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Determinação da atividade antimicobacteriana e citotoxicidade dos extratos 

brutos e substâncias puras das folhas de Calophyllum brasiliense Cambess 

(Clusiaceae) 

 

RESUMO 

A tuberculose (TB) é uma doença causada por bacilos do complexo Mycobacterium 

tuberculosis. No ano de 2010, aproximadamente 8,8 milhões de casos novos e 1,4 milhões de 

mortes em todo mundo foi causado por esta doença. Há cerca de 40 anos que não surgem 

novos medicamentos para seu tratamento, embora os fármacos disponíveis sejam eficazes, o 

tempo de tratamento é muito longo, no mínimo seis meses, nos quais muitas vezes pela alta 

toxicidade, acarretam no abandono do tratamento pelo paciente. Rifampicina e isoniazida são 

os fármacos mais potentes utilizados no tratamento da TB, porém a resistência a esses 

fármacos tem aumentado. Com a pandemia da Síndrome da Imunodeficiência Adquirida 

(AIDS), o controle insuficiente da TB e o aparecimento de cepas multi-droga resistentes 

torna-se necessário à busca de novos agentes anti-TB. O Brasil possui uma grande 

biodiversidade de plantas, fazendo com que haja uma fonte inesgotável de pesquisas na busca 

de novos fármacos de origem vegetal que tenham ação anti-TB. O gênero Calophyllum, 

pertencente à família Clusiaceae, vem despertando interesse da comunidade científica devido 

aos promissores resultados químicos e biológicos. Calophyllum brasiliense Cambess 

(Clusiaceae) é uma árvore de grande porte também conhecido como Guanandi, Jacareúba, a 

qual é uma rica fonte de compostos bioativos como as cumarinas, xantonas, triterpenos e 

biflavonóides. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade 

antimicobacteriana in vitro em M. tuberculosis e a citotoxicidade dos extratos brutos e 

substâncias puras obtidas do Calophyllum brasiliense. O resultado deste trabalho está 

apresentado no artigo: “Determinação da atividade antimicobacteriana e citotoxicidade dos 

extratos brutos e substâncias puras das folhas de Calophyllum brasiliense Cambess 

(Clusiaceae)”, nos quais foram avaliadas as concentrações inibitórias mínimas (CIM) em M. 

tuberculosis H37Rv, a citotoxicidade e o índice de seletividade (IS) dos extratos e substâncias 

puras identificando assim os compostos mais promissores ao desenvolvimento de novos 

fármacos para o tratamento da TB. 

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis. Calophyllum brasiliense. Atividade 

antimicobacteriana. Citotoxicidade.  



 

 

Determination of antimycobacterial activity and cytotoxicity of crude extracts 
and pure compounds from Calophyllum brasiliense Cambess (Clusiaceae) 
leaves 

 

ABSTRACT 

Tuberculosis (TB) is a disease caused by the Mycobacterium tuberculosis complex. In 2010 

approximately 8.8 million new cases and 1.4 million deaths worldwide were due to this 

disease. It’s been more than 40 years that no new anti-TB drugs have been used. The available 

drugs are very effective, however, the treatment is too long, at least six months. The time and 

toxicity of the available drugs, results in abandon of treatment by patient. Rifampicin and 

isoniazid are the most potent drugs used in TB treatment, but resistance to these drugs has 

increased. With the AIDS pandemic, inadequate control of TB and the emergence of multi-

drug resistant strains it is necessary to search for new anti-TB agents. Brazil has a great 

biodiversity of plants, so that, there is an inexhaustible source of research for new drugs of 

plant origin, that have an anti-TB activity. The Calophyllum genus belongs to the family 

Clusiaceae and have attracted interest from the scientific community due to its promising 

chemical and biological results. The Calophyllum brasiliense Cambess (Clusiaceae) is a large 

tree also known as Guanandi, Jacareúba, which is a rich source of bioactive compounds such 

as coumarins, xanthones, triterpenes and biflavonoids. Thus, the objective of this study was to 

evaluate antimycobacterial activity in vitro against M. tuberculosis and cytotoxicity of crude 

extracts and pure compounds obtained from Calophyllum brasiliense. The result of this work 

is in the article: “Determination of antimycobacterial activity and cytotoxicity of crude 

extracts and pure compounds from Calophyllum brasiliense Cambess (Clusiaceae) leaves”, in 

which was assessed the minimum inhibitory concentration (MIC) in M. tuberculosis H37Rv, 

cytotoxicity and selectivity index (SI) of extracts and compounds thus identifying the most 

promising compounds to develop new drugs to treat TB. 

Keywords: Mycobacterium tuberculosis. Calophyllum brasiliense. Antimicrobial activity. 

cytotoxicity. 
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CAPÍTULO I 

 

INTRODUÇÃO 

 

A tuberculose (TB) é uma doença infecto-contagiosa que afeta principalmente os 

pulmões, podendo se estender a outros órgãos e tecidos do corpo como ossos, rins e 

meninges. Apesar de seu principal agente causador, Mycobacterium tuberculosis, ter sido 

descrito em 1882, a TB ainda hoje é um grave problema de saúde pública mundial.1 

Estima-se que ocorreram mundialmente no ano de 2010 de 8,5 a 9,2milhões de casos 

novos (128/100.000 habitantes) de TB que levou a aproximadamente 1,4 milhões de 

óbitos/ano. Desses 1,4 milhões de mortes de pacientes com TB, aproximadamente 350.000 

foram de pessoas vivendo com o vírus da imunodeficiência humana (HIV). O risco de uma 

pessoa com HIV desenvolver tuberculose é cerca de 20 a 37 vezes maior do que uma pessoa 

sem o HIV.2,3 

O Brasil ocupa o 17º lugar na classificação dos 22 países que concentram 80% dos 

casos em todo o mundo com maior número de casos notificados de TB, com 81.946 

notificações e incidência de 38/100.000 habitantes.2 

Em 2001, a porcentagem nacional da incidência da co-infecção HIV/TB era de 7,4% e 

em 2009 foi de 9,2%. Esse percentual mostra-se bem mais elevado nos estados onde a 

incidência ou o número de casos de pacientes com Síndrome da Imunodeficiência Adquirida 

(AIDS) e/ou TB é maior.4 

Atualmente, a TB é a terceira causa de óbitos por doenças infecciosas e a primeira 

entre pacientes com AIDS no país.4 A AIDS e a TB formam juntas uma sindemia que altera a 

evolução clínica e epidemiológica da TB provocando um aumento da morbidade e 

mortalidade dos pacientes co-infectados.5 

O desenvolvimento e evolução da TB são dependentes de fatores como os 

aglomerados humanos, a desnutrição e a baixa resistência imunológica, estando este último 

fator intimamente relacionado com casos de infecção provocada pelo HIV.6 A pandemia da 

