CHOZE, R; LIAO, L. M. Atividade antifingica de Augusta longifolia (Rubiaceae). In: CONGRESSO DE PESQUISA, ENSINO E EXTENSAO
DA UFG - CONPEEX, 3., 2006, Goiania. Anais eletrénicos do Ill Seminario de Pesquisa e P6s-Graduagédo [CD-ROM], Goiania: UFG,
2006. n.p.

Atividade antifungica de Augusta longifolia (Rubiaceae)

CHOZE, Rafael * ; LIAO, Luciano Morais? SILVA, Maria do Rosario Rodrigues®; SILVA,
Rodrigo Alves da*

Universidade Federal de Goias - Instituto de Quimica
Palavras-chave: Augusta longifolia, atividade antifungica, Rubiaceae
1. INTRODUCAO

O Cerrado é o segundo maior bioma em area do pais, ocupando 23% do territério
nacional (dois milhdes de km?), estando localizado basicamente no planalto central e sendo
considerado um complexo vegetacional de grande heterogeneidade fitofisionédmica (NETO;
MORAIS, 1997). Ainda ha caréncia de estudos voltados para a identificacdo de plantas uteis
do Cerrado, principalmente quando comparada a diversidade e a area ocupada. O
desconhecimento de sua riqueza e possibilidades se agrava quando estima-se que cerca de
40% do bioma ja tenha sido devastado (RATTER et al, 1997).

A familia Rubiaceae apresenta um enorme potencial bioldégico destacando-se a
atividade antibacteriana e antioxidante (AHMAD, 2005) e antifungica (NINO, 2003), dentre
outras. A familia caracteriza-se principalmente pelo acumulo de alcalbides, iridoides,
flavonoides e cumarinas (SIMOES, 2003).

O género Augusta compreende quatro espécies: A.longifolia (espécie endémica do
Brasil), A. rivalis (localizada na América Central), A. vitiensis (habitat nas ilhas Fiji) e A.
austro-caledonica (localizada na Nova Caledonia). A espécie Augusta longifolia €
representada por arbustos ou subarbustos, sendo que em ambos os biomas que ela ocorre
(cerrado e floresta atlantica) sdo encontradas apenas entre rochas ao longo de riachos ou
pequenos rios usualmente com correntezas fortes e sazonalmente variaveis ao nivel de agua
(planta redfita) (DELPRETE, 1997). Ha registros de um trabalho sobre a composi¢&o quimica
da espécie A. austro-caledonica, relatando a caracterizagcdo de dois iridoides alcaloidicos
(SAAD et al, 1988), nao havendo descri¢cao de atividade bioldgica da espécie.

Nas ultimas décadas tem sido observado um aumento acentuado de infecgdes
fungicas, principalmente de micoses oportunistas como a candidiase e a cryptococose em
pacientes imunocomprometidos, tendo em vista a crescente resisténcia dos microorganismos
patogénicos frente aos produtos sintéticos, justificando uma procura por possiveis compostos
com caracteristicas antifungicas extraidos da vegetagao nativa.

No presente trabalho foi descrita a atividade antifungica da casca (extrato bruto,
fragcdo hexanica, acetato de etila, n-butandlica e suas subfragées) de A. longifolia sobre
ATCCs de Cryptococcus neoformans, Candida albicans e C. parapsilosis. O fato desta
espécie ser de estudo inétido e pertencente a uma familia de grande potencial biolégico
(Rubiaceae), reforca a necessidade de estudos que visem avaliar seu possivel potencial
medicinal.



2. METODOLOGIA

2.1 - Coleta da Amostra

As folhas e a casca de A. longifolia foram coletadas em areas de cerrado existente
na reserva Serra Dourada e identificadas pelo Prof. Dr. Piero G. Delprete especialista da
familia Rubiaceae. Uma exsicata foi depositada no Departamento de Botanica do Instituto de
Biologia da UFG.

2.2 - Obtencéo e tratamento preliminar dos extratos brutos

As folhas (900 g) e a casca (1,5 kg) apos secas e moidas foram submetidas,
separadamente, a extragdo exaustiva, por percolagéo a temperatura ambiente com etanol (3
x 500 mL). Os extratos foram concentrados em evaporador rotativo, sob pressao reduzida e
forneceram 9,5 g e 17,5 g de extrato bruto respectivamente. Parte do extrato bruto da casca
(17 g) foi submetida a uma particao liquido-liquido obtendo-se trés fragdes; hexanica, acetato
de etila e n-butandlica.

2.3 - Microorganismos

O ensaio da atividade antifungica foi realizado utilizando-se o método da diluigdo em
agar, sendo-o realizado no Laboratério de Micologia do Instituto de Patologia Tropical e
Saude Publica da UFG (IPTSP/UFG), em colaboragdo com a equipe da Prof®. Dr®. Maria do
Rosario, frente uma cepa padrdo de Candida parapsilosis (ATCC 22019) e C. albicans
(ATCC 18804) e seis cepas padrbes de Criptococcus neoformans (ATCC 32045, 56990,
24066, 48184, 32269 e 28958). Os microorganismos foram cultivados em agar Sabouraud e
deixados por 24h a temperatura ambiente para seu crescimento.

