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RESUMO

Um dos maiores desafios no que tange a saude publica em aspecto global é a crise
antibidtica, pois existe uma vasta literatura cientifica acerca de tal problemdtica onde
autoridades no assunto afirmam ser uma questdo de urgéncia, caso contrario o cendrio
futuro ndo é otimista e promissor para a humanidade neste sentido. Ciente deste obstaculo,
pesquisadores de diversas dreas investir e pesquisar nesta problematica, onde muitos
trabalhos realizados demonstram a existéncia de organismos que possuem alguma
propriedade antimicrobiana contra patégenos de interesse médico, e dentre tais organismos,
os liqguens sdo um grupo alvo de estudos atrelados a tal questdo. Ja existem pesquisas
demonstrando a propriedade antimicrobiana que esses seres apresentam.. Sendo assim, o
presente trabalho buscou investigar o potencial antimicrobiano de extratos de liquens
oriundos do Parque da Cidade Dona Sarah Kubitschek contra trés bactérias patogénicas,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis. Foram desenhadas duas
metodologias para a execucdo dos experimentos (nomeadas como M1 e M2), as duas
orbitam ao redor de um ponto central: a aplicagao dos extratos contra colénias das bactérias
supracitadas sobre discos de difusdo. A semeadura dos indculos bacterianos foi feita em em
placas de petri com meio de cultura Mueller-Hinton. Foi possivel observar a formagdo de
halos, indicando sensibilidade das bactérias contra o extrato. Das 17 amostras coletadas, trés
apresentaram resultados interessantes, sendo elas as amostras LC11, LC12 e LC17, contra
S.aureus, E.coli e E.faecalis respectivamente. Interessante destacar que todas as amostras
coletadas possuiam uma morfologia foliosa. Das trés amostras de interesse, LC11 foi
submetida a metodologia M1 e LC12 e LC17 a M2, dentre elas, o halo mais marcante e
notdrio foi o do extrato obtido de LC11 contra S.aureus. A partir dos resultados obtidos ao
longo deste trabalho, o Parque da Cidade Dona Sarah Kubitschek pode ser considerado um
local portador de uma comunidade liquénica de interesse para futuros estudos com enfoque
na problematica envolvendo a crise antibidtica.

Palavras-chave: liquens; extratos; bactérias patogénicas; antimicrobianos
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1. INTRODUCAO

Liguens sao organismos intrigantes e fascinantes, muitas vezes confundidos como
sendo apenas fungos, entretanto esse é um grande equivoco. Esses seres podem ser
definidos como um complexo simbidtico entre fungos (chamados de micobionte),
cianobactérias e/ou algas verdes ambas chamadas de fotobionte (Kranner; Beckett; Varma,
2002), sdo conhecidas mais de 13 mil espécies de liquens, embora estima-se que existam
bem mais (Evert; Eichhorn, 2014). Para alguns autores, a denominacdo de relacdo simbidtica
é errbnea em certos casos, alguns a enxergam como uma espécie de “parasitismo
controlado” onde os fotobiontes sofrem uma pressao fisioldgica e de desenvolvimento por
parte dos micobiontes (Richardson, 1999).

Esses organismos desenvolvem-se em diversos tipos de substratos, que vao desde
rochas; troncos mortos; solo; folhas; galhos de arvores (onde atuam como epifiticos) e etc,
eles se apresentam em trés morfologias principais: crostosos, fruticosos e foliosos (Nayaka,
2014). Quando observamos a questdo da obtencdo e manutencao da dieta desses individuos,
nota-se uma relacdo onde o micobionte se beneficia da atividade fotossintética do
fotobionte, em que podemos fazer uma analogia de “domesticacdo”, entretanto, existem sim
alguns géneros de algas como Trentepohlia, Phycopeltis e Cephaleuros onde esse processo é
diferente e as algas podem ocorrer em vida livre ou liquenizadas (Sanders, 2001).

Uma questdo importante quando tratamos em especial da sistematica de liquens
(como ja dito, sdo mais de 13 mil espécies conhecidas), é de que sua identificacdo é feita na
maioria das vezes analisando o micobionte, a vasta maioria desses organismos pertence ao
filo Ascomycota (Nash, 2008). A aplicabilidade e estudos de liquens é algo diverso que vai
desde o biomonitoramento da qualidade do ar (Koch et al., 2018; Paoli et al., 2019; Santos;
Vitorino; Cruvinel, 2022), tingimento (Kaushik; Giri, 2020), até o uso de seus compostos
como agentes antimicrobianos (Burkholder, 1944), e esse ultimo tdpico é o responsavel por
guiar este projeto. Desde o descobrimento da penicilina como uma ferramenta antibidtica, a
humanidade progrediu grandemente no combate aos diversos tipos de microrganismos que
afligem nossa saude e bem estar, produzimos diversos antibioticos em larga escala ao longo
do tempo. Entretanto, os microrganismos também mudaram, se tornaram mais resistentes a
esses medicamentos, e vem se transformando numa questdao importante de saude publica

mundial (Wang et al., 2018).
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A resisténcia antimicrobiana é reconhecida como uma ameaca publica com urgéncia
cada vez maior (Nieuwlaat et al., 2020). Trata-se de um problema mundial que ocorre
guando as bactérias ndo reagem ao tratamento antimicrobiano. Estima-se que até o ano de
2050, 10 milhdes de mortes ocorram em func¢do disso, e uma perda econémica de cerca de
US $100 bilhdes.