AIDS modificou não apenas a tendência epidemiológica da TB e infecções causadas por 

outras micobactérias, mas também sua apresentação clínica, duração do tratamento, 

resistência às drogas antituberculosas, intolerância medicamentosa e possivelmente a 

susceptibilidade dos comunicantes.6 



13 

 

O aumento dos casos de resistência às drogas utilizadas na terapêutica da TB 

contribuiu para o agravamento da situação de forma mundial, principalmente em países 

desenvolvidos, onde foram detectados surtos desta forma grave da doença. Esta resistência 

apresenta sérias consequências tanto no plano individual quanto no coletivo, pois o controle 

desta forma grave da doença depende do diagnóstico rápido e tratamento adequado dos 

casos.6,7 

Rifampicina e isoniazida são os fármacos mais potentes utilizados no tratamento da 

TB, podendo eliminar mais de 99% dos bacilos nos dois primeiros meses de tratamento. 

Porém, a resistência a esses fármacos tem aumentado significativamente no mundo, devido à 

intervenção inadequada na mutação espontânea de M. tuberculosis. Embora essas mutações 

sejam eventos quantitativamente raros, quando ocorrem em numerosas populações de 

micobactérias e sobre pressão seletiva pelo uso de um único fármaco ou abandono do 

tratamento, podem favorecer o predomínio de cepas resistentes.8 

A química dos produtos naturais é uma área de investigação com vasto potencial, 

principalmente nos países com grande biodiversidade, como é o caso do Brasil. A pesquisa de 

novos fármacos pode ocorrer pela síntese de novas moléculas, pela modificação molecular de 

substâncias naturais e/ou sintéticas com propriedades farmacológicas definidas, assim como a 

extração, isolamento e purificações de novos compostos principalmente de origem vegetal, a 

qual se caracteriza como uma fonte inesgotável de substâncias potencialmente ativas como 

medicamentos.9 

Vários estudos mostram atividade antimicobacteriana de plantas. Em revisão 

realizada por Newton et.al.10, observou-se moderada a alta atividade antimicobacteriana em 

112 metabólitos puros obtidos de extratos de 138 espécies de plantas. 

Cantrell et al.11, também encontraram atividade antimicobacteriana de terpenóides 

presente em plantas. Seidel e Taylor12 demonstraram a atividade antimicrobiana in vitro de 

extratos e constituintes de Pelagonium reniforme e Pelagonium sidoides em micobactérias de 

rápido crescimento. 

Foram feitas extensas revisões de literatura de produtos naturais enfatizando a 

diversidade estrutural de substâncias com propriedades antimicobacterianas, como os 

alcalóides, terpenóides, cumarinas/cromonas, peptídeos, fenóis, quinolonas e esteróides 

obtidos de plantas, organismos marinhos e fungos.13,14  

Leite et al.15 avaliaram a atividade antimicobacteriana dos extratos clorofórmicos e 

metanólico das folhas de Byrsonima crassa, sendo que o extrato clorofórmico demonstrou ser 

mais ativo, podendo estar relacionado pela presença de triterpenos.  
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Estudos realizados com os extratos da fruta da Campomanesia adamantium 

demonstraram que frações em acetato de etila, assim como os compostos isolados, obtiveram 

atividades bastante promissoras frente a M. tuberculosis.16 

Em um estudo realizado com folhas de Adhatoda vasica foram isoladas duas 

substâncias, acetato de vasicina e 2-acetil benzilamina nas quais demonstraram ter uma 

elevada atividade antimicobacteriana.17 

Castellar et al.18 encontraram atividade antimicobacteriana em sete metoxi-flavona e 

de um triterpeno denominado ácido oleanólico isolados do extrato em diclorometano das 

folhas da Lippia lacunosa. 

O gênero Calophyllum pertencente à família Clusiaceae vem despertando interesse da 

comunidade científica devido aos promissores resultados químicos e biológicos, sendo este 

gênero rico em metabólitos secundários como esteróides, triterpenos, cumarinas, 

benzopiranos e diversos tipos de xantonas e proantocianidinas.19 Este gênero é constituído por 

árvores de grande porte, com aproximadamente 180 a 200 espécies, sendo algumas de 

ocorrência principalmente no Brasil, como Calophyllum brasiliense Camb., onde é distribuída 

principalmente na Mata Atlântica e no Cerrado.20 

Calophyllum brasiliense é conhecido popularmente por Guarandi, Guanandi, Bari ou 

Jacareúba.21 Da casca se obtém o “bálsamo de landim” ou “bálsamo de jacareúba” usado 

contra úlceras e tumores. Na medicina popular, é utilizado para dor, inflamação, diabetes, 

hipertensão, herpes, reumatismo.22 O chá das folhas e da entrecasca é usado como anti-

inflamatório, contra varizes e hemorróidas, distúrbios gástricos e hepáticos.20,21 

Pretto et al.23 estudaram os extratos metanólico e as frações polares e apolares de 

partes diferentes de Calophyllum brasiliense como as folhas, raízes, caules, flores e frutos 

demostrando que todas as partes da planta apresentavam atividades frente a bactérias Gram 

positivas e não em Gram negativas e leveduras. Desses extratos foram isoladas várias 

substâncias no qual somente o ácido protocatéquico foi efetivo contra todos os 

microorganismos testados e a 1,5 diidroxixantona apresentou atividade somente em bactérias 

Gram positivas. 

Um estudo demonstrou que o extrato em acetona das folhas de Calophyllum 

brasiliense apresentou atividade frente à Staphylococcus aureus e as substâncias isoladas, 

mammea A/BA, jacareubina e 1,3,5,6-tetrahidróxi-2-(3,33-dimetilalil) xantona apresentaram 

importantes atividade inibitórias em isolados sensíveis e resistentes a vários 

antimicrobianos.24 
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Reyes-Chilpa et al.25 analisaram a atividade tripanocida in vitro, frente às formas 

epimastigotas e tripomastigotas de Trypanosoma cruzi das cumarinas tipo mammea isoladas 

das folhas de Calophyllum brasiliense, sendo que a mammea B/BA apresentou melhor 

atividade para formas epimastigota e tripomastigota. 

Brezan et al.26 demostraram a atividade antileishmania do extrato bruto em 

diclorometano e da cumarina isolada (-) mammea A/BB das folhas do Calophyllum 

brasiliense frente às formas promastigotas de Leishmania brasiliensis. 