2.4 - Teste de suscetibilidade antifungica

A avaliagcdo da atividade antifungica foi realizada através da técnica de diluicdo em
agar (ALVES; CURY, 1992), adaptada. Ao extrato bruto das folhas e da casca foi realizado
um screening, tendo a casca um resultado mais expressivo frente aos microorganismos,
direcionando o trabalho para o estudo da casca do material vegetal. Além do extrato bruto, a
fracdo hexanica, acetato de etila e n-butandlica juntamente com suas particbes realizadas
em silica silanizada (H2O, H,O/MeOH 1:1 e MeOH) foram solubilizadas em 1mL de
dimetilsulféxido (DMSO), fazendo diluicbes seriadas ao dobro em caldo RPMI -1640
previamente ajustado em pH 7 através da adicdo de MOPS. Posteriormente 2 mL destas
solugdes foram distribuidos em placas de Petri estéreis juntamente com 18 mL de agar
RPMI a 45°C e imediatamente homogeneizados, obtendo uma concentragdo que variasse
de 31,25ug/mL a 1000ug/mL. Trés microlitros da suspensao das células preparadas em
solugdo salina 0,85%, homogeneizadas e ajustadas com espectrofotdmetro em comprimento
de onda de 530nm, de forma a obter 10° células/mL foram semeados com o auxilio de uma
micropipetadora sobre o agar em pontos equidistantes nas placas de Petri, contendo agar
RPMI nas diferentes concentragdes dos extratos. A concentragdo inibitéria minima (CIM)
obtida apds incubagédo a 37°C por 48 horas foi definida como a menor concentragdo da
amostra teste capaz de inibir completamente o crescimento visivel do fungo. Os ensaios



foram feitos em duplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise da suscetibilidade in vitro mostrou que o extrato bruto da casca inibiu o
crescimento de 100% das ATCC de Cryptococcus neoformans em concentragdo menor ou
igual a 500 ug/mL. Os resultados mostraram ainda que as ATCC de Candida mantiveram-se
resistentes frente ao extrato bruto e fragdes (nas concentragdes estudadas), apresentando
valores de CIM > 1000 pg/mL. A fragdo acetato de etila apresentou valores de CIM variando
de 125 a 250 pg/mL nas ATCC de C. neoformans enquanto que a agao antifungica da fragcao
hexanica e n-butandlica apresentaram valores de CIM variando de 500 a 1000 pg/mL e 250 a
1000 pg/mL, respectivamente sobre as cepas padrdes de C. neoformans. Os resultados de
CIM do extrato bruto e suas subfracbes estdo apresentados na Tabela 1. A fragdo n-
butandlica, através de sua partigdo com silica silanizada, forneceu trés subfragdes, sendo
estas testadas sobre as ATCCs de Cryptococcus (Tabela 2).

Tabela 1. Perfil de suscetibilidade in vitro de ATCC de Cryptococcus neoformans, Candida
parapsilosis e Candida albicans frente as fragcdes hexanica, acetato de etila e n-butandlica da
casca de A.longifolia.

Concentracao Inibitéria Minima (mg/mL)
Microrganismos Extrato Fracao Frac&o acetato Fracao n-
bruto hexanica de etila butandlica

32045°* 250 1000 125 250
56990°* 500 1000 250 1000
24066° 500 500 250 1000
48184* 500 500 250 1000
32269° 250 500 125 250
28958°* 250 1000 250 1000
22019* >1000 >1000 >1000 >1000
18804 ° >1000 >1000 >1000 >1000

. ¢ ATCCs de Cryptococcus neoformans
# ATCC 22019 (Candida parapsilosis)
e ATCC 18804 (Candida albicans)



Tabela 2. Atividade antifungica das subfragbes da fragado n-butandlica sobre as ATCC de C.
neoformans.

Concentragdo Inibitéria Minima (mg/mL)

Microrganismos | Subfracdo NBA' | Subfragcdo NBB? Subfracdo NBC?
32045 1000 250 500
56990 >1000 1000 >1000
24066 >1000 1000 1000
48184 >1000 1000 >1000
32269 >1000 250 1000
28958 >1000 >1000 1000

' Subfracdo obtida do fracionamento da subfracdo n-butandlica tendo como eluente H,O
’Subfracdo obtida do fracionamento da subfracdo n-butandlica tendo como eluente
H>O/MeOH 1:1

3Subfrac&o obtida do fracionamento da subfragdo n-butandlica tendo como eluente MeOH

Os resultados mostraram que A. longifolia apresenta um certo potencial antifungico
sobre as ATCC de C. neoformans, principalmente em relagdo a fracao acetato de etila na
qual os microrganismos foram mais suscetiveis. Das ATCC estudadas verificou-se que as
ATCC 32045 e ATCC 32269 de Cryptococcus neoformans apresentaram maior
vulnerabilidade frente a esta fracao.

A resposta bioldgica da fragdo hexanica foi bastante inferior tendo como parametro
as outras fracdes, tendo como melhores resultados a inibicdo de trés ATCC de C.
neoformans em uma CIM de 500 mg/mL . Os resultados mostraram que a acgao fungitoxida
da fragcdo n-butandlica se concentrou na sua subfragdo NBB, apresentando uma CIM
variando de 250 a 1000 mg/mL.

4. CONCLUSAO

A grande incidéncia de infec¢des aumenta a importancia da procura e descoberta de
compostos terapéuticos alternativos. A atividade fungitéxida de A. longifolia, principalmente
referente a fragcdo acetato de etila foi bastante relevante. A analise dos constituintes quimicos
do material vegetal (os espectros de Ressonéncia Magnética Nuclear estdo sendo feitos na
UFSCar), seguido de novos ensaios em nivel de compostos isolados mostrardo quais
compostos sao responsaveis por tal atividade nas fragdes.
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