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Determina¢ao da atividade antimicobacteriana e citotoxicidade dos extratos
brutos e substancias puras das folhas de Calophyllum brasiliense Cambess

(Clusiaceae)

RESUMO

A tuberculose (TB) ¢ uma doenca causada por bacilos do complexo Mycobacterium
tuberculosis. No ano de 2010, aproximadamente 8,8 milhdes de casos novos e 1,4 milhdes de
mortes em todo mundo foi causado por esta doenga. H4 cerca de 40 anos que ndo surgem
novos medicamentos para seu tratamento, embora os farmacos disponiveis sejam eficazes, o
tempo de tratamento ¢ muito longo, no minimo seis meses, nos quais muitas vezes pela alta
toxicidade, acarretam no abandono do tratamento pelo paciente. Rifampicina e isoniazida sdo
os farmacos mais potentes utilizados no tratamento da TB, porém a resisténcia a esses
farmacos tem aumentado. Com a pandemia da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS), o controle insuficiente da TB e o aparecimento de cepas multi-droga resistentes
torna-se necessario a busca de novos agentes anti-TB. O Brasil possui uma grande
biodiversidade de plantas, fazendo com que haja uma fonte inesgotavel de pesquisas na busca
de novos farmacos de origem vegetal que tenham agdo anti-TB. O género Calophyllum,
pertencente a familia Clusiaceae, vem despertando interesse da comunidade cientifica devido
aos promissores resultados quimicos e bioldgicos. Calophyllum brasiliense Cambess
(Clusiaceae) ¢ uma arvore de grande porte também conhecido como Guanandi, Jacareuba, a
qual ¢ uma rica fonte de compostos bioativos como as cumarinas, xantonas, triterpenos e
biflavonoides. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade
antimicobacteriana in vitro em M. tuberculosis e a citotoxicidade dos extratos brutos e
substancias puras obtidas do Calophyllum brasiliense. O resultado deste trabalho esta
apresentado no artigo: “Determinagao da atividade antimicobacteriana e citotoxicidade dos
extratos brutos e substincias puras das folhas de Calophyllum brasiliense Cambess
(Clusiaceae)”, nos quais foram avaliadas as concentragdes inibitorias minimas (CIM) em M.
tuberculosis H37Rv, a citotoxicidade e o indice de seletividade (IS) dos extratos e substancias
puras identificando assim os compostos mais promissores ao desenvolvimento de novos
farmacos 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, Jacareuba, 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 Hs7Rv,
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.



Dissertacdo  elaborada e  formatada
conforme as normas das publicagdes
cientificas: Journal of Antimicrobial
Chemotherapy. Disponivel em:

http://www.oxfordjournals.org/our journals

/jac/for authors/




SUMARIO

1 CAPITULO Lot 12
L1 INEEOAUGAO. ...ttt e e e et e e e e e e tta e e e eeaaaeeeeeaaaeaeeennnes 12
1.2 JUSTHICATIVA. ..ottt ettt et et et e s it e et e st e ebeesateenteens 16
1.3 OB @EIVOS. ..ttteutieiie ettt ettt ettt et et e et et e et e e st e sabeebeeenbeeseesabeenseeenbeenbeeenbeenseennneenne 17
1.4 RETEICIICIAS ..evveniieniieieeie ettt ettt et sttt sbt ettt e bt entesaeeaes 18
2 CAPITULO TLooiitriiiiiiieciieiise et 22
2.1 Determinagdo da atividade antimicobacteriana e citotoxicidade dos extratos brutos e
substancias puras das folhas de Calophyllum brasiliense Cambess (Clusiaceae).................... 23
3 CAPITULO Lottt 42
3.1 CONCIUSDES. ..ttt ettt ettt sttt et sat e bt et e s st e sbe et est e bt enteeanenbeens 42

3.2 Perspectivas FULUTAS.......cccviiiiiieiie ettt ettt e e tae e e eesenaeeenns 42



12

CAPITULO I

INTRODUCAO

A tuberculose (TB) ¢ uma doenga infecto-contagiosa que afeta principalmente os
pulmdes, podendo se estender a outros oOrgdos e tecidos do corpo como 0ssos, rins €
meninges. Apesar de seu principal agente causador, Mycobacterium tuberculosis, ter sido
descrito em 1882, a TB ainda hoje é um grave problema de saude publica mundial.'

Estima-se que ocorreram mundialmente no ano de 2010 de 8,5 a 9,2milhdes de casos
novos (128/100.000 habitantes) de TB que levou a aproximadamente 1,4 milhdes de
obitos/ano. Desses 1,4 milhdes de mortes de pacientes com TB, aproximadamente 350.000
foram de pessoas vivendo com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV). O risco de uma
pessoa com HIV desenvolver tuberculose ¢ cerca de 20 a 37 vezes maior do que uma pessoa
sem o HIV.*?

O Brasil ocupa o 17° lugar na classificacdo dos 22 paises que concentram 80% dos
casos em todo o mundo com maior nimero de casos notificados de TB, com 81.946
notificacdes e incidéncia de 38/100.000 habitantes.”