Uma importante atividade biológica que vem sendo estudada é atividade anti-HIV das 

cumarinas policíclicas isoladas de Calophyllum lanigerum var. austrocoriaceum, os 

compostos isolados (+) calanolida-A, 12-acetoxicalanolideo-A e o calanolida-B apresentaram 

significativa proteção in vitro contra os efeitos citopáticos da infecção pelo vírus HIV-1.27 O 

mecanismo de ação da (+)- calanolida-A se dá por sua capacidade de inibir a enzima 

transcriptase reversa do HIV-1, essencial para a replicação desse vírus, inclusive em cepas 

resistente ao AZT, primeiro fármaco inibidor da transcriptase reversa.28 

Xu, et al.29 avaliaram a atividade da (+) calanolida-A extraída de Calophyllum 

lanigerum em M. tuberculosis no qual apresentou uma importante atividade inclusive em 

cepas resistentes com a concentração inibitória mínima (CIM) de 3,13 mg/L, indicando uma 

nova classe de substância que pode ser utilizada para o tratamento de pacientes co-infectados 

HIV e TB. 

A pesquisa de atividade antimicobacteriana de extratos vegetais é realizada 

preferencialmente pela técnica de microdiluição em placa, empregada para determinar a CIM 

do extrato.30 A técnica Microplate Alamar Blue Assay (MABA) tem sido empregada por 

pesquisadores para determinar a atividade antimicobacteriana de princípios ativos naturais31,32 

e de novos fármacos sintéticas.11,32,33 Nessa técnica, é determinada a CIM, ou seja, a 

concentração mínima da substância a ser testada capaz de inibir o crescimento em 90% das 

células bacterianas e como revelador de viabilidade bacilar na reação vem sendo usado o 

Alamar Blue.34,35,36  

O método Resazurin Microtiter Assay Plate (REMA) vem sendo usado em 

substituição ao MABA para estudos de detecção de resistência em micobactérias e tem 

demonstrado uma boa correlação dos resultados quando comparado com o método das 

proporções.35,37 Além da facilidade de execução e custo menor quando da utilização da 

resazurina como agente revelador de atividade biológica, este corante apresenta a vantagem 

de obter um resultado mais rápido quando comparado ao método das proporções.38 
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A determinação da citotoxicidade in vitro é um procedimento importante na pesquisa 

de substâncias menos tóxicas e seletivas com atividade antimicobacteriana, sendo 

fundamental que a substância atue seletivamente contra o M. tuberculosis, porém seja inócua 

ou pouco tóxica ao hospedeiro. Ensaio de viabilidade celular vem se tornando uma alternativa 

ao uso de animais, sendo útil na triagem de um grande número de produtos químicos.39 

Entre os diferentes testes que podem ser utilizados na avaliação da citotoxicidade, 

destaca-se a redução do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazólio) que 

se caracteriza por ser um método colorimétrico, rápido, quantitativo, sensível e de baixo 

custo. O ensaio com MTT é baseado na capacidade da enzima succinato desidrogenase, 

presente nas mitocôndrias das células vivas, converterem a solução aquosa do substrato 

amarelo MTT a um produto azul escuro/arroxeado, designado formazan, que é insolúvel em 

água. A capacidade das células em reduzirem o MTT fornece uma indicação da atividade e da 

integridade mitocondrial, que são interpretadas como medidas da viabilidade celular.40-43  

O Índice de Seletividade (IS) é determinado pela razão da concentração do composto 

que é capaz de permitir a viabilidade de 50% dos macrófagos (CC50) pela CIM com o objetivo 

de se estimar uma possibilidade de relação entre o ensaio in vitro e a passagem segura para 

ensaio in vivo de compostos sintéticos ou naturais.44  

Espera-se que os novos agentes possam reduzir a duração total do tratamento de 

doenças infecciosas, sejam compatíveis com os fármacos já existentes, apresentem uma ação 

sinérgica e quando possível não interferiram com outros medicamentos.45 Em adição a uma 

atividade bactericida em potencial, as novas substâncias devem ser ativas contra M. 

tuberculosis em fase de latência, evitando assim, reativação em pessoas com TB infecção.46 

 

 

JUSTIFICATIVA 

Considerando-se que os fármacos utilizados na terapêutica atual da TB apresentam 

alta toxicidade e, além disso, algumas cepas de M. tuberculosis são resistentes a esses 

fármacos, torna-se necessário a pesquisa de novos medicamentos menos tóxicos e mais 

eficazes para o tratamento da TB. 

Neste contexto, os extratos brutos e substâncias puras obtidas de Calophyllum 

brasiliense podem ser promissores contra M. tuberculosis, desta forma, se fazem necessários a 

realização de estudos da ação da atividade antimicobacteriana e citotoxicidade, a fim de se 

encontrar um fármaco ideal para o tratamento desta doença. 
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OBJETIVOS 

Objetivo Geral 

Avaliar a atividade antibacteriana in vitro em Mycobacterium tuberculosis e a 

citotoxicidade dos extratos brutos e substâncias puras obtidas de Calophyllum brasiliense. 

 

Objetivos Específicos 

 Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) de extratos brutos obtidos 

do Calophyllum brasiliense em cepa de referência M. tuberculosis H37Rv utilizando a técnica 

Resazurin Microtiter Assay Plate (REMA); 

 

 Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) de substâncias puras 

obtidas de Calophyllum brasiliense em cepa de referência M. tuberculosis H37Rv utilizando a 

técnica REMA; 

 

 Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) de substâncias puras 

obtidas do Calophyllum brasiliense em isolados clínicos de M. tuberculosis resistentes e 

sensíveis a isoniazida e outros fármacos utilizando a técnica REMA; 

 

 Realizar testes de citotoxicidade dos extratos brutos e substâncias puras de 

Calophyllum brasiliense utilizando cultura de células de macrófagos de murinos da linhagem 

J774G8; 

 Determinar o Índice de Seletividade (IS) dos extratos brutos e substâncias 

puras de Calophyllum brasiliense. 
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RESUMO 

