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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos tem-se verificado um grande avanco cientifico envolvendo
os estudos quimicos e farmacoldgicos de plantas medicinais que visam obter novos
compostos com propriedades terapéuticas. Isto pode ser claramente observado pelo
aumento de trabalhos publicados nesta area, tanto em congressos como em
periodicos nacionais e internacionais, além do surgimento de novos periddicos
especificos sobre produtos naturais ativos, como Phytomedicine, Phytochemical
Analysis, Natural Product Letter, etc. (Yunes, 1998). Outro aspecto a ser ressaltado
€ a quantidade de plantas existente no planeta, sendo que a maioria é desconhecida
sob o ponto de vista cientifico, onde entre 250-500 mil espécies, somente cerca de
5% tém sido estudadas fitoquimicamente e uma porcentagem menor avaliadas sob
0s aspectos bioldgicos (Braz-Filho, 1994).

Nas Uultimas décadas, tem sido observado um aumento acentuado de
infec¢Bes fungicas, as quais contribuem para uma elevada taxa de mortalidade em
pacientes imunocomprometidos (CANTON 2001). A criptococose causada por
Cryptococcus neoformans € considerada micose oportunista, freqientemente
diagnosticada produzindo lesdes principalmente no sistema nervoso central em
pacientes com AIDS (GUMBO 2001).

O tratamento da meningite criptocdcica na fase aguda para pacientes
imunocomprometidos bem como para imunocompetentes € feito normalmente
utilizando-se anfotericina B ou anfotericina B associada a 5-fluorcitosina. Para
pacientes infectados pelo HIV utiliza-se inicialmente anfotericina B com ou sem 5-
fluorcitosina seguido por uma terapia de manutencdo com fluconazol. Os efeitos
colaterais verificados com estes antifungicos fazem com que se busque alternativas
ao tratamento desta micose (KULBERG 1997). Compostos com caracteristicas
antifngica extraidos da vegetacao nativa, que sdo encontrados em abundéancia no
territdrio brasileiro, poderiam constituir uma alternativa terapéutica (ALVES et al
1992)

A familia Rubiaceae engloba cerca de 637 géneros e aproximadamente
10.700 espécies, classificadas em quatro subfamilias (Cinchonoideae, Ixoroideae,
Antirheoideae e Rubioideae) e 44 tribos, essencialmente tropicais (DELPRETE
2003). Segundo Mabberley (1997), ela ocupa o quarto lugar em diversidade entre as
Angiospermas, perdendo apenas para as Asteraceae, Orchidaceae e Fabaceae.



Diversos géneros sao endémicos da regido neotropical, que apresenta cerca de
4.555 espécies. Para o Brasil sdo estimados cerca de 96 géneros (DELPRETE et al.
2003)

Ixora € um género pantropical com aproximadamente 350 especies sendo
gque 45 sdo neotropicais. Sao espécies tipicas do Cerrado,sendo encontradas
preferencialmente no Cerrado stricto senso, mas também ocorrem em florestas com
clima quente e Umido, como a Floresta Amazobnica. Os representantes do género
Ixora sdo arvores de médio e pequeno porte, e arbustos. Este género pertence a
subfamilia Ixoroideae, tribo ixoreae.(DELPRETE 2003)

A espécie Ixira warmingii ndo apresenta registro de trabalhos sobre sua
composicdo quimica nem ensaios preliminares, objetivando a detec¢do de
substancias com atividade antifingica ou antibiotica.

Esse trabalho tem como objetivo o estudo fitoquimico de folhas e cascas da |I.
warmingii, identificacédo e elucidacéo estrutural dos metabdlitos isolados e estudo de
bioatividade frente a bactérias e fungos patogénicos, usando Bioautografia e
realizacdo de experimentos de CIM. (Concentragao Inibitoria Minima).

2. METODOLOGIA
2.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

As folhas e o casca da I. warmingii, foram coletados em areas de Cerrado
mato-grossense situado no Campus Samambaia da Universidade Federal de Goias
UFG, municipio de Goiania, em novembro de 2005. A identificacdo da espécie foi
realizada pelo Prof. Dr. Piero Delprete (ICB/UFG). A exsicata esta depositada no
Herbério do ICB/UFG

2.2 Obtencéao e tratamento preliminar dos extratos brutos

O material botanico coletado foi seco em estufa com ventilagdo forcada a
40°C. Apods seco, o material vegetal foi pulverizado obtendo-se casca(1000g) e folha
(8909g). A casca e as folhas foram pulverizados e extraidos de maneira exaustiva a
temperatura ambiente (em repouso) com etanol, mantendo-se o contato com o
solvente durante trés dias, repetindo-se o procedimento por quatro vezes. O extrato
etandlico da casca foi submetido a particdo liquido-liquido, utilizando-se solventes
em ordem crescente de polaridade. Obteve as seguintes massas nos respectivos
extratos: hexano (210 mg), cloroformio (1,2 g), acetato de etila (960 mg) e n-
butandlico (6g). O extrato n-BuOH foi posteriormente submetido a coluna de fase
reversa com silica silanizada, usando como sistema de eluicdo H20 H20/MeOH(1:1)
e MeOH.