Em 2001, a porcentagem nacional da incidéncia da co-infeccao HIV/TB era de 7,4% e
em 2009 foi de 9,2%. Esse percentual mostra-se bem mais elevado nos estados onde a
incidéncia ou o nimero de casos de pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS) ¢/ou TB é maior.*

Atualmente, a TB ¢ a terceira causa de 6bitos por doencas infecciosas e a primeira
entre pacientes com AIDS no pais.* A AIDS e a TB formam juntas uma sindemia que altera a
evolucdo clinica e epidemiologica da TB provocando um aumento da morbidade e
mortalidade dos pacientes co-infectados.’

O desenvolvimento e evolugdo da TB sdo dependentes de fatores como os
aglomerados humanos, a desnutri¢ao e a baixa resisténcia imunoldgica, estando este ultimo
fator intimamente relacionado com casos de infec¢io provocada pelo HIV.® A pandemia da
AIDS modificou ndo apenas a tendéncia epidemioldgica da TB e infeccdes causadas por
outras micobactérias, mas também sua apresentagdo clinica, duracdo do tratamento,
resisténcia as drogas antituberculosas, intolerdncia medicamentosa e possivelmente a

ey eqe . 6
susceptibilidade dos comunicantes.
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O aumento dos casos de resisténcia as drogas utilizadas na terapéutica da TB
contribuiu para o agravamento da situacdo de forma mundial, principalmente em paises
desenvolvidos, onde foram detectados surtos desta forma grave da doenca. Esta resisténcia
apresenta sérias consequéncias tanto no plano individual quanto no coletivo, pois o controle
desta forma grave da doenca depende do diagnostico rapido e tratamento adequado dos
casos.®’

Rifampicina e isoniazida sdo os farmacos mais potentes utilizados no tratamento da
TB, podendo eliminar mais de 99% dos bacilos nos dois primeiros meses de tratamento.
Porém, a resisténcia a esses fAirmacos tem aumentado significativamente no mundo, devido a
intervengdo inadequada na mutagdo espontanea de M. tuberculosis. Embora essas mutacdes
sejam eventos quantitativamente raros, quando ocorrem em numerosas populagdes de
micobactérias e sobre pressdo seletiva pelo uso de um unico farmaco ou abandono do
tratamento, podem favorecer o predominio de cepas resistentes.”

A quimica dos produtos naturais ¢ uma area de investigacdo com vasto potencial,
principalmente nos paises com grande biodiversidade, como ¢ o caso do Brasil. A pesquisa de
novos farmacos pode ocorrer pela sintese de novas moléculas, pela modificacdo molecular de
substancias naturais e/ou sintéticas com propriedades farmacoldgicas definidas, assim como a
extracdo, isolamento e purificacdes de novos compostos principalmente de origem vegetal, a
qual se caracteriza como uma fonte inesgotavel de substancias potencialmente ativas como
medicamentos.’

Virios estudos mostram atividade antimicobacteriana de plantas. Em revisdo
realizada por Newton et.al.'’, observou-se moderada a alta atividade antimicobacteriana em
112 metabdlitos puros obtidos de extratos de 138 espécies de plantas.

Cantrell et al.'', também encontraram atividade antimicobacteriana de terpendides
presente em plantas. Seidel e Taylor'? demonstraram a atividade antimicrobiana in vitro de
extratos e constituintes de Pelagonium reniforme ¢ Pelagonium sidoides em micobactérias de
rapido crescimento.

Foram feitas extensas revisdes de literatura de produtos naturais enfatizando a
diversidade estrutural de substidncias com propriedades antimicobacterianas, como o0s
alcaloides, terpendides, cumarinas/cromonas, peptideos, fendis, quinolonas e esteroides
obtidos de plantas, organismos marinhos e fungos.'*'*

Leite et al."” avaliaram a atividade antimicobacteriana dos extratos cloroférmicos e
metanodlico das folhas de Byrsonima crassa, sendo que o extrato cloroformico demonstrou ser

mais ativo, podendo estar relacionado pela presenga de triterpenos.
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Estudos realizados com os extratos da fruta da Campomanesia adamantium
demonstraram que fragdes em acetato de etila, assim como os compostos isolados, obtiveram
atividades bastante promissoras frente a M. tuberculosis."®

Em um estudo realizado com folhas de Adhatoda vasica foram isoladas duas
substancias, acetato de vasicina e 2-acetil benzilamina nas quais demonstraram ter uma
elevada atividade antimicobacteriana.'’

1.'® encontraram atividade antimicobacteriana em sete metoxi-flavona e

Castellar et a
de um triterpeno denominado &cido oleanolico isolados do extrato em diclorometano das
folhas da Lippia lacunosa.

O género Calophyllum pertencente a familia Clusiaceae vem despertando interesse da
comunidade cientifica devido aos promissores resultados quimicos e bioldgicos, sendo este
género rico em metabdlitos secundarios como esterdides, triterpenos, cumarinas,
benzopiranos e diversos tipos de xantonas e proantocianidinas.' Este género é constituido por
arvores de grande porte, com aproximadamente 180 a 200 espécies, sendo algumas de
ocorréncia principalmente no Brasil, como Calophyllum brasiliense Camb., onde ¢ distribuida
principalmente na Mata Atlantica e no Cerrado.”