Objetivo: Avaliar a atividade antimicobacteriana in vitro em M. tuberculosis e a 
citotoxicidade dos extratos brutos e substâncias puras de Calophyllum brasiliense. 
Materiais e métodos: Foi avaliada a atividade antimicobacteriana dos extratos e substâncias 
puras de folhas de Calophyllum brasiliense pela técnica resazurin microtiter assay plate 
(REMA). A citotoxicidade foi testada frente a macrófagos J774G8, utilizando o método 
colorimétrico MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazólio) e determinado 
o índice de seletividade (IS) para as amostras analisadas. 
Resultados: Nos extratos testados, a concentração inibitória mínima (CIM) variou entre 15,1 
- 62,5 mg/L. Das substâncias puras isoladas (-) mammea A/BB e (-) mammea B/BB ambas 
apresentaram CIM de 31,2 mg/L em cepa de referência M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) 
e para isolados clínicos sensíveis e resistentes a CIM variou de 31,2 a 62,5 mg/L. A 
substância amentoflavona não apresentou atividade em M. tuberculosis. Em relação à 
citotoxicidade, o extrato diclorometano obtido pelo método de soxhlet, foi o mais promissor 
com um IS de 3,95 e das substâncias puras a (-) mammea A/BB foi a que obteve melhor IS de 
1,06. 
Conclusão: Nossos estudos concluíram que os diferentes extratos brutos e substâncias puras 
isoladas (-) mammea A/BB e (-) mammea B/BB das folhas de Calophyllum brasiliense 
apresentaram atividade antimicobacteriana bastante promissora.  
 
Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis, Calophyllum brasiliense, Atividade  

antimicobacteriana, Citotoxicidade. 
 
 



24 

 

INTRODUÇÃO 

 

A tuberculose (TB) é um grave problema de saúde pública sendo uma das doenças 

infecciosas com mais altos índices de mortalidade no mundo. Estima-se que ocorreram 

mundialmente no ano de 2010 de 8,5 a 9,2 milhões de casos novos (128/100.000 habitantes) 

de TB que levou a aproximadamente 1,4 milhões de óbitos/ano. Desses 1,4 milhões de mortes 

de pacientes com TB, aproximadamente 350.000 foram de pessoas vivendo com o vírus da 

imunodeficiência humana (HIV). O risco de uma pessoa com HIV desenvolver tuberculose é 

cerca de 20 a 37 vezes maior do que uma pessoa sem o HIV.1,2 

Tendo em vista o grande número de efeitos colaterais associados aos fármacos mais 

utilizados no tratamento da TB, a duração de seu tratamento e a seleção de cepas resistentes 

faz-se necessário a busca de novos fármacos.3 

O gênero Calophyllum pertencente à família Clusiaceae vem despertando interesse da 

comunidade científica devido aos promissores resultados químicos e biológicos, sendo este 

gênero rico em metabólitos secundários como esteróides, triterpenos, cumarinas, 

benzopiranos e diversos tipos de xantonas e proantocianinas.4  

Xu, et al.5 avaliaram a atividade da (+) calanolida-A extraída da Calophyllum 

lanigerum em Mycobacterium tuberculosis no qual apresentou uma importante atividade, 

inclusive em cepas resistentes a fármacos antituberculosos, com concentração inibitória 

mínima (CIM) de 3,13 mg/L, indicando uma nova classe de substância que pode ser utilizada 

para o tratamento de pacientes co-infectados HIV/TB. 

Calophyllum brasiliense é conhecido popularmente por Guarandi, Guanandi, Bari ou 

Jacareúba sendo constituído por árvores de grande porte, com aproximadamente 180 a 200 

espécies, sendo algumas de ocorrência no Brasil onde é distribuída principalmente na Mata 

Atlântica e no Cerrado.6,7 Da casca, se obtém o “bálsamo de landim” ou “bálsamo de 

jacareúba” usado contra úlceras e tumores. Na medicina popular é utilizado para dor, 

inflamação, diabetes, hipertensão, herpes e reumatismo.8 Algumas cumarinas isoladas desta 

espécie, apresentaram atividade anticancerígena e antimicrobiana.9,10 

Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade 

antimicobacteriana in vitro em M. tuberculosis e a citotoxicidade de extratos brutos e 

substâncias puras obtidas de Calophyllum brasiliense. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Material vegetal 

O material vegetal utilizado nesse estudo foram folhas da espécie vegetal Calophyllum 

brasiliense Camb. (Clusiaceae), as quais foram coletadas na Ilha do Cardoso localizada no 

Estado de São Paulo, Brasil, sendo a exsicata depositada no Herbário do Instituto de Botânica 

de São Paulo sob o número de registro SP 363818. 

 

Preparo dos extratos brutos 

Extração por maceração 

As folhas secas (985 g) foram trituradas em moinhos de facas e extraídas utilizando-se 

como líquido extrator a solução hidroetanólica 90% pelo processo de maceração a frio em 

temperatura ambiente e protegido da luz até esgotamento. O extrato foi filtrado e concentrado 

por evaporação a pressão reduzida obtendo-se um extrato aquoso que foi liofilizado sendo 

denominado extrato liofilizado (149,4 g) e a parte do extrato insolúvel em água foi 

solubilizado em diclorometano, denominado resíduo solúvel em diclorometano (30,9 g).11 

 

Extração por solvente orgânico 

A extração por solvente orgânico foi baseada na metodologia do Instituto Adolfo 

Lutz12, na qual as folhas (15 g) previamente seca e moída foram embaladas em forma de 

cartucho em papel de filtro e acondicionadas no extrator Soxhlet (Satelit), o solvente foi 

aquecido próximo ao seu ponto de ebulição e o sistema mantido em refluxo por 8 horas. Os 

solventes orgânicos utilizados nas extrações foram hexano e diclorometano. Em seguida, o 

solvente foi evaporado a pressão reduzida sendo obtidos os extratos em hexano e em 

diclorometano. 

 

Extração supercrítica 

Os experimentos foram realizados em uma unidade de escala laboratorial, composta de 

um cilindro de CO2, dois banhos termostatizados, uma bomba seringa (ISCO, Modelo 500D) 

e um extrator com volume interno de aproximadamente 170 mL (diâmetro do leito é de 2,85 

cm e a altura do leito é de 26,1 cm). Foram empregadas diferentes condições de pressão, 

temperatura e densidade a uma vazão volumétrica constante para o líquido extrator formando-

se assim o extrato 1 (244,1bar; 60°C; 0,78112g/cm3; 3mL/min), extrato 2 (250,0bar; 40°C; 

0,88022g/cm3; 3mL/min) e o extrato 3 (109,2bar; 40°C; 0,6813g/cm3; 3mL/min), sendo 
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utilizado como tempo de extração 280 minutos. O leito foi alimentado com quantidade 

variada para cada amostra, a fim de que ficasse preenchido ao menos 1/3 do seu volume total, 

para isto foram usadas aproximadamente 20 g de folhas Calophyllum brasiliense. Para a 

formação do leito, o material vegetal triturado foi acomodado uniformemente na parte inferior 

do extrator, o restante da célula de extração foi preenchido com esferas de vidro (leito inerte). 