Dentre os diversos microrganismos conhecidos pela humanidade, este trabalho teve
foco em 3 deles, os quais ja sdo bem estudados e conhecidos além de serem de interesse
médico, sao eles: Escherichia coli, Staphylococcus.aureus e Enterococcus faecalis. A E.coli é um
microrganismo amplamente conhecido e desempenha um papel importante em nossas vidas,
ela é normalmente encontrada em nosso trato gastrointestinal e desempenha uma relacao
ecoldgica de carater simbidtico conosco, entretanto, também pode ser considerada um
organismo oportunista uma vez que pode vir a colonizar locais diferentes em nosso organismo
(Price et al., 2017). Essas E.coli que atuam como patégenos sdao conhecidas também como
extraintestinais, e comumente sdo responsdveis por causar infeccdes do trato urinario
(Johnson; Russo, 2002), meningites em neonatais, pneumonia, dentre outras doencgas (Smith;
Fratamico; Gunther, 2007).

Do mesmo modo, S.aureus também é um microrganismo de grande importancia
médica e de elevada viruléncia, ela é responsavel por ocasionar infec¢cdes na pele, abscessos,
além de também de atuar como uma agente causal da pneumonia, atualmente S.aureus é um
organismo muito estudado em quesitos acerca de seus mecanismos de atuagao contra o
sistema imune, processos infecciosos, genética dentre outros (Cheung; Bae; Otto, 2021).
E.faecalis também é uma bactéria oportunista que é responsavel por desencadear, assim
como E.coli, infec¢Ges do trato urinario (ITUs), meningites e outras patologias (John; Carvalho,
2011), uma questdo interessante acerca de E.faecalis é a sua resisténcia antibidtica adquirida
através de biofilmes por meio de conjugacdo com outros microrganismos e ao longo dos anos
essa bactéria vem ganhando uma notdria resisténcia antibidtica (Dale et al., 2015).

E estando ciente da biologia, viruléncia, ampla resisténcia antibidtica e da fisiologia
dos referidos microrganismos, que a investigacdo de métodos para seu combate é de extrema
necessidade, quanto mais esforcos e pesquisas visando o combate desses patdgenos, maior
serd a possibilidade de um futuro mais seguro, promissor e consequentemente uma melhora
nos tratamento terapéuticos. Por esta razdo, a presente pesquisa visa colaborar identificando

possiveis compostos e métodos que resultem em achados com efeito inibitério, extraidos de
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diferentes liquens.

OBJETIVOS

Este projeto teve como objetivo analisar o potencial antimicrobiano de extratos de
liguens coletados no Parque da Cidade Dona Sarah Kubitschek contra culturas especificas de
microrganismos patogénicos de interesse médico, com o intuito de colaborar para o

conhecimento cientifico dentro do combate a crise antibidtica que enfrentamos.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Resisténcia Antimicrobiana (RAM)

A epidemiologia pode ser compreendida como o campo da ciéncia que estuda os
eventos relacionados a saude coletiva que acontecem dentro das popula¢gdes humanas, e
visa aplicar essa gama de conhecimentos com o intuito de controlar e lidar com problemas
de saude, que podem ir de escalas como surtos ou até mesmo pandemias (Dicker et al.,
2012). Quando falamos de epidemiologia e doencas infecciosas, um evento histdrico
inevitavel de ser abordado é a gripe espanhola de 1918, esse episddio tragico da nossa
histéria marcou a humanidade tirando milhares de vidas, e tudo isso devido um patégeno,
mais especificamente o virus influenza (Goulart, 2005). Tal ocorrido pandémico é um
exemplo da importancia que a epidemiologia tem em nossas vidas, e ndo apenas olhando
para o passado podemos ver essa importancia, recentemente a pandemia ocasionada pelo
coronavirus é um perfeito exemplo disso.

O fator comum entre os dois eventos citados é que ambos sdo consequéncias das
chamadas doencas infecciosas, a pandemia de coronavirus em especial é oriunda, mais
especificamente, do grupo de doencas denominados SARS (sigla para sindrome respiratéria
aguda) a qual apresenta origem zoondtica (Hu et al., 2021). As patologias de origem
zoonodtica (ou seja, que advém de animais do meio selvagem) representam uma grande
porcentagem das doencas infecciosas emergentes desde a década de 1940, e sdo um grande
alvo de interesse e vigilancia em questdes de saude publica global (Morse et al., 2012).

