e
P

& 182 Reuni%o Anual do §
Instituto de Botanica V@

Estudo quimico e avaliacdo de atividade antifingica em Avicennia
schaueriana Stapf & Leech.

Késsia Mantovan Fardin, Maria Claudia Marx Young

Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e Bioquimica, Instituto de Botanica, Sdo Paulo, SP, kasmfar@gmail.com

Resumo: Avicennia schaueriana pertence a
familia Acanthaceae é conhecida popularmente
como mangue preto ou siridba. O género
Avicennia é caracterizado quimicamente pela
presenca de iridoides glicosilados, flavonodides,
diterpenos e naftoquinonas. Essa espécie
apresentou forte potencial antifngico detectado
em extratos obtidos dos caules e folhas, sendo o
objetivo do trabalho realizar o seu estudo
guimico, monitorado por ensaio antifungico para a
obtengdo e identificacdo das substéncias ativas.
Para tanto, ramos caulinares e folhas de A.
schaueriana coletados em Itanhaém, foram secos,
moidos e submetidos, separadamente, a
maceracdo com etanol. Os extratos etanolicos
brutos de folhas e de caules foram particionados
com metanol/agua e éter de petréleo, cloroférmio
e acetato de etila. As fracGes obtidas foram
submetidas a bioautografia direta em placas de
silica gel (CCD) e reveladas com os fungos
Cladosporium sphaerospermum e C.
cladosporiodes para a localizagdo das substancias
ativas. As fragBes cloroférmicas de folhas
(CHCI;-F) e de caules (CHCIz-C), a fracéo éter de
petroleo de caules (EP-C) e a fracdo acetato de
etila de caules (AcOEt-C) inibiram o crescimento
dos fungos. A fragdo EP-C foi submetida ao
fracionamento em coluna cromatogréafica de silica
gel fornecendo 25 sub-fragdes, que apoés
bioautografia com C. sphaerospermum, foram
reunidas de acordo com suas semelhancas em 6
grupos ativos. Esses grupos foram analisados por
cromatografia a gas acoplada a espectrometria de
massas. A analise comparativa dos dados dos
espectros de massas obtidos com os das
bibliotecas NIST e Wiley, sugeriu a presenca de
lapachol e lupeol nos grupos 1, 2 e 3, 0s quais
apresentaram inibicdo mais forte do crescimento
do fungo. Desta maneira, A. schaueriana é uma
planta promissora para o0 isolamento de
substancias com potencial antifingico, sendo que
os caules possuem atividade mais forte. A
presenca das substancias lupeol e lapachol nos
grupos ativos sugere que as mesmas sejam
responsaveis pela atividade antifungica.

Palavras-Chave: mangue preto, atividade
antifungica, lapachal, Cladosporium
sphaerospermum.

INTRODUCAO

Atualmente, a maior parte da populacdo do
mundo usa plantas na forma de medicamentos
(Garcia 1995), mas a utilizagdo de recursos
naturais no tratamento e cura de doencas existe
desde os primordios da civilizagdo (Di Stasi
1996).

As plantas mostram-se importantes no
descobrimento de novos farmacos, pois fornecem
principios ativos para a sintese de novos
medicamentos, os quais sdo baseados em modelos
quimicos oriundos de compostos secundarios das
plantas (Garcia 1995). Enquanto o metabolismo
primério é responsavel por sintetizar compostos
considerados essenciais ao funcionamento celular,
0 metabolismo secundario vegetal sintetiza
compostos que contribuem na defesa contra
predadores, atracdo de polinizadores, ou na
permanéncia em seu ecossistema (Favero &
Pavan 1997; Santos 2001), podendo assim
apresentar atividades bioldgicas importantes para
uso na industria farmacéutica (Ferri 1996).
Alcaléides, terpenos e flavondides podem ser
citados entre as classes quimicas de metabdlitos
secundarios com maior nimero de substancias
ativas (Di Stasi 1996).

Levando-se em consideracdo a falta de
conhecimento sobre a diversidade da imensa flora
brasileira, acredita-se que o seu estudo pode trazer
grande beneficio, tanto para a economia como
para a farmacologia, possibilitando ainda o uso e
0 manejo sustentavel destes recursos naturais
(Garcia 1995).