Dessa maneira, o dióxido de carbono, alimentado na parte superior do extrator, passava 

inicialmente pelo leito inerte e posteriormente pela matriz vegetal. Na saída do extrator, 

devido à despressurização, ocorria a separação do extrato do solvente e então a massa extraída 

era coletada em um recipiente de vidro âmbar.13 

 

Fracionamento e purificação do extrato bruto 

O resíduo solúvel em diclorometano (30,9 g) foi cromatografado em coluna de sílica-

gel sob vácuo (40 × 8,0cm), utilizando-se solventes de polaridade crescente. A fração 

hexânica (5,0g) obtida desta coluna foi recromatografada em coluna de sílica-gel obtendo-se 

as cumarinas (-) mammea A/BB (C25H26O5) (65 mg) e (-) mammea B/BB (C22H28O5) (13 

mg), conforme descrito por estudo anterior.14 

A fração acetato de etila (2,26 g) também foi recromatografada em coluna de sílica-gel 

obtendo-se a substância amentoflavona (C30H18O10) (276,5 mg).15 

As substâncias foram identificadas por métodos espectroscópicos, espectrométricos e 

comparadas com dados da literatura 14,15 (Fig.1).  
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Fig. 1. Substâncias isoladas das folhas da Calophyllum brasiliense. amentoflavona(1),  
(-) mammea A/BB(2) e mammea B/BB(3). 
 

Determinação da atividade antimicobacteriana 

Os extratos brutos resíduo solúvel em diclorometano, liofilizado, diclorometano, 

hexano e extratos 1, 2, 3 obtidos por diferentes métodos de extrações das folhas de 

Calophyllum brasiliense e as substâncias puras (-) mammea A/BB, (-) mammea B/BB e 

amentoflavona obtidas do extrato resíduo solúvel em diclorometano foram submetidos ao 

ensaio in vitro em triplicata para determinação da CIM em M. tuberculosis H37Rv (ATCC 

27294). As substâncias puras com atividade foram testadas em seis isolados clínicos sensíveis 

e sete resistentes à isoniazida e outros fármacos (rifampicina, pirazinamida, etambutol, 

etionamida e estreptomicina), obtidos da coleção de cultura de micobactérias do Laboratório 

de Bacteriologia Clínica do Departamento de Análises Clínicas e Biomedicina da 

Universidade Estadual de Maringá. Para tal, foi empregada a metodologia REMA preconizada 

por Palomino et al.16 e Martin et al.17 com a introdução de modificações de acordo com 

Sato.18 Em uma microplaca estéril de 96 orifícios (Falcon 3072, BECTON DICKINSON), 

foram depositados 200μL de água destilada estéril em todos os orifícios mais externos da 

placa para evitar a evaporação durante a incubação a 37ºC. Os extratos brutos e as substâncias 

puras foram dissolvidos em Dimetilsulfóxido (DMSO) (AMRESCO®). Foram adicionados na 

microplaca os extratos brutos e as substâncias puras com Middlebrook 7H9 broth (Difco 
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Laboratories, Detroid, MI, USA), suplementado com ácido oléico, albumina, dextrose e 

catalase (OADC enriquecido; BBL/Becton Dickinson, Sparks, MD,USA) e 0,2% de Glicerina 

(BIOTEC) obtendo-se concentrações finais no intervalo entre 1000 a 7,8 mg/L para os 

extratos brutos e 250 a 1,9 mg/L para substâncias puras. A isoniazida (SIGMA) foi usada 

como fármaco padrão sendo esta diluída em água deionizada estéril, seguida de diluições em 

Middlebrook 7H9 adicionados de OADC obtendo-se concentrações finais na microplaca entre 

0,0078 a 1 mg/L. A cepa de M. tuberculosis H37Rv e os seis isolados clínicos sensíveis e sete 

resistentes foram previamente cultivados em Middlebrook 7H9 com OADC a 37ºC e a 

turvação padronizada até atingir a escala nº 1 McFarland e em seguida diluída 20 vezes e 

adicionados 100µL em cada cavidade exceto nos controles de esterilidade das substâncias 

testadas, do meio de cultivo com e sem DMSO que foram usados como controle negativo. As 

microplacas foram incubadas a 37ºC por sete dias. Após este período, foram adicionados 30 

μL de solução de Resazurina (ACROS ORGANICS) (0,01% wt/vol) preparada recentemente. 

As placas foram re-incubadas por 24 horas a 37ºC. A CIM foi definida como a menor 

concentração da droga capaz de impedir a mudança de cor de azul para róseo, ou seja, 

presença de crescimento bacteriano. As microplacas foram re-incubadas por mais 24 horas e 

os orifícios que permaneceram com a cor violeta foram considerados como negativos.  

 

Estudo da citotoxicidade 

Os testes foram realizados em triplicata utilizando macrófagos da linhagem contínua 

J774G8 cultivados em frascos de cultura de células de 25 cm2 em meio de cultura RPMI-1640 

(GIBCO®) pH 7,2 e suplementado com 10% de soro fetal bovino e mantidas em estufa 

(FISCHER SCIENTIFIC) a 37oC e sob tensão de 5% de CO2. O experimento foi realizado em 

microplacas de 96 cavidades, onde foram adicionados 5 x 104 macrófagos/poço e então 

incubados com RPMI-1640 pH 7,2, suplementado com 10% de soro fetal bovino por 24 horas 

a 37oC e sob tensão de 5% de CO2. Em seguida, foi aspirado o meio de cultura dos poços e 

adicionados diferentes concentrações, em quadruplicata, dos extratos e substâncias puras a 

serem testadas diluídas em RPMI nas concentrações de 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25 e 

3,12 mg/L). Após 48 horas de incubação a 37oC sob tensão de 5% de CO2, as células viáveis 

foram quantificadas pelo método colorimétrico MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-

2,5- difeniltetrazólio) (AMBRESCO®).19 O MTT foi dissolvido em tampão fosfato salina 

(PBS) na concentração 2mg/mL e em seguida foi adicionado 50µL em todas as cavidades da 
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microplaca exceto no branco da reação. A microplaca foi incubada na estufa a 37oC e sob 

tensão de 5% de CO2, protegida da luz, por quatro horas. Em seguida foi adicionado 150µL 

de DMSO. A microplaca foi agitada e a leitura procedida com o auxílio de um leitor de Elisa 

(ASYS EXPERT PLUS), em comprimento de onda de 492 nm. DMSO foi usado como 

controle negativo. Os dados foram calculados como a porcentagem de inibição, a 

concentração de 50% de toxicidade celular (CC50) foi definida como a concentração que reduz 

a densidade óptica das células tratadas em 50% das células não tratadas. 

