorito de célcio e p-fenilenodiamina, sdo empregadas
amplamente pelos liquendlogos em trabalhos de taxonomia.
Entretanto, ndo sdo reagdes especificas no sentido de permitir
a identificagdo precisa dos componentes presentes no liquen.
Isto porque diferentes substancias podem apresentar os mes-
mOs grupamentos quimicos, que ao reagirem produzem a mes-
ma variagdo de cor, ndo sendo possivel distingui-las quando se
encontram em mistura. Além disso, muitos &cidos liquénicos
ndo produzem qualquer variacdo de cor pela acdo desses
reagentes, requerendo, portanto, a utilizacéo de outras técnicas
de deteccéo dessas substancias.

Outros reagentes também sdo usados, como por exemplo,
solugdo de Cloramina T e de Cloreto de Titanio para deteccdo
de é&cido Usnico e reagente de Dimroth para xantonas™,

- Microcristalizacéo

A técnica de microcristalizagdo é utilizada em taxonomia de
liquens para a identificagdo de varias classes de compostos
provenientes do metabolismo secundario de liquens. Esses com-
postos em condi¢des adequadas de cristalizagdo apresentam
formas cristalinas caracteristicas que observadas ao microsco-
pio permitem a identificacdo quando comparadas a padr8es ou
a dados da literatura®®,

Um pequeno fragmento do liquen é extraido com um sol-
vente organico (cloroférmio ou acetona ou sequencialmente
cloroférmio e acetona). O extrato obtido é colocado sobre uma
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lamina de microscopio de maneira a formar uma mancha con-
tendo o residuo apds evaporacdo do solvente. Sobre esse resi-
duo se coloca uma gota da solugdo para cristalizagcdo e a mis-
tura é coberta com uma laminula. Algumas misturas sédo
aguecidas mais intensamente e outras levemente. Solugdes para
cristalizacdo contendo derlvados nitrogenados exigem pouco
ou nenhum agueci mento®

Dependendo da substanua, aformagéo de estruturas cristalinas
pode ocorrer imediatamente, ap6s alguns minutos, ou apds agu-
mas horas. Em alguns casos as formas cristalinas podem ser me-
Ihor observadas apds 24 horas. As formas cristalinas sdo visuali-
zadas em microscopio e a identificagdo dos compostos € feita por
comparacdo com substancia padréo tratada nas mesmas condl(;,oes
e por comparacio com fotos mostradas na literatura®™

Asahina, em 1936, desenvolveu essa técnica para |dentifica-
¢do de é&cidos liquénicos. O método foi gradativamente aper-
feicoado e continua sendo utilizado pelos liquendlogos em tra-
balhos de taxonomia®.

As solugBes usadas para cristalizagdo podem conter com-
postos nitrogenados como o-toluidina, quinolina, anilina,
piridina e outras. A formagdo de estruturas cristalinas pelo uso
dessas solucbes depende da formagdo de sais e, no caso da
presenca de grupos aldeido no éacido liguénico, pode ocorrer
formacdo de base de Schiff. As solugdes que ndo contém com-
postos nitrogenados na composi¢do, ndo promovem qualquer
reacdo, sendo apenas meios de cristalizagio®™ 86,

Além das solucBes mencionadas, 0 uso de certos reagentes
inorganicos, tais como solugdes de hidroxido de bério, carbo-
nato de potassio e hidroxido de potassio, podem conduzir a
identificacdo de acidos liquénicos pela observagéo dos cristais
dos sais formados?*> 8 - 86,

Pelo uso da técnica de microcristalizag8o é possivel identificar
um grande nimero de é&cidos liquénicos das séries dos depsideos,
depsidonas e dibenzofuranos, xantonas, antraguinonas, acidos
alifaticos (a&cidos caperatico [13], protoliquesterinico [22],
rangiformico [15] rocélico [14] e outros) e terpenos ( friedelina,
leucatilina [77], &cido ursdlico, zeorina [76] e outros), ue tam-
bém formam estruturas cristalinas nas condicdes citadas®®.

- Cromatografia

A cromatografia é uma das técnicas mais utilizadas na iden-
tificagdo de wbstanmas Ilquenlcas

Wachtmeister®” e Mitsuno® foram os primeiros a utilizar a
cromatografia em papel para a detecgdo e identificagdo de
substéncias liquénicas. Entretanto, a cromatografia em cama-
da fina tem sido mais extensivamente usada ndo s6 pela
aplicabilidade geral, como também por ser uma técnica sensi-
vel, répida e simples.