Ha mais de 20 anos, Fauci (2001) ja abordava a questdo das doencas infecciosas no
novo século que se iniciava, em seu trabalho um tépico importante que o autor aborda é da

resisténcia antimicrobiana, como tal questdo teria um impacto grande na sociedade e nao
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apenas isso, mas como deveriamos lidar e sua importancia em escala mundial. E bem,
podemos notar que o autor ndo errou, mais de 2 décadas depois e infelizmente, hoje
vivemos uma intensa crise mundial de resisténcia antimicrobiana de organismos contra
diversas drogas e a tendéncia é que o cenario possa piorar (Windels et al., 2019). De acordo
com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a resisténcia antimicrobiana decorre de uma
dificuldade que compostos/agentes antimicrobianos apresentam em lidar com
microrganismos como bactérias, fungos dentre outros (WHO, 2022).

A resisténcia contra antimicrobianos como beta-lactamicos, penicilinas,
cefalosporinas, cefamicinas é um dos grandes problemas de saude publica envolvendo
especialmente, bactérias, essas em especifico sdo chamadas de ultra resistentes ou
superbactérias (Ventola, 2015; Jacome; Zubiate, 2019; Ribeiro; Santos; Sousa, 2022). Vale
ressaltar que alguns fungos também se enquadram nesse topico de “super microrganismos”,
gue tém resisténcia antimicrobiana e sdo de elevado interesse médico, como Cryptococcus
neoformans, Candida auris, Candida albicans dentre outros recentemente listados como
fungos patogénicos de interesse médico pela OMS (WHO ANTIMICROBIAL RESISTANCE
DIVISION, 2022; Anderson, 2023).

2.2 Antibidticos e microrganismos

Alexander Fleming (1881 — 1955) foi um cientista muito importante que mudou para
sempre o rumo da humanidade, em 1928 o pesquisador escocés notou a capacidade
antimicrobiana do fungo do género penicillium ao observar um halo de resisténcia em uma
placa de cultura bacteriana. E foi gracas a essa descoberta que a medicina, remédios e
tratamentos médicos nunca mais foram os mesmos, a humanidade acabava de dar um
grande passo rumo ao progresso, iniciou-se entdo a era dos antibidticos que até a atualidade
sdao amplamente utilizados por nds (Bennet; Chung, 2001).

Entretanto, apesar da producdo de antibidticos ter aumentado ao longo dos anos, um
problema sério também veio se consolidando, a resisténcia dos microrganismos em relacdo a
esses medicamentos, é o que os cientistas chamam de resisténcia antibidtica (Talebi et al.,
2019). Um dos fatores determinantes para o processo de aumento desenfreado de um perfil
de resisténcia antibidtica, que muitos microrganismos adquiriram e vém adquirindo contra
diversos medicamentos, é justamente o uso indevido e indiscriminado desses farmacos

(Moreira et al., 2019). Tal questdo veio se tornando um problema global e que em alguns
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anos pode vir a ser algo perigoso para nossa sociedade, estima-se que até 2050 a
mortalidade relacionada a microrganismos seja algo alarmante, isso € um tépico que as
préprias entidades como os Centros de Controle e Prevencdo de Doencgas (CDC) e a OMS ja

reconhecem e informam que medidas devem ser tomadas (Church; Mckillip, 2021).

2.3 Liguens e seu potencial antimicrobiano

Estando ciente da problematica de resisténcia antibidtica, cientistas e pesquisadores
do mundo todo tém se dedicado em mudar esse possivel cendrio que ameaca nosso bem
estar. E é aqui que os liquens entram, ndo é de hoje que esses organismos sao estudados, na
década de 40 os primeiros estudos acerca da capacidade e potencial antimicrobiano ja dava
seus primeiros passos (Burkholder, 1944). Essa capacidade evidenciada pelos liquens é
proveniente principalmente de metabdlitos secundarios produzidos por eles, os quais sdo
oriundos, em suma, dos micobiontes, podendo vir a serem utilizados também como
pigmentos, inibidores enzimaticos e é claro, agentes antibidticos (Podterob, 2008; Verma;
Behera, 2014; Yadav; Nayaka; Dwivedi, 2021).

Estudos ja demonstraram o potencial de varios liquens contra microrganismos como
S.aureus (Shrestha et al., 2014), Mycobacterium tuberculosis (Honda et al., 2010),
Enterococcus faecium, E.faecalis (Micheletti et al., 2021), C.albicans (Nekhoroshev et al.,
2021). Nesse ultimo exemplo, é interessante notar que alguns liquens apresentam também
um potencial antifungico, esse fato é curioso ja que os liquens apresentam um micobionte,

antifungicos oriundos de outros fungos sdo uma realidade e ndo é de hoje.

3. METODO

Este trabalho foi realizado no laboratério de microbiologia e de ciéncias naturais do
Centro Universitario de Brasilia (CEUB), com auxilio da equipe do Labocien do CEUB e
financiado pela agéncia de fomento Fundacdo de apoio a pesquisa do Distrito Federal

(FAPDF).