 

Determinação do índice de seletividade 

O índice de seletividade (IS) dos extratos brutos e das substâncias puras foi calculado a 

partir da razão dos valores da CC50 sobre a CIM. Considera-se que, quanto maior o valor do 

IS, o agente analisado é mais ativo contra o bacilo da tuberculose e menos citotóxico para o 

hospedeiro.20 

 

RESULTADOS 

 

Os resultados das CIMs dos extratos das folhas de Calophyllum brasiliense, extraídos 

pelos diferentes métodos, em M. tuberculosis e seus respectivos rendimentos são apresentados 

na Tabela 1. Pelo método de extração por maceração foram obtidos o resíduo solúvel em 

diclorometano, que apresentou rendimento de 3,1% e CIM de 62,5 mg/L; e o extrato 

liofilizado com rendimento de 15,2% e CIM de 125 mg/L. A partir da extração por Soxhlet 

foram obtidos o extrato diclorometano que apresentou rendimento de 4,3% e CIM de 15,1 

mg/L e o extrato em hexano com rendimento de 3,9% e CIM 62,5 mg/L. Os extratos 1, 2 3 

obtidos por diferentes condições de pressão, temperatura e densidade empregadas na 

metodologia por fluido supercrítico, apresentaram rendimentos de 2,9%, 2,8% e 1,4%, 

respectivamente e CIM de 62,5 mg/L.  

Ambas as substâncias puras (-) mammea A/BB e (-) mammea B/BB isoladas do 

resíduo solúvel em diclorometano obtido das folhas de Calophyllum brasiliense apresentaram 

CIM de 31,2 mg/L. A substância amentoflavona apresentou CIM superior a 500 mg/L (Tabela 

2). 
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Para os seis isolados clínicos de M. tuberculosis sensíveis e sete resistentes a isoniazida 

e outros fármacos a CIM das substâncias puras (-)mammea A/BB e (-)mammea B/BB 

variaram entre 31,2 e 62,5 mg/L (Tabela 3). 

A citotoxicidade de 50% em macrófagos J774G8, bem como as CIMs em M. 

tuberculosis H37RV e o IS dos compostos analisados são demonstrados na Tabela 4. O extrato 

em diclorometano obtido por soxhlet foi o que apresentou melhor valor de IS igual a 3,95. 

Das substâncias puras estudadas, a (-) mammea A/BB foi a mais promissora, com IS de 1,06. 

 

DISCUSSÃO 

 

Diante do surgimento de M. tuberculosis resistentes aos medicamentos convencionais, 

a pesquisas de novas substâncias puras ou de derivados extraídos de plantas desempenham 

um papel importante na quimioterapia futura da TB.21 

No presente estudo avaliamos a atividade de extratos brutos das folhas de Calophyllum 

brasiliense obtidos por diferentes solventes e métodos de extração, e de substâncias puras (-) 

mammea A/BB, (-)mammea B/BB e amentoflavona isoladas do extrato resíduo solúvel em 

diclorometano em M. tuberculosis H37Rv e em isolados clínicos sensíveis e resistentes a 

isoniazida e outros fármacos. 

Nas determinações da atividade em M. tuberculosis são consideradas promissoras as 

substâncias isoladas com CIM menor ou igual a 64 mg/L e para os extratos brutos devem ser 

considerados CIM menor ou igual a 128 mg/L.22,23 

Pelo método de extração por maceração utilizando-se como líquido extrator a solução 

hidroetanólica 90% foram obtidos dois extratos, o resíduo solúvel em diclorometano e o 

extrato liofilizado (aquoso). O resíduo solúvel em diclorometano mostrou-se mais ativo contra 

M. tuberculosis com CIM de 62,5 mg/L em relação ao extrato liofilizado (aquoso) que 

apresentou CIM de 125 mg/L. Uma das explicações para tal fato pode estar relacionada a 

solubilidade do extrato obtido uma vez que o resíduo solúvel em diclorometano é mais apolar 
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do que o extrato aquoso. Estudos mostram que o aumento da lipofilicidade das substâncias 

torna-se um importante fator para a atividade antimicobacteriana devido à parede celular das 

micobactérias conterem na sua estrutura grande quantidade de lipídeos, entre estes os ácido 

micólicos, fazendo com que compostos mais lipofílicos penetrem com maior facilidade para o 

interior bacteriano.24,25 

Em trabalho prévio realizado por Brezan et al.26 foi realizado uma análise quantitativa 

e qualitativa de (-)mammea A/BB em extratos das folhas de Calophyllum brasiliense por 

High Performance Liquide Chromatography (HPLC), no qual se verificou que o resíduo 

solúvel em diclorometano extraído das folhas pelo método de maceração utilizando-se 

solução hidroetanólica 90% apresentou uma maior concentração da substância (-) mammea 

A/BB de 20,57µg/g ±0,94 em comparação ao extrato liofilizado (aquoso) que foi de 

6,109µg/g ±0,27. A maior atividade em M. tuberculosis H37Rv do resíduo solúvel em 

diclorometano obtido em nosso estudo pode também estar também relacionada a essa maior 

quantidade da substância (-) mammea A/BB ou a um sinergismo entre substâncias presentes 

neste extrato. 

Leite et al.27 avaliaram a atividade antimicobacteriana dos extratos clorofórmico e 

metanólico extraídos das folhas de Byrsonima crassa, sendo que o extrato clorofórmico com 

CIM de 62,5 mg/L demonstrou ser mais ativo, podendo estar relacionado com a presença de 

triterpenos.  

Um estudo realizado com quarenta e oito plantas pertencentes à América Central e 

América do Sul avaliou a atividade antimicobacteriana de extratos brutos etanólicos e frações 

em hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol em M. tuberculosis H37Rv, nos quais 

evidenciaram uma tendência da maior atividade estar relacionada com os extratos mais 

lipofílicos como o hexano e o diclorometano.28 
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Em relação aos extratos das folhas de Calophyllum brasiliense obtidos por soxhlet, o 

extrato utilizando-se diclorometano como líquido extrator apresentou melhor atividade em M. 

tuberculosis H37Rv com CIM de 15,1 mg/L comparado ao obtido com o solvente hexano que 

apresentou CIM de 62,5 mg/L. Isso pode estar relacionado ao método que utiliza 

diclorometano ser mais eficiente na extração de cumarinas ou outras substâncias ativas em 

micobactérias e também ao fato das substâncias presentes nesse extrato poderem estar 

apresentando sinergismo. 