Numerosos trabalhos foram publicados sobre a separagao
de substancias liquénicas por cromatografia em camada fina®
92 Tabulagdes de dados e referenuas s8o encontrados nos tra-
bal hos de Huneck® e Santesson®*

A cromatografia de extratos Ilquénicos utilizando placas
de cromatografia em camada delgada de alta performance tem
permitido detectar com mais precisdo um nimero de compos-
tos goresentes nos extratos devido a maior resolugcdo do méto-

O emprego da cromatografla gasosa para analise de mis-
turas de substancias liquénicas é de uso limitado devido a
baixa volatilidade e labilidade térmica da maioria dos com-
postos conhecidos.

A cromatografia liquida de alta resolugdo (clae) para anali-
se de extratos liquénicos foi empregada pela primeira por vez
por Culberson®®

Estudos sobre a composicéao e proporcdo de &cidos liquénicos
em espécies do género Cladonia empregando clae tém sido re-
alizados por Huovinen et al %1% Feige et al 1* analisaram por
clae 331 compostos obtidos de I|quens e Yoshimura et al.'®
utilizaram a técnica de andlise por clae com detector de arranjo
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de fotodiodos. Yoshimura et al.'® tabelaram dados relativos a
80 diferentes compostos liquénicos e determinaram a composi-
¢do de extratos de 15 espécies de liquens.

A identificagdo de liquens aos niveis de géneros e espécies
tem sido conduzida pela andlise morfolégica, reagdes de colo-
racdo no talo, cromatografia, microcristalizacdo e em aguns
casos andlise por espectrometria de massas de micro-extratos.
Mais recentemente, tem sido sugerida a utilizagdo de dados
espectrais de RMN °C de heteropolissacarideos para identifi-
cacdo de liquens!®1%,

Importancia dos compostos liquénicos

O interesse na quimica de polissacarideos de liquens esta na
possibilidade de sua atividade antitumoral. Esses estudos tive-
ram inicio no final da década de 60'°%!3 Recentemente,
Hirabayashi et all!* relataram a atividade inibitéria de um
polissacarideo sulfatado, GE-3-S, contra a replicagdo de HIV
in vitro.

Varios acidos liquénicos tém sido estudados do ponto de vis-
ta farmacol6gico. A acdo antibidtica de extratos liquénicos tem
sido investigada ha algumas décadas. Burkholder et al.115116
publicaram os primeiros estudos qualitativos das propriedades
antibiéticas dos liquens. Foram testadas 100 espécies liquénicas
em relacdo a Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis; 52% das
espécies inibiram o crescimento de um, de outro, ou de ambos
microorganismos. Os compostos liquénicos exercem sua agdo
antibidtica preferencialmente sobre bactérias gram-positivast’.

A atividade antibi6tica esta relacionada a presenca de deriva-
dos fendlicos nos extratos liquénicos. Os mecanismos da acdo
antibidtica de éacidos liquénicos, mais precisamente do acido
Usnico [1] e seus derivados, sugerem que esses compostos mo-
dificam a estrutura das proteinas. Essas modificagGes resultam
em alteragcdes de certas capacidades metabdlicas das células
infectantes (permeabilidade de parede, permeabilidade de mem-
brana, atividade enzimética, etc.), causando-lhes, as vezes, alte-
racGes irreversiveis e até mesmo conduzindo a morte celular 5.

Tentativas de relacionar estrutura quimica e atividade anti-
bidtica tém sido realizadas desde 1948. Shibata et al.!8 estu-
daram os efeitos de substituicdes nos anéis A e B do é&cido
Usnico [1] na agdo antibidtica destes. Verificaram que esterifi-
cando as duas hidroxilas livres do primeiro anel com é&cido
acético a atividade do acido Usnico se reduz em 50% sobre
Mycobacterium tuberculosis avium. A hidrogenacdo da dupla
ligagdo, convertendo o &cido Usnico em diidrodsnico, reduz a
1/4 sua capacidade antibidtica. Essas observagdes indicam que
as duas hidroxilas livres (C-8 e C-10) no primeiro anel, sdo
fundamentais como suporte da atividade antibiética dos acidos
Usnicos. Tal conclusdo é reafirmada pelo fato de que o &cido
usnadico, resultante da oxidagéo da hidroxila em C-10, em fun-
¢do cetona, tem uma atividade 1/6 menor que a do &acido Usnico.
O grau de oxidagdo do segundo anel é também importante na
atividade antibiotica.