Calophyllum brasiliense ¢ conhecido popularmente por Guarandi, Guanandi, Bari ou
Jacaretiba.”’ Da casca se obtém o “balsamo de landim” ou “balsamo de jacaretba” usado
contra ulceras e tumores. Na medicina popular, ¢ utilizado para dor, inflamacao, diabetes,
hipertensdo, herpes, reumatismo.”> O cha das folhas e da entrecasca ¢ usado como anti-
inflamatério, contra varizes e hemorroidas, distarbios gastricos e hepaticos.?**!

Pretto et al.” estudaram os extratos metanolico e as fracdes polares e apolares de
partes diferentes de Calophyllum brasiliense como as folhas, raizes, caules, flores e frutos
demostrando que todas as partes da planta apresentavam atividades frente a bactérias Gram
positivas e ndo em Gram negativas e leveduras. Desses extratos foram isoladas varias
substancias no qual somente o acido 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 a Staphylococcus aureus e as substancias isoladas,
mammea A/BA, jacareubina e 1,3,5,6-tetrahidroxi-2-(3,33-dimetilalil) xantona apresentaram

importantes atividade inibitorias em isolados sensiveis e resistentes a varios

antimicrobianos.**
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Reyes-Chilpa et al.”’ analisaram a atividade tripanocida in vitro, frente as 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’® demostraram a atividade antileishmania do extrato bruto em
diclorometano e da cumarina isolada (-) mammea A/BB das folhas do Calophyllum
brasiliense frente as formas promastigotas de Leishmania brasiliensis.

Uma importante atividade biologica que vem sendo estudada ¢ atividade anti-HIV das
cumarinas policiclicas isoladas de Calophyllum lanigerum var. austrocoriaceum, 0s
compostos isolados (+) calanolida-A, 12-acetoxicalanolideo-A e o calanolida-B apresentaram
significativa prote¢do in vitro contra os efeitos citopaticos da infeccdo pelo virus HIV-1.2" O
mecanismo de agdo da (+)- calanolida-A se d& por sua capacidade de inibir a enzima
transcriptase reversa do HIV-1, essencial para a replicacdo desse virus, inclusive em cepas
resistente a0 AZT, primeiro fairmaco inibidor da transcriptase reversa.”®

Xu, et al.?’ avaliaram a atividade da (+) calanolida-A extraida de Calophyllum
lanigerum em M. tuberculosis no qual apresentou uma importante atividade inclusive em
cepas resistentes com a concentracao inibitoria minima (CIM) de 3,13 mg/L, indicando uma
nova classe de substancia que pode ser utilizada para o tratamento de pacientes co-infectados
HIV e TB.

A pesquisa de atividade antimicobacteriana de extratos vegetais ¢ realizada
preferencialmente pela técnica de microdilui¢do em placa, empregada para determinar a CIM
do extrato.® A técnica Microplate Alamar Blue Assay (MABA) tem sido empregada por

pesquisadores para determinar a atividade antimicobacteriana de principios ativos naturais® '~

, e 113233
e de novos farmacos sintéticas. =~

Nessa técnica, ¢ determinada a CIM, ou seja, a
concentracdo minima da substincia a ser testada capaz de inibir o crescimento em 90% das
células bacterianas ¢ como revelador de viabilidade bacilar na reagdo vem sendo usado o
Alamar Blue.***>°

O método Resazurin Microtiter Assay Plate (REMA) vem sendo usado em
substituicdo a0 MABA para estudos de detec¢do de resisténcia em micobactérias e tem
demonstrado uma boa correlagdo dos resultados quando comparado com o método das
proporcdes.>™’ Além da facilidade de execucdo e custo menor quando da utilizacio da
resazurina como agente revelador de atividade biologica, este corante apresenta a vantagem

de obter um resultado mais rapido quando comparado ao método das proporgdes.™®
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A determinacdo da citotoxicidade in vitro € um procedimento importante na pesquisa
de substincias menos toxicas e seletivas com atividade antimicobacteriana, sendo
fundamental que a substancia atue seletivamente contra o M. tuberculosis, porém seja indcua
ou pouco toxica ao hospedeiro. Ensaio de viabilidade celular vem se tornando uma alternativa
ao uso de animais, sendo (til na triagem de um grande namero de produtos quimicos.*’

Entre os diferentes testes que podem ser utilizados na avaliagdo da citotoxicidade,
destaca-se a reducao do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5- difeniltetrazolio) que
se caracteriza por ser um método colorimétrico, rapido, quantitativo, sensivel e de baixo
custo. O ensaio com MTT ¢ baseado na capacidade da enzima succinato desidrogenase,
presente nas mitocondrias das células vivas, converterem a solugcdo aquosa do substrato
amarelo MTT a um produto azul escuro/arroxeado, designado formazan, que € insolavel em
agua. A capacidade das células em reduzirem o MTT fornece uma indicagdo da atividade e da
integridade mitocondrial, que sdo interpretadas como medidas da viabilidade celular.***

O Indice de Seletividade (IS) é determinado pela razio da concentragio do composto
que € capaz de permitir a viabilidade de 50% dos macrofagos (CCsp) pela CIM com o objetivo
de se estimar uma possibilidade de relagdo entre o ensaio in vitro e a passagem segura para
ensaio in vivo de compostos sintéticos ou naturais.**

Espera-se que os novos agentes possam reduzir a duracdo total do tratamento de
doencas infecciosas, sejam compativeis com os farmacos ja existentes, apresentem uma agao
sinérgica e quando possivel ndo interferiram com outros medicamentos.* Em adi¢o a uma
atividade bactericida em potencial, as novas substancias devem ser ativas contra M.

tuberculosis em fase de laténcia, evitando assim, reativagao em pessoas com TB infecgdo.*

JUSTIFICATIVA

Considerando-se que os farmacos utilizados na terapéutica atual da TB apresentam
alta toxicidade e, além disso, algumas cepas de M. tuberculosis sdo resistentes a esses
farmacos, torna-se necessario a pesquisa de novos medicamentos menos toxicos e mais
eficazes para o tratamento da TB.