3.1 Coleta e caracterizagdao das amostras
As amostras de liquens foram obtidas no Parque Dona Sarah Kubitschek de
Brasilia/DF, no periodo de Janeiro a Maio de 2023. Foram coletadas 17 espécimes de liquens,

que foram submetidas a analise morfoldgica. As coordenadas geograficas da coleta foram
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registradas e o transporte e armazenamento das amostras foi feito utilizando sacos plasticos
limpos e armazenados em temperatura ambiente até o momento de realizacdo dos
experimentos. No ambiente laboratorial, a massa de cada amostra foi registrada com auxilio
de balangas analiticas de precisdo. Para a analise morfoldgica, os liquens foram classificados
levando em consideracdo suas 3 principais morfologias (foliosos, crostoso e fruticoso). A
nomenclatura de cada amostra foi dada pelo padrdao de LC (abreviagao do inglés, Lichen)
seguido do nimero da amostra. Os pontos de coleta das 17 amostras podem ser observados
no mapa descrito abaixo (figura 1). A coleta em campo consistiu no emprego de pequenos
sacos plasticos; martelo; cinzel; celular; caderneta e canetas; tal etapa foi realizada baseada e

adaptada de Nayaka (2014).

Figura 1 - Mapa de localizagao das amostras coletadas e o tipo de metodologia aplicada em cada uma. M1

representando a metodologia 1 criada para a execugao deste trabalho, e M2 representando a metodologia M2.
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3.2 Execucdo das metodologias M1 e M2

Para este projeto foram elaboradas 2 metodologias, a primeira sendo chamada de M1
e a segunda como M2. Ambas apresentam um pilar comum que as norteia, no caso elas se
pautam essencialmente na obtencdo do extrato de liquens através de sua maceracdo em
solvente acetona, seguida de ressuspensdo em dagua destilada. Esse é o procedimento
comum entre elas. Uma vez que o extrato de liquen é obtido a partir da incuba¢do com a
acetona seguido de agua destilada, eles eram aplicados em discos estéreis contra col6nias de
3 bactérias patogénicas (Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis) a
fim de observar se haveria a formacdo de halos de resisténcia pela difusdo dos extratos nos
discos.

A primeira metodologia construida e aplicada nos experimentos (nomeada de M1)
inicia-se com a coleta em campo das amostras de liquens, com cada uma delas devidamente
coletada e armazenada, no dia seguinte, ja dentro de ambiente laboratorial, elas foram
pesadas e suas massas devidamente registradas para imediatamente apds, dar inicio a
macera¢do das amostras no cadinho e pistilo. Para as amostras de M1 foram todas como ja
citado, submetidas a maceracdo em 20 mL de acetona. Com a amostra ja bem macerada, o
extrato bruto inicial foi filtrado inicialmente despejado em 2 pequenas peneiras de Nylon
diretamente em um béquer, esse primeiro filtrado era entdo submetido a uma segunda
filtracdo, porém dessa vez utilizando papel filtro. Apds a filtracao estar completa, o extrato
foi conduzido a aquecimento e homogeneizacdo em um agitador magnético até que
comecasse a ebulir, é importante salientar que nenhum extrato seja qual for a metodologia
aplicada, foi aquecido até sua total ebuli¢do.

O ulterior procedimento foi o de ressuspensao e concomitante homogeneizagao em
outro agitador magnético, uma vez que o extrato ja estivesse bem homogeneizado ele foi
entdo transportado para um pote dambar e armazenado em uma geladeira. Cada uma das

etapas descritas aqui podem ser vistas mais didaticamente na ilustracdo abaixo (figura 2).
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Figura 2 - Esquema ilustrado das etapas referentes a M1. 1) Coleta em campo das amostras; 2) Pesagem em
balanca de precisdo analitica; 3) Macerag¢do em acetona utilizando cadinho e pistila; 4) Filtracdo utilizando 2
peneiras de Nylon pequenas; 5) Filtracdo utilizando papel filtro; 6) Aquecimento do filtrado em agitador
magnético; 7) Ressuspensdo em agua destilada e homogenizagdo em agitador magnético; 8) Armazenamento
do extrato final em potes ambar dentro de geladeira; 9) Aplicagdo do extrato obtido nas placas colonizadas
pelas bactérias selecionadas.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Do mesmo modo que M1, a segunda metodologia desenvolvida neste trabalho,
nomeada como M2, nao apresentou qualquer diferenga no modo de coleta em campo nem
no tipo de material utilizado. No dia posterior a coleta, os liquens foram levados para
laboratdério onde de fato o experimento foi iniciado. Com as amostras em mao é feita uma
lavagem superficial e breve com agua corrente para retirar sujeiras e insetos, com isso elas
sdo entdo armazenadas em uma estufa por 24h sob 30°C para sofrer desidratacao.