O écido (-)-usnico [1b] interfere nos processos de fosforila-
¢do oxidativa e, provavelmente, intervém de algum modo na
estrutura das paredes bacterianas. Sabe-se, também que esse
acido atua sobre o metabolismo do DNA em células animais
inibindo a fusdo nuclear!®®

O é&cido S-)-usnico [1b] atua também como agente
antitumor?® 12! Os 4cidos Usnicos apresentam também ativi-
dade antiistaminica, espasmolitica e antiviral. Sdo usados em
cremes antn&septlcos encontrados No comércio europeu como
“Usno”?! “Evosin”'?%, Usno é o derivado hidréxido de
ben2|I|d|met|I -(2-[2[9p- 1,1,3,3) tetrametilbutilfenoxietoxi]
etilamonio. Esse produto apresenta bons resultados para com-
bater doencas da pele e em usos veterinérios no tratamento de
mastite em vacas. Na Alemanha s8o encontrados os produtos
Evosin | e Evosin Il. O primeiro contém &cidos Usnico e
evérnico e o segundo &cidos Usnico, fisddico e fisodalico?>
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Dibenzofuranos estruturalmente relacionados aos &cidos Us-
nicos também possuem atividade antibiética frente a uma ampla
gama de bactérias. O &cido didimico [56] mostra atividade quan-
do na presenca de Staphylococcus aureus e M. tuberculosis.

Cain'®*'?% estudou a acdo do acido polipdrico [81] e seus
derivados como agentes antitumoral, e Hirayama et al.’*’ tes-
taram extratos de liquens, &cidos liquénicos e seus produtos de
degradacéo quanto a atividade antitumoral frente aos carcino-
mas ascite e de Erlich. Verificaram que os écidos nefrosterinico
[21] e protoliquesterinico [22] foram efetivos contra o carcino-
ma de Erlich. Essas substancias sdo exemplos de lactonas
metilénicas, um grupo de compostos com muitos outros repre-
sentantes que exibem atividade antitumoral, como é o caso de
vernolepina e elefantopina, que séo lactonas sesquiterpénicas’.

Acido vulpinico [6], acidos secaldnicos e seus derivados
sdo metabdlitos altamente téxicos. O &cido vulpinico é o prin-
cipio téxico de Letharia vulpina e foi usado tradicionalmente
no norte da Europa como veneno para lobos. E um metabdlito
ndo somente venenoso para carnivoros, mas também para in-
setos e moluscos. Entretanto, ndo causa 0 mesmo efeito em
coelhos e ratos®,

O é&cido secaldnico D, um metabdlito teratogénico, € inibidor
da proteina quinase C e proteina quinase dependente de AMP
ciclico. Inibidores dessas proteinas podem interferir no desen-
volvimento normal?8,

Harada et al.1?° observaram que o &cido secalonico A causa
peritonite em ratos, e verificaram que o aumento da permeabi-
lidade vascular na cavidade abdominal dos mesmos € compa-
ravel aguela causada pelo &cido acético, porém difere quanto
ao tempo de duragédo do processo inflamatorio .

Wennersten'® estudou o comportamento de 13 diferentes
substancias liquénicas quanto as suas capacidades de induzir
|esbes foto-oxidativas de membranas, confirmando que os com-
postos liquénicos investigados tém capacidade de induzir
fotossensibilizagdo. Atranorina [2] e &cido estitico [45] sdo ca-
pazes de fotossensibilizar a pele humana, sendo, portanto,
alergenos de contacto™ %

Hidalgo et al.'® investigaram a atividade antioxidante de
atranorina [2], acido divaricatico [32], panarina [83] e 1'-
cloropanarina [84], empregando como modelo a auto-oxidagdo
de homogenato de cérebro de rato e B-caroteno em uma sus-
pensdo de éacido linolénico. Dos compostos testados, o 1'-
cloropanarina [84] foi o mais ativo, seguido da panarina [83].
Atranorina [2] e é&cido divaricéatico [32] foram menos ativos
em relagdo aos dois primeiros.

CHO

Panarina [83] R = H
1'- Cloropanarina [84] R = Cl

Essas observagdes sdo de interesse, considerando que as
substancias liquénicas (&cidos liquénicos) estdo geralmente
presentes nos liquens em concentracdes relativamente altas e,
devido a atividade antioxidante, é provavel que contribuam as
defesas antioxidantes desses organismostt,

Shibamoto et al.* testaram os &cidos tsnico[1] e fisodélico
[85] quanto & mutagenicidade no teste de Ames: o Ultimo exi-
biu mutagenicidade dependente da dose.

Os acidos Usnico [1] e difractéico [25] apresentam também
atividade analgésica e antipirética quando testados em ratost33,
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Acido fisodalico [85]

Um dos importantes usos de liquens, hoje, é na indUstria de
perfumes. Duas espécies: Evernia prunastri e Pseudevernia
furfuraceae sdo colhidas no sul da Franga, Marrocos e lugoslévia,
em grandes quantidades, na faixa de 8.000 a 10.000 toneladas/
ano. O liguen é misturado com a casca das arvores, subseqliente-
mente extraido com um solvente organico e tratado com etanol. O
concentrado dessa solugdo contém uma mistura de 6leos essenci-
ais e derivados de depsideos (produtos de degradagdo). O extrato
final com seu odor caracteristico de musgo € usado como fixador
de alguns perfumes. A maior parte € constituida de borneol, cineal,
geraniol, citronelol, derivados da canfora, naftaleno, orcinol,
ésteres do orselinato e seus homologos’.