Neste contexto, os extratos brutos e substincias puras obtidas de Calophyllum
brasiliense podem ser promissores contra M. tuberculosis, desta forma, se fazem necessarios a
realizagdo de estudos da acdo da atividade antimicobacteriana e citotoxicidade, a fim de se

encontrar um farmaco ideal para o tratamento desta doenga.
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OBJETIVOS
Objetivo Geral

Avaliar a atividade antibacteriana in vitro em Mycobacterium tuberculosis e a

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

Objetivos Especificos

o Determinar a Concentragao Inibitéria Minima (CIM) de extratos brutos obtidos
do Calophyllum brasiliense em cepa de referéncia M. tuberculosis H37Rv utilizando a técnica

Resazurin Microtiter Assay Plate (REMA);

o Determinar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) de substancias puras
obtidas de Calophyllum brasiliense em cepa de referéncia M. tuberculosis H3;Rv utilizando a

técnica REMA;

o Determinar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) de substancias puras
obtidas do Calophyllum brasiliense em isolados clinicos de M. tuberculosis resistentes e

sensiveis a isoniazida e outros farmacos utilizando a técnica REMA;

o Realizar testes de citotoxicidade dos extratos brutos e substincias puras de
Calophyllum brasiliense utilizando cultura de células de macrofagos de murinos da linhagem
J774G8;

o Determinar o Indice de Seletividade (IS) dos extratos brutos e substincias

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 substancias puras de Calophyllum brasiliense.

Materiais e métodos: Foi avaliada a atividade antimicobacteriana dos extratos e substancias
puras de folhas de Calophyllum brasiliense pela técnica resazurin microtiter assay plate
(REMA). A citotoxicidade foi testada frente a macréfagos J774GS8, utilizando o método
colorimétrico MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolio) e determinado
o indice de seletividade (IS) para as amostras analisadas.

Resultados: Nos extratos testados, a concentracao inibitoria minima (CIM) variou entre 15,1
- 62,5 mg/L. Das substancias puras isoladas (-) mammea A/BB e (-) mammea B/BB ambas
apresentaram CIM de 31,2 mg/L em cepa de referéncia M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294)
e para isolados clinicos sensiveis e resistentes a CIM variou de 31,2 a 62,5 mg/L. A
substancia amentoflavona nao apresentou atividade em M. tuberculosis. Em relagdo a
citotoxicidade, o extrato diclorometano obtido pelo método de soxhlet, foi o mais promissor
com um IS de 3,95 e das substancias puras a (-) mammea A/BB foi a que obteve melhor IS de
1,06.

Conclusao: Nossos estudos concluiram que os diferentes extratos brutos e substancias 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.
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INTRODUCAO

A tuberculose (TB) € um grave problema de saude publica sendo uma das doencgas
infecciosas com mais altos indices de mortalidade no mundo. Estima-se que ocorreram
mundialmente no ano de 2010 de 8,5 a 9,2 milhdes de casos novos (128/100.000 habitantes)
de TB que levou a aproximadamente 1,4 milhdes de obitos/ano. Desses 1,4 milhdes de mortes
de pacientes com TB, aproximadamente 350.000 foram de pessoas vivendo com o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). O risco de uma pessoa com HIV desenvolver tuberculose ¢
cerca de 20 a 37 vezes maior do que uma pessoa sem o HIV.'

Tendo em vista o grande niumero de efeitos colaterais associados aos farmacos mais
utilizados no tratamento da TB, a duragdo de seu tratamento e a sele¢do de cepas resistentes
faz-se necessario a busca de novos farmacos.’

O género Calophyllum pertencente a familia Clusiaceae vem despertando interesse da
comunidade cientifica devido aos promissores resultados quimicos e bioldgicos, sendo este
género rico em metabolitos secunddrios como esterdides, triterpenos, cumarinas,
benzopiranos e diversos tipos de xantonas e proantocianinas.”

Xu, et al.’ avaliaram a atividade da (+) calanolida-A extraida da Calophyllum
lanigerum em Mycobacterium tuberculosis no qual apresentou uma importante atividade,
inclusive em cepas resistentes a farmacos antituberculosos, com concentra¢do inibitéria
minima (CIM) de 3,13 mg/L, indicando uma nova classe de substancia que pode ser utilizada
para o tratamento de pacientes co-infectados HIV/TB.

Calophyllum brasiliense ¢ conhecido popularmente por Guarandi, Guanandi, Bari ou
Jacareuba sendo constituido por arvores de grande porte, com aproximadamente 180 a 200
espécies, sendo algumas de ocorréncia no Brasil onde ¢ distribuida principalmente na Mata
Atlantica e no Cerrado.*” Da casca, se obtém o “balsamo de landim” ou “balsamo de
jacareuba” usado contra ulceras e tumores. Na medicina popular ¢ utilizado para dor,
inflamacdo, diabetes, hipertensio, herpes e reumatismo.® Algumas cumarinas isoladas desta
espécie, apresentaram atividade anticancerigena e antimicrobiana.”'?

Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
antimicobacteriana in vitro em M. tuberculosis e a citotoxicidade de extratos brutos e

substancias puras obtidas de Calophyllum brasiliense.
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MATERIAIS E METODOS

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 Sao Paulo, Brasil, sendo a exsicata depositada no Herbario do Instituto de Botanica

de Sao Paulo sob o nimero de registro SP 363818.

Preparo dos extratos brutos

Extracio por maceracio

As folhas secas (985 g) foram trituradas em moinhos de facas e extraidas utilizando-se
como liquido extrator a solu¢do hidroetanolica 90% pelo processo de maceracdo a frio em
temperatura ambiente e protegido da luz até esgotamento. O extrato foi filtrado e concentrado
por evaporacdo a pressdo reduzida obtendo-se um extrato aquoso que foi liofilizado sendo
denominado extrato liofilizado (149,4 g) e a parte do extrato insoluvel em dagua foi

solubilizado em diclorometano, denominado residuo soliivel em diclorometano (30,9 g)."

Extracio por solvente orginico

A extracdo por solvente organico foi baseada na metodologia do Instituto Adolfo
Lutz'%, na qual as folhas (15 g) previamente seca ¢ moida foram embaladas em forma de
cartucho em papel de filtro e acondicionadas no extrator Soxhlet (Satelit), o solvente foi
aquecido proximo ao seu ponto de ebuli¢do e o sistema mantido em refluxo por 8 horas. Os
solventes organicos utilizados nas extragdes foram hexano e diclorometano. Em seguida, o
solvente foi evaporado a pressao reduzida sendo obtidos os extratos em hexano e em

diclorometano.

Extracio supercritica

Os experimentos foram realizados em uma unidade de escala laboratorial, composta de
um cilindro de CO,, dois banhos termostatizados, uma bomba seringa (ISCO, Modelo 500D)
e um extrator com volume interno de aproximadamente 170 mL (didmetro do leito ¢ de 2,85
cm ¢ a altura do leito ¢ de 26,1 cm). Foram empregadas diferentes condi¢des de pressdo,
temperatura e densidade a uma vazao volumétrica constante para o liquido 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; O,6813g/cm3 ; 3mL/min), sendo
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utilizado como tempo de extracdo 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
formacao do leito, o material vegetal triturado foi acomodado uniformemente na parte inferior
do extrator, o restante da célula de extragdo foi preenchido com esferas de vidro (leito inerte).
Dessa maneira, o didoxido de carbono, alimentado na parte superior do extrator, passava
inicialmente pelo leito inerte e posteriormente pela matriz vegetal. Na saida do extrator,
devido a despressurizacdo, ocorria a separagdo do extrato do solvente e entdo a massa extraida

era coletada em um recipiente de vidro dmbar."

Fracionamento e purifica¢do do extrato bruto

O residuo soluvel em diclorometano (30,9 g) foi cromatografado em coluna de silica-
gel sob vacuo (40 x 8,0cm), utilizando-se solventes de polaridade crescente. A fracao
hexanica (5,0g) obtida desta coluna foi recromatografada em coluna de silica-gel obtendo-se
as cumarinas (-) mammea A/BB (CysHcOs) (65 mg) e (-) mammea B/BB (Cy;H»505) (13
mg), conforme descrito por estudo anterior."

A fracdo acetato de etila (2,26 g) também foi recromatografada em coluna de silica-gel
obtendo-se a substancia amentoflavona (C;oH;30,0) (276,5 mg).15

As substancias foram identificadas por métodos espectroscopicos, espectrométricos e

comparadas com dados da literatura 115 (g ig.1).
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Fig. 1. Substancias isoladas das folhas da Calophyllum brasiliense. amentoflavona(1),
(-) mammea A/BB(2) e mammea B/BB(3).

Determinacao da atividade antimicobacteriana

Os extratos brutos residuo soluvel em diclorometano, liofilizado, diclorometano,
hexano e extratos 1, 2, 3 obtidos por diferentes métodos de extragdes das folhas de
Calophyllum brasiliense e as substancias puras (-) mammea A/BB, (-) mammea B/BB e
amentoflavona obtidas do extrato residuo soliivel em diclorometano foram submetidos ao
ensaio in vitro em triplicata para determinacdo da CIM em M. tuberculosis H3;Rv (ATCC
27294). As substancias puras com atividade foram testadas em seis isolados clinicos sensiveis
e sete resistentes a isoniazida e outros farmacos (rifampicina, pirazinamida, etambutol,
etionamida e estreptomicina), obtidos da colecao de cultura de micobactérias do Laboratdrio
de Bacteriologia Clinica do Departamento de Andlises Clinicas e Biomedicina da
Universidade Estadual de Maringd. Para tal, foi empregada a metodologia REMA preconizada
por Palomino et al.'® ¢ Martin et al.'” com a introducdo de modificagdes de acordo com
Sato.'"® Em uma microplaca estéril de 96 orificios (Falcon 3072, BECTON DICKINSON),
foram depositados 200uL. de 4dgua destilada estéril em todos os orificios mais externos da
placa para evitar a evaporacdo durante a incubacao a 37°C. Os extratos brutos e as substancias
puras foram dissolvidos em Dimetilsulfoxido (DMSO) (AMRESCO®). Foram adicionados na