Apds essas 24h dentro da estufa, os liquens agora ressecados sdo pesados e suas
respectivas massas registradas, com isso, o processo de trituracdo inicial utilizando um mini
liquidificador é iniciado. A trituracdo é feita até a amostra adquirir um aspecto parecido ao
de pé. Essa amostra triturada foi entdo adicionada ao cadinho e pistilo e despejada acetona
na razdo de 1:10 (g/mL de acetona), com isso ela era macerada bem. Subsequente a
maceragao, o extrato bruto inicial era despejado em um funil com papel filtro para um

béquer, esse extrato na vidraria foi colocado sobre um agitador magnético onde era

aquecido até que comecasse a ebulir.
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Com o produto resultante da parcial ebulicdo do extrato, adicionou-se dgua destilada
para ressuspensdo do mesmo, essa etapa segue a razdo de acetona-agua destilada em 19:4
(mL 2cetona /m| va destilade) "5 ragsyspensdo ocorreu em um outro agitador magnético até que o
extrato estivesse bem homogeneizado. Logo apds o término da homogeneizagdo em
agitador magnético, o extrato era adicionado em um tubo Eppendorf (com capacidade para 2
mL) e colocado em uma centrifuga (Eppendorf SE 5427 R) sob 5000 rpm durante 5 minutos.
Por fim, o sobrenadante obtido apds a centrifugacdo era armazenado em tubos Eppendorfs
separados em uma geladeira para posterior aplicacdo nas colonias de bactérias. As etapas de
todo o processo vinculado a M2 podem ser visualizadas no seguinte esquema abaixo (figura

3).

Figura 3 - Esquema ilustrado das etapas referentes a M2. 1) Coleta em campo das amostras; 2) Lavagem em
agua corrente; 3) Desidratagcdo em estufa sob 30 graus C por 24h; 4) Pesagem em balancga de precisdo analitica;
5) Trituragdo utilizando liquidificador portatil; 6) Maceragdo em acetona utilizando cadinho e pistila; 7) Filtracdo
utilizando papel filtro; 8) Aquecimento do filtrado em agitador magnético até ebulicdo; 9) Ressuspensdo em
dgua destilada e homogeneizado em agitador magnético; 10) Centrifuga¢do do extrato em minicentrifuga; 11)
Armazenamento do extrato final em eppendorfs dentro de geladeira; 12) Aplicagdo do extrato obtido nas placas
colonizadas pelas bactérias selecionadas.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Vale destacar alguns pontos importantes dentro das metodologias criadas para a

execucao dos experimentos deste projeto, sendo o primeiro deles a razao entre o uso dos
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solventes pela massa da amostra utilizada. Para as amostras de nimero um até a de nimero
nove (submetidas a M1), primeiramente foi adicionado 20 mL de acetona, e, posteriormente
para o processo de ressuspensdo, 20 mL de dgua destilada, desprezando o fator massa da
amostra (vale salientar que os solventes foram adicionados em momentos diferentes). Para
as amostras de numero 10 até a 17, foi estabelecido a razdo de 1:10 quanto ao uso de
acetona (essa razdo para ambas as metodologias), ou seja, a cada 1 grama de amostra
utilizada, foi aplicado 10 mL de acetona.

Quanto a agua destilada necessaria para o processo de ressuspensao, a razao levou
em consideracdo a quantidade de acetona previamente utilizada e ndo a massa da amostra,
para cada 19 mL de acetona, aplicou-se 4 mL de agua destilada. Essa razdo foi empregada
visando obter um extrato mais concentrado e forte, de modo que as moléculas e substancias
nao se perdessem na ressuspensao do extrato. Ressalta-se que para a M2, foi aplicada
apenas essa segunda razdo entre a amostra-solvente (1:10) e solvente-solvente (19:4). O
segundo ponto importante que deve ser destacado é de que foram utilizados dois agitadores
magnéticos diferentes, um para aguecimento e outro somente para a homogenizar em
ressuspensao em agua destilada. Nos dois procedimentos a homogeneizacdo foi realizada

com um ima ("bailarina").

33 Cultivo das bactérias e sele¢do do meio de cultura

Foram utilizadas 3 espécies bacterianas de interesse médico: Escherichia coli,
Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus. A bactéria foi cultivada em meio de cultura
Agar Mueller-Hinton (KASVI). O preparo do meio de cultura foi realizado seguindo as
instrucdes do fabricante e adaptadas para a realidade do projeto. Para isso, cada amostra de
suspensao bacteriana foi semeada em placas de petri contendo o meio de cultura Agar
Mueller-Hinton com o auxilio de swabs e alca bacteriolégica (o uso de swabs ou algas foi
determinado pela disponibilidade de um ou outro durante a execucdo do experimento no
dia, dando preferéncia ao uso de swabs quando disponiveis). Em seguida, foram adicionados
discos de papel filtro estéreis em meio de cultura com as respectivas bactérias semeadas,
para entdo adicionar 10 microlitros (10pL ®*°/20 mL™° % ) qos extratos de liquens. As
andlises foram feitas em triplicata para cada extrato de liquen. Por fim, as amostras foram

incubadas em estufa a 30°C por 24h.
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3.4 Investigacdo estatistica

Para a parte de andlise estatistica inferencial deste projeto foi determinado realizar a
comparacdo entre as médias das massas das amostras de liquen coletadas levando em
consideracdo a metodologia aplicada nas amostras. Em um primeiro momento, foi realizado
um processamento dos dados para determinacdo de valores de estatistica descritiva. Para as
analises realizadas foi utilizado o software RStudio (v4.2.2).