Os é&cidos liguénicos freqlientemente contém grupos polares
tais como OH, COOH, e CHO que favorecem a complexagdo
de cétions™*. A complexacdo de metais por &cidos liquénicos
tem significado importante em processos de desgaste de mine-
rais e rochas que atuam como substrato de liquens. Devido a
isso os liquens podem extrair de seus substratos de crescimen-
to 0s minerais que sd0 necessarios ao seu metabolismo. Os
cations inorganicos podem ser provenientes ndo somente de
substratos de crescimento, mas, também, da contribuicdo at-
mosférica e de precipitagdes. Essas trés fontes de elementos
sdo de importancia e variam entre sitios, entre espécies de
liquens e entre elementos. Entretanto, a maior parte dos
oligoelementos sdo necessarios em concentragdes cataliticas,
como cofatores de enzimas ou como integrantes de metalopro-
teinas ou de cromoforos. A excessiva concentragdo de ions
pode ser prejudicial ao liquen, conduzindo em alguns casos a
diminuic&o do tamanho do talo e, em outros, a malformagdes™.

Devido a capacidade dos liquens em acumular minerais em
niveis superiores as suas necessidades, ao fato de que muitas es-
pécies tém larga distribuicdo geografica, e a constatacéo de que a
morfologia ndo varia de maneira marcante ao longo das estaces,
esses organismos s&o usados como bioindicadores de poluicao™>
136, Foi sugerido, também, que as propriedades antimicrobianas
apresentadas pelos acidos liguénicos envolvem um mecanismo de
complexagdo de metais, face a forte correlagdo que existe entre
propriedades antibacterianas e a capacidade de complexagéo de
metais em compostos organicos sintéticos™’.

Uma outra hip6tese considera que os acidos liquénicos, a
semel hanga de taninos e flavonoides, nas fanerégamas se com-
portam como agentes inativantes de enzimas com fungdes
metabdlicas primérias nos organismos invasores™.

Estudos relacionados & atividade da urease, enzima de ori-
gem estritamente vegetal, difundida tanto em bactérias, algas e
fungos, como em fanerégamas, indicam que os acidos liquéni-
cos blogueiam grupos SH na proteina e promovem inibicdo
impedindo a formagdo do complexo enzima-substrato. Além
disso, polimerizam a proteina, sendo que a solubilidade do
polimero formado decresce inversamente ao peso molecular.
Isto significa que existem ao menos duas classes de sitios
ligantes de fendis na molécula da urease®.

A enzimologia de liquens foi pioneira na biotecnol OB%ia de
enzimas e células imobilizadas. Mosbach & Mosbach*® des-
creveram uma técnica simples de fixag8o de enzimas e células
de liquens usando matriz de poliacrilamida. Verificaram que a
enzima éacido orselinico descarboxilase produzia orcinol sem
qualquer perda significante de atividade, ap6s 14 dias a 20°C.
Quando células de liquens eram fixadas na matriz do gel, elas
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retinham parte de sua atividade descarboxilase apds 3 meses a
20°C. Com esse método € possivel fixar enzimas de uma dada
seqliéncia biossintética e isolar intermediarios em grandes quan-
tidades. Esse processo € importante para a producdo de subs-
tancias de interesse quimico e bioquimico™®. Estudos relacio-
nados a imobilizagdo de células de liquens e enzimas para
bioproducdo de metabdlitos vém sendo realizados por Vicente
et al.*%1% e pereira et al 141 142,

A bioproducdo de metabodlitos de liquens tem sido desen-
volvida, também, através de cultura de células de liquens ou
de células do micobionte!*® - 14,

Muitos compostos liquénicos apresentam potencial alelopa-
tico, ou seja, podem agir como moléculas mensageiras, afetan-
do ndo somente liquens, mas outras espécies. Nesse sentido,
tem-se observado a inibicdo do crescimento de micorrizasi),
inibicdo do desenvolvimento de outros liquens e musgos vizi-
nhos que seriam os competidores. Embora existam demonstra-
¢Oes experimentais da poténcia de varios compostos liquéni-
cos, as interacOes alelopaticas em ecossistemas ndo séo ainda
bem compreendidas!*® 147,

Substancias ciclicas com grupos -OH livres séo geralmente
toxicas para 0s seres vivos* e as substancias liquénicas (4cidos
liquénicos) estdo incluidas nesse grupos.
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