microplaca os extratos brutos e as substancias puras com Middlebrook 7H9 broth (Difco
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Laboratories, Detroid, MI, USA), suplementado com &cido oléico, albumina, dextrose e
catalase (OADC enriquecido; BBL/Becton Dickinson, Sparks, MD,USA) e 0,2% de Glicerina
(BIOTEC) obtendo-se concentragdes finais no intervalo entre 1000 a 7,8 mg/L para os
extratos brutos e 250 a 1,9 mg/L para substancias puras. A isoniazida (SIGMA) foi usada
como farmaco padrao sendo esta diluida em 4gua deionizada estéril, seguida de diluigdes em
Middlebrook 7H9 adicionados de OADC obtendo-se concentragdes finais na microplaca entre
0,0078 a 1 mg/L. A cepa de M. tuberculosis H37Rv e os seis isolados clinicos sensiveis e sete
resistentes foram previamente cultivados em Middlebrook 7H9 com OADC a 37°C e a
turvacdo padronizada até atingir a escala n® 1 McFarland e em seguida diluida 20 vezes e
adicionados 100uL em cada cavidade exceto nos controles de esterilidade das substancias
testadas, do meio de cultivo com e sem DMSO que foram usados como controle negativo. As
microplacas foram incubadas a 37°C por sete dias. Apds este periodo, foram adicionados 30
pL de solucdo de Resazurina (ACROS ORGANICS) (0,01% wt/vol) preparada recentemente.
As placas foram re-incubadas por 24 horas a 37°C. A CIM foi definida como a menor
concentracdo da droga capaz de impedir a mudanga de cor de azul para réseo, ou seja,
presenca de crescimento bacteriano. As microplacas foram re-incubadas por mais 24 horas e

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

Estudo da citotoxicidade

Os testes foram realizados em triplicata utilizando macréfagos da linhagem continua
J774G8 cultivados em frascos de cultura de células de 25 cm” em meio de cultura RPMI-1640
(GIBCO®) pH 7,2 ¢ suplementado com 10% de soro fetal bovino ¢ mantidas em estufa
(FISCHER SCIENTIFIC) a 37°C ¢ sob tensdo de 5% de CO,. O experimento foi realizado em
microplacas de 96 cavidades, onde foram adicionados 5 x 10* macrofagos/pogo e entdo
incubados com RPMI-1640 pH 7,2, suplementado com 10% de soro fetal bovino por 24 horas
a 37°C e sob tensdo de 5% de CO,. Em seguida, foi aspirado o meio de cultura dos pogos e
adicionados diferentes concentragdes, em quadruplicata, dos extratos e substancias puras a
serem testadas diluidas em RPMI nas concentragdes de 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25 ¢
3,12 mg/L). Apos 48 horas de incubagdo a 37°C sob tensdo de 5% de CO,, as células viaveis
foram quantificadas pelo método colorimétrico MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5- difeniltetrazélio) (AMBRESCO®)."” O MTT foi dissolvido em tampdo fosfato salina

(PBS) na concentracdo 2mg/mL e em seguida foi adicionado 50uL em todas as cavidades da
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microplaca exceto no branco da reagdo. A microplaca foi incubada na estufa a 37°C e sob
tensdo de 5% de CO,, protegida da luz, por quatro horas. Em seguida foi adicionado 150puL
de DMSO. A microplaca foi agitada e a leitura procedida com o auxilio 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 inibicdo, a
concentragdo de 50% de toxicidade celular (CCs) foi definida como a concentragado que reduz

a densidade optica das células tratadas em 50% das células ndo tratadas.

Determinacao do indice de seletividade

O indice de seletividade (IS) dos extratos brutos e das substancias puras foi calculado a
partir da razdo dos valores da CCsy sobre a CIM. Considera-se que, quanto maior o valor do
IS, o agente analisado ¢ mais ativo contra o bacilo da tuberculose e menos citotoxico para o

.20
hospedeiro.

RESULTADOS

Os resultados das CIMs dos extratos das folhas de Calophyllum brasiliense, extraidos
pelos diferentes métodos, em M. tuberculosis e seus respectivos rendimentos sao apresentados
na Tabela 1. Pelo método de extragdo por maceragdo foram obtidos o residuo solivel 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 extracdo 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 condi¢des de pressdo, temperatura e densidade empregadas na
metodologia por fluido supercritico, apresentaram rendimentos de 2,9%, 2,8% e 1,4%,
respectivamente ¢ CIM de 62,5 mg/L.

Ambas as substancias puras (-) mammea A/BB e (-) mammea B/BB isoladas do
residuo soltivel em diclorometano obtido das folhas de Calophyllum brasiliense apresentaram
CIM de 31,2 mg/L. A substancia amentoflavona apresentou CIM superior a 500 mg/L (Tabela
2).
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Para os seis isolados clinicos de M. tuberculosis sensiveis e sete resistentes a isoniazida
e outros farmacos a CIM das substancias puras (-)mammea A/BB e (-)mammea B/BB
variaram entre 31,2 e 62,5 mg/L (Tabela 3).