Estudos realizados com os extratos obtidos com acetato de etila da fruta da 

Campomanesia adamantium demonstraram atividade em M. tuberculosis com CIM de 62,5 

mg/L e suas frações com CIM entre 250 a 39 mg/L. A fração com melhor atividade (CIM de 

39 mg/L) em M. tuberculosis provavelmente foi devido a presença de grande quantidades das 

substâncias 5,7-diidroxi-6, 8-di-C-metilflavona e 2´, 4´-dihidroxi-3´,5´-dimetil-6´-

metoxichalcona. Essas substâncias exibiram CIM isoladamente maior que 250 e 62,5 mg/L, 

respectivamente, enquanto que quando em associação em diferentes proporções obtiveram 

CIM variando entre 7,8 e 62,5 mg/L, o que sugere o sinergismo entre ambas.29 

Na extração por fluido supercrítico a quantidade de gás, o fluxo, a temperatura, a 

pressão e o número de ciclos de extração são selecionados dependendo do componente que se 

pretende extrair.30 Em nosso estudo analisamos a ação de três extratos obtidos em diferentes 

condições de temperatura, pressão e densidade em M. tuberculosis. Todos os extratos 

apresentaram CIM de 62,5 mg/L, o que mostra que diferentes parâmetros utilizados na 

extração, não alteraram a ação antimicobacteriana dos extratos, possivelmente por nesses 

extratos estarem presentes as mesmas substâncias com ação anti-TB. 

A extração por fluido supercrítico apresenta algumas vantagens e limitações quando 

comparadas com as técnicas de extração clássicas, tais como a extração líquido-líquido, 

maceração e extração em equipamento soxhlet.31,32 Uma das principais vantagens é decorrente 
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do uso de dióxido de carbono como agente extrator, em que possui propriedades bastante 

superiores à maioria dos solventes orgânicos, como em suas características atóxicas, não ser 

inflamável, de fácil obtenção, custo baixo e ser reciclado. Aliado a essas vantagens este tipo 

de extração é simples e rápida, uma vez que envolve poucas etapas. A principal desvantagem 

é o alto custo do equipamento e a limitada capacidade do gás carbônico na extração de 

substâncias com intermediária e elevada polaridade.33 

As substâncias puras isoladas da fração hexano do resíduo solúvel em diclorometano 

das folhas de Calophyllum brasiliense (-) mammea A/BB e (-) mammea B/BB apresentaram 

igualmente CIM de 31,2 mg/L em M. tuberculosis H37Rv e CIM entre 31,2 e 62,5 mg/L em 

isolados clínicos sensíveis e resistentes, respectivamente. A amentoflavona isolada da fração 

acetato de etila do resíduo solúvel em diclorometano das folhas de Calophyllum brasiliense 

não apresentou atividade em M. tuberculosis H37Rv (CIM > 500 mg/L) e desta forma não foi 

avaliada em isolados clínicos em nosso estudo. 

Estudos demonstram importantes atividades biológicas da (-) mammea A/BB como em 

células tumorais,34 atividade moluscicida frente à Biomphalaria glabrata35 e atividade 

antileishmania in vitro frente à Leishmania amazonensis e L.braziliensis.36Em estudo de 

estrutura química e atividade antileishmania da (-) mammea A/BB, utilizando cumarinas 

naturais, derivadas e sintéticas, evidenciou que as substâncias derivadas da (-) mammea 

A/BB, tais como, (-)7-hidróxi-5-metóxi-8-(2-metilbutanoil)-6-(3-metilbut-3-en-1-il)-4-

fenilcumarina; (-) 5,7-dimetóxi-8-(1-metóxi-2-metilbutil)-6-(3-metilbut-2-en-1-il)-4-

fenilcumarina e principalmente da substância (-) 5,7-dihidróxi-8-(2-metilbutanoil)-6-(3-

metilbutil)-4-fenilcroman-2-ona, apresentaram importante atividade tanto em formas 

promastigotas como em formas amastigotas intracelulares de L. amazonensis.14 

Lin et al.37 realizaram estudos da atividade inibitória de uma série de biflavonóides 

naturais e sintéticos em M. tuberculosis utilizando uma concentração fixa de 12,5 mg/L para 
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cada composto e obtiveram que a amentoflavona foi inativa em M. tuberculosis. Porém, 

biflavonóides com grupos metoxil e grupos nitro tiveram atividade anti-TB. De acordo com 

estes autores estas mudanças estruturais nas moléculas podem ter afetado o caráter lipofílico 

dos compostos o que levou a diferentes atividades inibitórias em M. tuberculosis. 

A pesquisa de substâncias menos tóxicas e seletivas com atividade antimicobacteriana 

é determinada pela citotoxicidade in vitro a qual é um procedimento importante na pesquisa 

de fármacos. Em nosso estudo o método da redução do MTT (brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazólio) foi utilizado para determinar a citotoxicidade dos 

extratos brutos e substâncias puras e se caracteriza por ser um método colorimétrico, rápido, 

quantitativo, sensível e de baixo custo.19 Também foi avaliado o IS no qual é determinado 

pela razão da CC50 pela CIM, com o objetivo de se estimar uma possibilidade de relação entre 

o ensaio in vitro e a passagem segura para ensaio in vivo de compostos sintéticos ou 

naturais.20 

O extrato das folhas de Calophyllum brasiliense obtido pelo método de soxhlet 

utilizando como líquido extrator o diclorometano foi mais ativo para M. tuberculosis e obteve 

o melhor IS. Além disso, esse extrato apresentou maior rendimento o que torna necessário 

isolar as substâncias presentes a fim de determinar qual ou quais substâncias estão envolvidos 

na ação anti-TB. Da mesma forma a substância pura (-) mammea A/BB foi a mais promissora 

como agente anti-TB com um IS de 1,06. 

Apesar das substâncias (-) mammea A/BB e (-) mammea B/BB apresentarem a mesma 

CIM de 31,2 mg/L, que são superiores a da isoniazida, droga padrão no tratamento da TB 

(CIM = 0,01-0,2 mg/L), estas apresentaram CIM melhor em comparação com outros 

quimioterápicos utilizados no esquema terapêutico da TB como o da pirazinamida (CIM = 20-

100 mg/L em pH=5,5 ou 6,0).38 
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Nossos resultados mostram que os extratos das folhas de Calophyllum brasiliense são 

bastante promissores para a formulação de novos fármacos anti-TB e devem ser realizados 

estudos futuros para a identificação e quantificação das substâncias que possam estar atuando 

em M. tuberculosis. Estudos adicionais de estrutura química e atividade biológica com as 

substâncias isoladas (-) mammea A/BB e (-) mammea B/BB são necessários para obter 

derivados mais efetivos em M. tuberculosis e menos tóxico para o hospedeiro.  
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Tabela 1. Concentração inibitória mínima (CIM) em Mycobacterium tuberculosis H37RV e 

rendimento dos extratos de folhas de Calophyllum brasiliense empregando-se diferentes 

métodos de extração e líquidos extratores. 