O género Avicennia pertence a familia
Acanthaceae, com a ocorréncia de duas espécies
no Brasil, Avicennia schaueriana e Avicennia
germinans (Profice et al. 2010), sendo elas bem
adaptadas para sobreviver em  substrato
periodicamente inundado por &guas salobras,
constituindo a vegetacdo dos mangues (Barroso
1991). O género é caracterizado quimicamente
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pela presenca de iridoides glicosilados (Bousquet-
Mélou & Fauvel 1998; Feng et al. 2006),
flavondides (Feng et al. 2006), diterpenos
(Subrahmanyam et al. 2006) e naftoguinonas (Ito
et al. 1999).

Avicennia schaueriana, conhecida
popularmente como mangue preto ou siridba
(Ramos & Geraldo 2007), foi selecionada para
este estudo devido ao forte potencial antifungico
detectado, em estudos de triagem realizados pelo
grupo, em extratos etandlicos de seus caules e
folhas quando ensaiados contra o fungo
filamentoso  Cladosporium  sphaerospermum.
Sendo assim, este trabalho teve por objetivo
realizar o estudo quimico de A. schaueriana,
monitorado por ensaio antifingico para a
obtenc&o e identificacdo estrutural das substancias
ativas.

MATERIAL E METODOS

Obtencgdo do material vegetal e dos extratos

Ramos caulinares e folhas de A. schaueriana
foram coletados em agosto de 2009 (Cordeiro 3100 -
SP), em Itanhaém- SP. O material foi separado em
caules e folhas, colocado em estufa para secagem
e posteriormente moido para obtencdo dos pos.
Estes foram submetidos & maceragdo com &lcool
etilico hidratado (92,8° INPM) a temperatura
ambiente. Ap6s filtracdo, as solugdes etandlicas
obtidas foram concentradas em evaporador
rotatorio para obtencdo dos extratos etanolicos
Secos.

Avaliacéo de atividade antifungica

Os extratos etanolicos brutos de folhas (EEBF)
e de caules (EEBC) (400 pg) e suas fragdes (100
Kg) foram aplicados em placas de camada delgada
(CCD) de silica gel 60 Fu4. As placas foram
desenvolvidas com o sistema de solventes
CHCI3/MeOH (95:05, v/v) e ap6s a eliminacao do
solvente, submetidas a bioautografia direta com
esporos do fungo Cladosporium sphaerospermum
Penzig (CCIBt 491) e Cladosporium cladosporioides
(Fresen.) de Vries (CCIBt 140) e incubadas em
camara Umida a 28 °C, por 2-3 dias, no escuro.
Apos este periodo, a presenca de zonas claras de
inibico sobre um fundo de coloragdo escura
indicou a ocorréncia de compostos com atividade
antifungica.

.Fracionamento dos extratos por particdo
liquido/liquido

Tanto o EEBF, como o EEBC foram diluidos
em MeOH:H,0 (8:2 v/v) e submetidos a parti¢do
com os solventes éter de petroleo, cloroférmio e
acetato de etila. Apos eliminagdo dos solventes
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foram obtidas as respectivas fracOes: éter de
petroleo de folhas (EP-F) e de caules (EP-C);
cloroférmio de folhas (CHCIs-F) e de caules
(CHCI5-C); acetato de etila de folhas (AcOEt-F) e
de caules (AcOEt-C), e o residuo hidrometandlico
de folhas (MeOH/H,O-F) e de caules
(MeOH/H,0-C).

Cromatografia em Coluna (CC)

A fragéo EP-C foi submetida ao fracionamento
em coluna cromatografica de silica gel,
empregando os  sistemas de  solventes:
CHCl;:Hexano (6:4-8:2, viv), CHCI;,
CHCI3:MeOH (98:2, v/v) e MeOH, fornecendo ao
final, 25 sub-fragdes, que apds bioautografia com
C. sphaerospermum, foram reunidas de acordo
com suas semelhangas em 6 grupos ativos.

Cromatografia a Gas acoplada a
Espectrometria de Massas (CG/EM)

Cada um dos grupos ativos foi diluido em
cloroférmio na razdo de 1:100 (m/v) e analisados
em cromatografia a gas, em aparelho Agilent
(série  6890) Hewlett-Packard, acoplado a
espectrémetro de massas, com sistema gquadrupolo
(Agilent 5973 Network Mass Selective Detector),
nas seguintes condiges: injetor a 100°C,
temperatura de aquecimento da coluna de 100 a
290°C a 15°C min-1, 100°C por 2 min, e 290°C
por 15 min (tempo total de analise 30 min)
utilizando Helio como gas de arraste a uma
pressdo de 80 Kpa e velocidade linear de 1 mL
min™. Nitrogénio, ar sintético e hidrogénio foram
utilizados como gases auxiliares, na razdo de
1:1:10, respectivamente (Peng et al. 2010,
modificado).