A citotoxicidade de 50% em macrdéfagos J774G8, bem como as CIMs em M.
tuberculosis H37RV e o IS dos compostos analisados sdo demonstrados na Tabela 4. O extrato
em diclorometano obtido por soxhlet foi o que apresentou melhor valor de IS igual a 3,95.

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

DISCUSSAO

Diante do surgimento de M. tuberculosis resistentes aos medicamentos convencionais,
a pesquisas de novas substancias puras ou de derivados extraidos de plantas desempenham
um papel importante na quimioterapia futura da TB.?'

No presente estudo avaliamos a atividade de extratos brutos das folhas de Calophyllum
brasiliense obtidos por diferentes solventes e métodos de extracdo, e de substancias puras (-)
mammea A/BB, (-)mammea B/BB e amentoflavona isoladas do extrato residuo solivel em
diclorometano em M. tuberculosis H3;7Rv e em isolados clinicos sensiveis e resistentes a
isoniazida e outros farmacos.

Nas determinagdes da atividade em M. tuberculosis sao consideradas promissoras as
substancias 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.***

Pelo método de extragdo por maceracao utilizando-se como liquido extrator a solucao
hidroetandlica 90% foram obtidos dois extratos, o residuo soluvel em diclorometano e o
extrato liofilizado (aquoso). O residuo soluvel em diclorometano mostrou-se mais ativo contra
M. tuberculosis com CIM de 62,5 mg/L em relagdo ao extrato liofilizado (aquoso) que

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

solubilidade do extrato obtido uma vez que o residuo soluvel em diclorometano ¢ mais apolar



31

do que o extrato aquoso. Estudos mostram que o aumento da lipofilicidade das substancias
torna-se um importante fator para a atividade antimicobacteriana devido a parede celular das
micobactérias conterem na sua estrutura grande quantidade de lipideos, entre estes os acido
micolicos, fazendo com que compostos mais lipofilicos penetrem com maior facilidade para o
interior bacteriano.***’

Em trabalho prévio realizado por Brezan et al.?® foi realizado uma anélise 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 residuo
soluvel em diclorometano extraido das folhas pelo método de maceragdo utilizando-se
solugdo hidroetandlica 90% apresentou uma maior concentracdo da substancia (-) mammea
A/BB de 20,57ug/g +£0,94 em comparacdo ao extrato liofilizado (aquoso) que foi de
6,109ug/g +0,27. A maior atividade em M. tuberculosis H3;Rv do residuo soluvel em
diclorometano obtido em nosso estudo pode também estar também relacionada a essa maior
quantidade da substancia (-) mammea A/BB ou a um sinergismo entre substancias presentes
neste extrato.

Leite et al.”’ avaliaram a atividade antimicobacteriana dos extratos cloroformico e
metanolico extraidos das folhas de Byrsonima crassa, sendo que o extrato cloroférmico com
CIM de 62,5 mg/L demonstrou ser mais ativo, podendo estar relacionado com a presenga de
triterpenos.

Um estudo realizado com quarenta e oito plantas pertencentes a América Central e
América do Sul avaliou a atividade antimicobacteriana de extratos brutos etanolicos e fragcoes
em hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol em M. tuberculosis H37Rv, nos quais

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

lipofilicos como o hexano ¢ o diclorometano.”®
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Em relacdo aos extratos das folhas de Calophyllum brasiliense obtidos por soxhlet, o
extrato utilizando-se diclorometano como liquido extrator apresentou melhor atividade em M.
tuberculosis H3;Rv 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 extracdo de cumarinas ou outras substancias ativas em
micobactérias e também ao fato das substincias 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 fracdes com CIM entre 250 a 39 mg/L. A fragdo com melhor atividade (CIM de
39 mg/L) em M. tuberculosis provavelmente foi devido a presenga de grande quantidades das
substancias  5,7-diidroxi-6, 8-di-C-metilflavona e 2°, 4’-dihidroxi-3’,5"-dimetil-6"-
metoxichalcona. Essas substancias exibiram CIM isoladamente maior que 250 e 62,5 mg/L,
respectivamente, enquanto que quando em associagao em diferentes proporgdes obtiveram
CIM variando entre 7,8 ¢ 62,5 mg/L, o que sugere o sinergismo entre ambas.”’

Na extragdo por fluido supercritico a quantidade de gas, o fluxo, a temperatura, a
pressao e o numero de ciclos de extragdo sao selecionados dependendo do componente que se
pretende extrair.’® Em nosso estudo analisamos a acdo de trés extratos obtidos em diferentes
condigdes de temperatura, pressao e densidade em M. tuberculosis. Todos os extratos
apresentaram CIM de 62,5 mg/L, o que mostra que diferentes parametros utilizados na
extracdo, ndo alteraram a agdo antimicobacteriana dos extratos, possivelmente por nesses
extratos estarem presentes as mesmas substancias com agado anti-TB.