Inicialmente, para uma andlise descritiva geral da massa das amostras de liquens
coletadas foram considerados os valores de média, desvio padrdo e variancia dos dados
obtidos (esse procedimento foi feito utilizando o pacote DescTools para RStudio). Partindo
posteriormente para a andlise estatistica inferencial dos dados coletados, a investigacao se
fundamentou em verificar a média das massas entre as amostras elencando-as de acordo
com a metodologia as quais foram submetidas. Assumindo como hipdtese nula (H,) que as
médias entre as massas para M1 e M2 nao diferem, e instituindo um valor de significancia

como A = 0,05, podemos estabelecer a seguinte relacdo:

Ho : Mm1 = Mz (@ hipdtese nula afirma que as médias nao diferem).

Ha : Uwi # Mz (@ hipotese alternativa afirma que as médias diferem).

Para a analise desse conjunto de dados, foi inicialmente estabelecido executar um
teste t de student (ou teste t para duas amostras independentes). A normalidade dos dados
obtidos foi a primeira premissa testada, para essa etapa foi aplicado o teste Shapiro-Wilk de
normalidade, onde foi contatado que para as amostras de M1 ndo existe normalidade, por
mais que M2 tenha atendido a premissa, foi necessario realizar uma transformacao de dados
equivalente para ambos. Foi aplicada uma transformacao logaritmica.

Com os dados transformados usando uma base logaritmica e, novamente realizando
um teste de normalidade de Shapiro-Wilk, foi atingida a normalidade para todo o conjunto.
Em seguida foi averiguada se a segunda premissa (no caso, de homocedasticidade das
variancias) seria correspondida. Confirmou-se que a segunda premissa do teste era
inconsistente, desse modo, foi substituido o teste a ser aplicado na analise para um teste t de

Welch.



4. RESULTADOS

4.1 Analise de resultado das metodologias M1 e M2
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Como proposto pelo pilar comum entre as metodologias desenhadas para este

projeto, os extratos obtidos foram aplicados em culturas bacterianas de E.coli, S.aureus e

E.faecalis, onde 10 uL de cada extrato foi adicionado em discos estéreis (autoclavados) para

observar se ocorreria formacdo de halos de resisténcia através da difusdao do extrato no disco

para o meio de cultura colonizado. O potencial que cada amostra apresentou contra

determinada bactéria pode ser visualizada na tabela (tabela 1) e mapa abaixo (figura 4).

Tabela 1 - Tabela demonstrando a metodologia que cada amostra apresentou, o tipo de morfologia, se

apresentou algum potencial antimicrobiano e o tipo de bactéria na qual esse potencial foi observado. N/A é lido

como nulo.
1D Morfologia  Metodologia Potencial Bactéria
LCl1 Folioso Mi Nio N/A
LC2 Folioso Mi Nio N/A
LC3 Folioso M1 Nio N/A
LC4 Folioso M1 Nio N/A
LC5 Folioso M1 Nio N/A
LC6 Folioso M1 Nio N/A
LC7 Folioso M1 Nio N/A
LC8 Folioso Mi Nio N/A
LC9 Folioso M1 Nio N/A
LC10 Folioso M2 Nio N/A
LC11 Folioso M1 Sim S.aureus
LC12 Folioso M2 Sim E.coli
LC13 Folioso M1 Nio N/A
LCl14 Folioso M2 Nio N/A
LCI15 Folioso M2 Nio N/A
LCl6 Fruticoso M2 Nio N/A
LC17 Folioso M2 Sim E.faecallis

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Figura 4 - Mapa de localizagdo das amostras que demonstraram potencial antimicrobiano contra as col6nias de

bactérias patogénicas.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Para os liqguens submetidos a M1, apenas o espécime LC11 apresentou um nitido e
marcante halo (cerca de 20 mm de diametro) contra S.aureus, ciente da formacdo desse
grande halo, o extrato em questdo foi reaplicado novamente em placas colonizadas com com
a mesma bactéria. Na segunda aplicacdo também surgiram halos porém mais sutis. A placa
onde ocorreu a primeira aplicacdo do extrato de LC11 demonstrou um halo notério e um
outro que ndo apresentou um halo perfeito, isso devido ao fato de que a col6nia bacteriana
liberou muita dgua durante sua incubagdo, o que fez com que o extrato se espalhasse e
formasse um segundo halo mais amorfo no canto esquerdo da placa de petri.

Para a segunda aplicacdo do extrato de LC11 (que ocorreu uma semana apos), houve
a formacdo de uma halo na parte inferior da placa (com didmetro aproximado de 20 mm) e
outro bem menos expressivo no canto direito (ele foi desprezado). Ja para os liquens sujeitos
a M2, dois extratos apresentaram um halo de resisténcia, LC12 e LC17, respectivamente
contra E.coli e E.faecalis, diferente do halo formado por LC11, os halos formados por tais

amostras foram mais sutis. LC12 formou um halo na parte superior da placa (com um
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didametro aproximado de 15 mm), e, LC17 apresentou um uUnico halo pequenissimo (menos
de 1 mm de diametro). A tabela a seguir demonstra essa relacdo dos halos de resisténcia

(tabela 2), os registros feitos podem ser visualizados também a seguir (figura 5).