A identificacdo dos componentes dos grupos
foi baseada na comparacdo dos espectros de
massas destes com o das bibliotecas Wiley 275 e
NIST 08.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A extracdo do material das folhas (545g) e caules
(5759) de A. schaueriana por meio de maceragdo
e posterior liofilizacdo forneceu um total de
29,129 de EEB de Folhas (EEBF), e 11,75¢g de
EEB de Caules (EEBC), demonstrando assim, que
as folhas apresentaram maior rendimento em
relacdo aos caules. Os resultados da bioautografia,
apos a anélise das cromatoplacas reveladas com
os fungos Cladosporium cladosporioides e
Cladosporium sphaerospermum, mostraram que 0
extrato bruto de caule tem maior numero de
substancias com capacidade de inibir o
crescimento desses fungos. Os halos de inibicéo
estdo mostrados com seus respectivos valores de
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Rf (fator de retencdo) determinados (Figura 1)
(Mariano et al. 2010).

1 2 3 1 2 3
Figura 1. Fotos dos cromatogramas de A.
schaueriana. 1-EEBC, 2- EEBF, 3- Nistatina.
A- Cladosporium cladosporioides e B-
Cladosporium sphaerospermum.

A Dbioautografia das fragdes, resultantes das
partices com solventes organicos 1- EEBF, 2-
EEBC, 3- EP-F, 4- EP-C, 5- CHCIs-F, 6- CHClI;-
C, 7- AcEt-F, 8- AcEt-C. com o fungo C.
sphaerospermum, permitiu a localizacdo dos
compostos com atividade antifungica, como
demonstra a Figura 2.

1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 2. Bioautografia de A. schaueriana,
revelada com C. sphaerospermum. 1- EEBF,
2- EEBC, 3- EP-F, 4- EP-C, 5- CHCI;-F, 6-
CHCI5-C, 7- AcEt-F, 8- AcEt-C.

A partir da observagdo dos halos de inibi¢do
onde a atividade foi mais intensa, e dos valores de
Rf obtidos, pode-se inferir que o0s compostos
ativos presentes em EP-C, CHCI;-C e AcOEt-C,

sejam 0s mesmos. Ja os halos de inibicdo
presentes no EEBF aparecem apenas na fracéo
CHCI3s-F, com valores de Rf = 0,65, igual aos
apresentados nas fracbes EP-C, CHCI;-C e
AcOEt-C, e Rf = 0,35.

A analise por CG/EM permitiu a identificagdo
de cinco constituintes dos grupos ativos 1-3
(Tabela 1).

Tabela 1: Compostos detectados por CG/EM nos
grupos ativos obtidos a partir da unido de sub-
fracbes da CC de EP-C de A. schaueriana,
apresentando os Tempos de Retengdo (T.R.) e
a % da area do pico correspondente em cada
um dos grupos.

T.R. Composto G1 G2 G3
15,73  Naftaleno 245

15,86  Hexadecanoato de etila 4,44

16,89  Naftoquinona (Lapachol) 15,89 7,02

22,69 Esqualeno 275 -
27,49  Lupeol 22,64 71 35,6

O lupeol (figura 3) foi a substéncia de maior
representatividade nos grupos G1, G2 e G3.
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Figura 3. Lupeol

Em estudos realizados por Galho e Sarachine
(2009), lupeol apresentou zonas moderadas de
inibicho contra o crescimento dos fungos
Aspergillus Niger, Aspergillus flavus, Rhizoctonia
phaseoli e Penicillium chrysogenum, sendo este
um indicio de que o lupeol possa ser um dos
responsdveis pela atividade antifungica em A.
schaueriana.

A naftoquinona lapachol (Figura 4) também
apresentou abundancia relevante, além de ter
ocorrido em dois grupos, G1 e G2 (conforme
tabela 1).



Figura 4. Lapachol

O lapachol demonstrou em estudos anteriores,
atividade inibitoria contra o crescimento dos
fungos Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani e
Sclerotium rolfsii em placas de petri (Sousa et al.
2008). Desta forma, pode-se inferir que ele
também seja um dos responsaveis pela atividade
antifdngica em A. schaueriana.

CONCLUSOES

A. schaueriana é uma planta que se mostra
promissora para o isolamento de substancias com
potencial antifungico, sendo que os caules sdo 0s
gue possuem atividade mais forte. O isolamento
das substancias lupeol e lapachol sugere que as
mesmas sejam parcialmente responsaveis pela
atividade antifangica.
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