RS=Resíduo solúvel.  
*Extratos 1 (244,1bar; 60°C; 0,78112g/cm3; 3mL/min); extrato 2 (250,0bar; 40°C; 
0,88022g/cm3; 3mL/min) e extrato 3 (109,2bar; 40°C; 0,6813g/cm3; 3mL/min). 
Resultados expressos em média de experimentos realizados em triplicata. 
 

 

 

 

 

Tabela 2. Concentração inibitória mínima (CIM) das substâncias puras (-) mammea A/BB,   

(-) mammea B/BB e amentoflavona isoladas do extrato resíduo solúvel em diclorometano das 

folhas de Calophyllum brasiliense em Mycobacterium tuberculosis H37RV. 

Substâncias puras CIM (mg/L) 
(-) Mammea A/BB 31,2 
(-) Mammea B/BB 31,2 

Amentoflavona > 500 
Resultados expressos em média de experimentos 
realizados em triplicata. 

 
 

 

 

Extratos 
Métodos 
de Extração 

Líquidos 
Extratores 

Rendimento 
(%) 

CIM 
(mg/L) 

RS Diclorometano Maceração Hidroetanólico 90% 3,1 62,5 
Liofilizado Maceração Hidroetanólico 90% 15,2 125 
Diclorometano Soxhlet Diclorometano 4,3 15,1 
Hexano Soxhlet Hexano 3,9 62,5 
Extrato 1* Fluido Supercrítico Gás carbônico 2,9 62,5 
Extrato 2* Fluido Supercrítico Gás carbônico 2,8 62,5 
Extrato 3* Fluido Supercrítico Gás carbônico 1,4 62,5 
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Tabela 3. Concentração inibitória mínima (CIM) de substâncias puras (-) mammea A/BB   e 

(-) mammea B/BB obtidas de folhas de Calophyllum brasiliense em isolados clínicos de 

Mycobacterium tuberculosis sensíveis e resistentes a isoniazida e outros fármacos. 

Isolados 
Clínicos 

Perfil de sensibilidade 
(-) Mammea A/BB 

(mg/L) 
(-) Mammea B/BB 

(mg/L) 
1 Sensível 31,2 31,2 
3 Sensível 31,2 31,2 

13638 Sensível 62,5 62,5 
11 Sensível 31,2 31,2 
16 Sensível 31,2 31,2 

4851 Sensível 62,5 31,2 
1193 H, R, E, S 62,5 62,5 
91 H, S 62,5 31,2 

3614 H, R, E, S, Et 31,2 31,2 
4250 H, R 31,2 31,2 
73A H, R, Z 31,2 31,2 
17 H 62,5 31,2 
40 H, R 62,5 31,2 

Resistência a: R= Rifampicina; H=Isoniazida; Z=Pirazinamida; E=Etambutol; 
ET=Etionamida; S= Estreptomicina. 
Resultados expressos em média de experimentos realizados em triplicata. 
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Tabela 4. Determinação da concentração citotóxica de 50% em macrófagos J774G8 (CC50), a 
concentração inibitória mínima (CIM) para Mycobacterium tuberculosis 
H37RV(ATCC27294) e o índice de seletividade (IS) dos extratos brutos e substâncias puras 
extraídas das folhas de Calophyllum brasiliense. 
 

RS=Resíduo solúvel.  
*Extratos 1 (244,1bar; 60°C; 0,78112g/cm3; 3mL/min); extrato 2 (250,0bar; 40°C; 
0,88022g/cm3; 3mL/min) e extrato 3 (109,2bar; 40°C; 0,6813g/cm3; 3mL/min). 
Resultados expressos em média de experimentos realizados em triplicata. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Amostras Métodos de 
Extração 

CC50 (mg/L) 
Média (desvio 
padrão) 

CIM 
(mg/L) 

IS 

Extratos     
RS Diclorometano Maceração 36,67 (4,71) 62,5 0,59 
Diclorometano Soxhlet 59,67 (5,56) 15,1 3,95 
Hexano Soxhlet 55,00 (5,00) 62,5 0,88 
Extrato 1* Fluido Supercrítico 50,67 (7,36) 62,5 0,81 
Extrato 2*  Fluido Supercrítico 43,33 (8,49) 62,5 0,69 
Extrato 3* Fluido Supercrítico 49,00 (2,00) 62,5 0,78 
Substâncias puras     
(-) Mammea A/BB  33,30 (13,30) 31,2 1,06 
(-) Mammea B/BB  27,50 (2,50) 31,2 0,88 
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CAPÍTULO III 

 

CONCLUSÕES 

Conclui-se que os vários extratos testados das folhas de Calophyllum brasiliense foram 

bastante promissores quanto à ação em M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294), no qual, o 

extrato diclorometano obtido pelo método de soxhlet foi o mais ativo e menos citotóxico. Das 

substâncias puras isoladas ambas (-) mammea A/BB e (-) mammea B/BB apresentaram ação 

antimicobacteriana, sendo que o composto (-) mammea A/BB foi o que obteve melhor índice 

de seletividade. 

 

 

PERSPECTIVAS FUTURAS 

O tratamento atual para TB é bastante longo e traz muitos efeitos colaterais para o 

paciente fazendo com que ocorra seu abandono, e assim, o surgimento de casos de resistência 

aos fármacos disponíveis contribuindo para o agravamento da situação da TB de forma 

mundial. A pesquisa em novos fármacos antimicobacterianos se torna fundamental. 

De acordo com os resultados promissores encontrados em nossos estudos com os 

extratos brutos das folhas de Calophyllum brasiliense é necessário que se isolem e 

quantifiquem as substâncias responsáveis pela ação anti-TB. Ambas as substâncias isoladas   

(-) mammea A/BB e (-) mammea B/BB apresentaram potencial como agentes 

antimicobacterianos, mas é necessário que se façam estudos de estrutura química e atividade 

biológica a fim de se encontrar derivados dessas substâncias mais efetivos frente a M. 

tuberculosis e menos tóxico para o hospedeiro.  

 

 

 

 