Tabela 2 - Tabela demonstrando os dados acerca da metodologia, contetido do extrato no disco e o diametro do
halo de resisténcia apresentado.

Amostra  Metodologia Contetdo no disco Didmetro do Halo de inibicao

(extrato) (mm)
LC11 Ml 10 uL 20
LC12 M2 10 uL 15
LC17 M2 10 uL <1

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Figura 5 - Foto dos halos de resisténcia formados pelos extratos de liquens. Abaixo a placa A) demonstra um
halo formado por LC12 contra E.coli. A placa B) apresenta um halo formado pelo extrato de LC11 contra
S.aureus.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
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Figura 6 - Foto dos halos de resisténcia formados por LC11 contra S.aureus na placa C) e halos formados por
LC17 contra E.faecalis na placa D).

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

4.2 Identificacdo de LC11, LC12 e LC17

Para a identificagdo morfolégica dos liquens que apresentaram potencial
antimicrobiano, foi utilizado a plataforma iNaturalist, com ajuda de um especialista na area a
identificacdo foi mais precisa. Carlos Vidigal foi o doutorando responsavel pela identificacdo
dessas amostras através da plataforma. Foi observado uma predominancia de liquens de
morfologia foliosa (tabela 3) e presentes em um substrato vegetal, no caso, troncos arvores.
Houve uma Unica excecdo dentro das 17 amostras, LC16 é um liquen do tipo fruticoso e foi
encontrado em uma palmeira.

Tabela 3 - Tabela mostrando a morfologia, massa, coordenadas e o tipo de substrato em que cada uma das

amostras coletadas encontrava-se. Nota-se uma predomindncia de liquens foliosos e de substrato do tipo
arvore.


https://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4291203Y5&tokenCaptchar=03AL8dmw_ZDAE9ZmfRpKV-tmO2yS-0_O0TryM6R2fqLc5gxRj86A0zHnFx5qkrryPlfPkRI7QSWlEgNr-T0t95ypt2vVJGSOeYI5nW6AMSEhg-Az2YBlFSEip7HBVgyRzBAdv126KIwqftrmGxCR5xQRayrGnY0AON4_7DjC_NF1YWu2e__U_1JftlmHQHsS161Ga-NYAxmC3JLOJ8PXt7SBexrQteoPP4wIwJNFKPZbkjJl6SeWCSS0PPQ0rXdJG82-Gva0IOcRvUkx_TepyB43pcNuBC-8uqaNJyL6-bhvvoMkAGgSTi3hu3Qj5F5FXEqgbs6QFTeuFlC_-O43Mn8yuLSzWotfLzH5SdW2amlXSCmcoxNw3Ides-x5rBp1K1ra_PeOhQUsKvhG-9YAwW-Ne_txNpF6LOqR2QvgS6AgTkEu2_9yhHUry5MXYPtZl7WpcwBluVh5SctXUPtlBVY61RYF9g1wtjEhoWFXZCbpGtNlDa5ClQb1MCITRnyqsa544T-8pj2Cuks_MT11OlspLgm18alQ8eV6fwWa8vVOyUOBICy7_uzvNPirxmJ2BcCHDaJfraAA1cbi9dkxVW4a2WiFnmVkVvhg

ID Morfologia Massa Long Lat Substrato
(2)
LC1  Folioso 030 47916244 15801812 Arvore
LC2 Folioso 033 47916116 15802779  Arvore
LC3  Folioso 031 47908876 -15.800200 Arvore
LC4  Folioso 020 47506408 -15.798361 Arvore
LCS  Folioso 033 47918480 -15.803621 Arvore
LC6  Folioso 017 47918910 -15.804190  Arvore
LC7  Folioso 198 47913791 -15.801908  Arvore
LC8  Folioso L6 47914458 15802816  Arvore
LC9 Folioso 184 47917789 -15.802352  Arvore
LCI0  Folioso 155 47909929 -15.800849 Arvore
LCIL Folioso 190 47906953 -15.799570  Arvore
LCI2  Folioso 075 47902737 -15795436  Arvore
LCI3  Folioso 27 47913924 -15799928  Arvore
LC14 Folioso 098 47913022 _15.803149 Arvore
LCIS  Folioso 088 47914549 15805598 Arvore
LCI6 Fruticoso 090 47913748 _15.805003 Palmeira
LCI7 Folioso 110 47916327 -15.805269  Arvore

4.3 Andlise estatistica

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
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Para a analise estatistica descritiva obteve-se dados referentes a média, desvio

padrdo e variancia, onde primeiramente foi realizado para determinar esses valores para

todas as amostras (tabela 4) e em seguida, para as amostras divino-as baseado na

metodologia que cada uma foi submetida, M1 (tabela 5) e M2 (tabela 6).
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Tabela 4 - Tabela exibindo os valores de média (x), desvio padrio (0), variancia (0%) e tamanho amostral (n) para
a analise descritiva geral da massa das amostras.