2.3 Avaliacdo da atividade antifungica

Para avaliacao da atividade antifungica dos extratos brutos e das subfracdes,
foram usadas cepas da American Type Culture Collection (ATCC); foram utilizadas
as seguintes ATCCs: 56990, 56990B, 24066, 48184, 32296B e 28958 para
Cryptococcus neuformans; 22019 para Candida tropicalis e 18804 para Candida
albicans.Os microorganismos foram crescidos em meio de cultura agar sabouraud
por 48h a 30°C



2.4 Teste de susceptibilidade antifungica

A atividade antifungica foi realizada segundo a técnica de diluicdo em &gar,
proposta por (Alves & Cury 1992), modificada. O extrato bruto etanélico das cascas e
sua fracdo: hexanica, cloformica, acetato de etila, n-butandlica e as subfracfes do
extrato n-BuOH (MeOH), (MeOH/H,0O(1:1)) e aquoso foram solubilizados em 1mL de
dimetilsulféxido (DMSO), diluidos ao dobro em caldo RPMI 1640 e, posteriormente
distribuidos em placas de Petri contendo 20mL de 4gar RPMI de maneira que se
obtivesse uma concentracdo que variasse de 1.000ug/mL a 31,25ug/mL. Trés
microlitros da suspensdo das células preparadas em solucdo fisiologica esteéril,
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 o0 agar em pontos equidistantes nas placas de Petri, contendo
agar RPMI nas diferentes concentracdes dos extratos. A concentracdo inibitoria
minima (CIM) obtida apés incubacédo a 37°C por 48 horas foi definida como a menor
concentracdo da amostra teste capaz de inibir completamente o crescimento visivel
do fungo.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Tabela 1 — Atividade Antifangica dos Extratos da . Warmingii

ATCC Concentracdo Inibitéria Minima — CIM — (ug/mL)

A B C D E F G
56990B | >1000 1000 >1000 | >1000 >1000 >1000 >1000
56990 >1000 1000 >1000 | >1000 >1000 >1000 >1000
24066 250 62,5 250 250 >1000 250 250
48184 500 62,5 >1000 | 1000 >1000 1000 1000
22019 1000 >1000 500 >1000 >1000 >1000 >1000
18804 >1000 >1000 >1000 | >1000 >1000 >1000 >1000
32269B | 125 125 62,5 125 500 62,5 62,5
28958 >100 500 62,5 125 1000 125 125

A = Extrato Bruto, B = Extrato Hexanico, C = Extrato Acetato de Etila, D = Extrato n-Butandlico, E = Subfracdo n-
butandlica aquosa, F = Subfragcdo n-butandlica (H,O/MeOH(1:1)) e G = Subfragdo n-butandlica (MeOH)

O extrato bruto etandlico das cascas de |. warmingii ndo mostrou atividade
antifingica satisfatéria sobre Candida que foram inibidos em uma concentracao
igual a 1.000pg/mL, porem Cryptococcus neuformans podemos observar uma
inibicdo satisfatéria com CIM de 500, 250 e 125ug/mL para diferentes ATCC. De
acordo com a tabelal, podemos observar que a atividade fungicida tanto para
Candida albicans quanto para Candida tropicalis foi muito baixa, sendo a maior CIM
de 500 pg/mL para Candida tropicalis A analise de suscetibilidade in vitro com
relacdo as variedade de Cryptococcus apresentou-se maior sensibilidade aos
extratos hexanico e o acetato de etila de I. warmingii.



4. CONCLUSOES

A grande incidéncia de infec¢des, principalmente em individuos
imunocomprometidos, aumenta a importancia da procura e descoberta de
compostos terapéuticos alternativos. A atividade antifiungica de |. warmingii para
Cryptococcus neuformans observada neste trabalho, pode abrir perspectivas no
sentido de desenvolver um fitoterapico eficaz e de baixo custo.
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