Parametro:

Massa (g) Valor
X 0.999
c 0.723
o2 0.724

t 17

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Tabela 5 - Tabela exibindo os valores de média (x), desvio padrdo (0), variancia (0%) e tamanho amostral (n) para
a analise descritiva das amostras que foram submetidas a metodologia M1.

M1
Parametro: Valor
Massa (g)
X 0.983
o 0.892
o2 0.795

n 11

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
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Tabela 6 - Tabela exibindo os valores de média (x), desvio padrio (0), variancia (0%) e tamanho amostral (n) para
a analise descritiva das amostras que foram submetidas a metodologia M2.

M2
Parametro: Valor
Massa (g)
X 1.026
c 0.281
o2 0.079
n

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Ap0ds a execugao do teste t de Welch a hipdtese nula previamente levantada ganhou
suporte. Com esse validacdo, pode-se inferir que ndo ha diferenca estatistica (figura 6) entre
as médias da massa das amostras submetidas a metodologia M1 e M2 (A = 0,05; Teste t de

Welch para duas amostras; t = -1,42; df = 11,99; p-valor > 0,05).

Figura 7 - Grafico de boxplot mostrando a relagdo da massa das amostras em fungdao da metodologia
empregada, apds a transformagdo dos dados em escala logaritmica.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
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5. DISCUSSAO

A crise global da escassez de antibidticos efetivos contra os mais variados organismos
patogénicos é um problema atual e que tende a escalonar e se tornar em um futuro nao
muito distante, uma das maiores questdes de saude publica em todo o mundo. E ciente
dessa problematica que pesquisadores e pesquisadoras ao redor do planeta, dos mais
diversos campos da ciéncia, se empenham para buscar solu¢cdes sejam elas novos
compostos, métodos, farmacos dentre outros. E dentre os compostos que sdo estudados, os
extratos de liguens hd um bom tempo se enquadram nesse cenario, sendo um dos primeiros
registros acerca de suas propriedades ha mais de 7 décadas (Burkholder, 1944).

Dentre os liquens que demonstraram potencial antimicrobiano contra as bactérias
patogénicas selecionadas para este projeto, LC12 e LC17, identificados como pertencentes ao
género Parmotrema, o qual é amplamente estudado no que tange em especial as
propriedade de seus extratos e compostos/moléculas acerca de propiedades
antimicrobianas, antioxidantes, antifungicas, combate a patégenos de plantas e até estudos
associados a poluicdo atmosférica sobre sua fisiologia (Pradhan et al., 2022; Tuan et al.,
2020; Bogo et al., 2020; Tartouga et al., 2022; Saha; Pal; Paul; 2021; Santos et al., 2022). O
género também é um grande portador de fungos endoliquénicos (Chakarwarti; Nayaka;
srivastava, 2020). LC11, pertencente ao género Canoparmelia, o qual também é incluido em
estudos relacionados ao combate de microrganismos patogénicos, possui até mesmo
trabalhos investigando sua capacidade de combate ao trematdédeo Schistosoma mansoni
(Silva et al., 2021).

Este projeto teve uma predominancia de liquens foliosos, sendo um total de 16
organismos com a morfologia em questdo, e apenas 1 liquen apresentou morfologia
diferente do restante, no caso LC16 (liquen fruticoso). Diante dos resultados apresentados ao
longo deste trabalho, o que podemos inferir, que é também amplamente corroborado pela
literatura, é o fato de que extratos de liquens foliosos apresentam potencial antimicrobiano,
no caso deste estudo, contra S.aureus, E. faecalis e E.coli.

Ha um necessidade em melhor avaliar os dados obtidos neste projeto, como por
exemplo, averiguar se a testagem de novas concentragdes para obtencao dos extratos, uso
de meios de cultura alternativos, amostras com uma maior massa (como € visto na maioria
da literatura cientifica na qual este trabalho se inspirou) e até mesmo amostras com

morfologias distintas, pudessem apresentar um resultado diferente. Todas essas perguntas e
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guestionamentos sdo importantes para futuras investigacdes acerca da tematica. Levando
em consideracdo a realidade em que este experimento foi construido, onde tudo foi

adaptado para a melhor exequibilidade e eficiéncia.

6. CONCLUSAO

Esta pesquisa demonstrou mérito cientifico pois foi possivel alcangar os objetivos
propostos visto que os liquens apresentaram atividade antimicrobiana. Dos 17 liquens
coletados, 3 amostras demonstraram um resultado relevante, foi observado um potencial
antimicrobiano dos extratos em 3 amostras bacterianas, onde cada um demonstrou a
presenca de um halo de resisténcia contra uma cultura patogénica especifica, nenhuma das
amostras apresentou potencial para a mesma col6nia de bactéria. Sendo assim, o resultado
mais notodrio e evidente foi do extrato do espécime LC11 (submetido a M1) contra S.aureus.
Portanto, ciente desses resultados, pode-se inferir que diante das metodologias
desenvolvidas ao longo deste projeto, o Parque da Cidade Dona Sarah Kubitschek apresenta
uma comunidade liquénica que pode vir a ser de importante interesse para futuros estudos

acerca dessa tematica de potencial antimicrobiano.
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