A extragdo por fluido supercritico apresenta algumas vantagens e limitagdes quando
comparadas com as técnicas de extracdo cléssicas, tais como a extracao liquido-liquido,

maceragio e extragdo em equipamento soxhlet.”'** Uma das principais vantagens ¢ decorrente



33

do uso de didxido de carbono como agente extrator, em que possui propriedades bastante
superiores a maioria dos solventes organicos, como em suas caracteristicas atoxicas, ndo ser
inflamavel, de facil obtencgdo, custo baixo e ser reciclado. Aliado a essas vantagens este tipo
de extracdo ¢ simples e rapida, uma vez que envolve poucas etapas. A principal desvantagem
¢ o alto custo do equipamento e a limitada capacidade do gas carbonico na extragdo de
substincias com intermediéria e elevada polaridade.®

As substancias puras isoladas da fragao hexano do residuo soluvel 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 H3;Rv e CIM entre 31,2 ¢ 62,5 mg/L em
isolados clinicos sensiveis e resistentes, respectivamente. A amentoflavona isolada da fragcdo
acetato de etila do residuo solivel em diclorometano das folhas de Calophyllum brasiliense
nao apresentou atividade em M. tuberculosis H3;Rv (CIM > 500 mg/L) e desta forma nao foi
avaliada em isolados clinicos em nosso estudo.

Estudos demonstram importantes atividades biologicas da (-) mammea A/BB como em
células tumorais,”® atividade moluscicida frente & Biomphalaria glabrata® e atividade
antileishmania in vitro frente a Leishmania amazonensis e L.braziliensis.*Em estudo de
estrutura quimica e atividade antileishmania da (-) mammea A/BB, utilizando cumarinas
naturais, derivadas e sintéticas, evidenciou que as substancias derivadas da (-) mammea
A/BB, tais como, (-)7-hidroxi-5-metdxi-8-(2-metilbutanoil)-6-(3-metilbut-3-en-1-il)-4-
fenilcumarina; ) 5,7-dimet6xi1-8-(1-metdxi-2-metilbutil)-6-(3-metilbut-2-en-1-il)-4-
fenilcumarina e principalmente da substancia (-) 5,7-dihidroxi-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."*

Lin et al.’’ realizaram estudos da atividade inibitoria de uma série de biflavonoides

naturais e sintéticos em M. tuberculosis utilizando uma concentracao fixa de 12,5 mg/L para
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cada composto e obtiveram que a amentoflavona foi inativa em M. tuberculosis. Porém,
biflavonoides com grupos metoxil e grupos nitro tiveram atividade anti-TB. De acordo com
estes autores estas mudangas estruturais nas moléculas podem ter afetado o carater lipofilico
dos compostos o que levou a diferentes atividades inibitorias em M. tuberculosis.

A pesquisa de substancias menos toxicas e seletivas com atividade antimicobacteriana
¢ determinada pela citotoxicidade in vitro a qual ¢ um procedimento importante na pesquisa
de farmacos. Em nosso estudo o método da redugdo do MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-i1)-2,5- difeniltetrazolio) foi utilizado para determinar a citotoxicidade dos
extratos brutos e substancias puras e se caracteriza por ser um método colorimétrico, rapido,
quantitativo, sensivel e de baixo custo."” Também foi avaliado o IS no qual ¢ determinado
pela razdo da CCsy pela CIM, com o objetivo de se estimar uma possibilidade de relagdo entre
0 ensaio in vitro € a passagem segura para ensaio in vivo de compostos sintéticos ou
naturais.*

O extrato das folhas de Calophyllum brasiliense obtido pelo método de soxhlet
utilizando como liquido extrator o diclorometano foi mais ativo para M. tuberculosis e obteve
o melhor IS. Além disso, esse extrato apresentou maior rendimento o que torna necessario
isolar as substancias presentes a fim de determinar qual ou quais substancias estdo envolvidos
na ac¢ao anti-TB. Da mesma forma a substancia pura (-) mammea A/BB foi a mais promissora
como agente anti-TB com um IS de 1,06.

Apesar das substancias (-) mammea A/BB e (-) mammea B/BB apresentarem a mesma
CIM de 31,2 mg/L, que sao superiores a da isoniazida, droga padrdo no tratamento da TB
(CIM = 0,01-0,2 mg/L), estas apresentaram CIM melhor em comparagdo com outros
quimioterapicos utilizados no esquema terapéutico da TB como o da pirazinamida (CIM = 20-

100 mg/L em pH=5,5 ou 6,0).**
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Nossos resultados mostram que os extratos das folhas de Calophyllum brasiliense sao
bastante promissores para a formulagao de novos farmacos anti-TB e devem ser realizados
estudos futuros para a identificagdo e quantificacdo das substancias que possam estar atuando
em M. tuberculosis. Estudos adicionais de estrutura quimica e atividade biologica com as
substancias isoladas (-) mammea A/BB e (-) mammea B/BB siao necessarios para obter

derivados mais efetivos em M. tuberculosis ¢ menos toxico para o hospedeiro.
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Tabela 1. Concentracdo inibitéria minima (CIM) em Mycobacterium tuberculosis H37RV e
rendimento dos extratos de folhas de Calophyllum brasiliense empregando-se diferentes

métodos de extragdo e liquidos extratores.

Métodos Liquidos Rendimento CIM
Extratos de Extracio Extratores (%) (mg/L)
RS Diclorometano Maceragio Hidroetanolico 90% 3,1 62,5
Liofilizado Maceragio Hidroetanolico 90% 15,2 125
Diclorometano Soxhlet Diclorometano 4,3 15,1
Hexano Soxhlet Hexano 3,9 62,5
Extrato 1* Fluido Supercritico ~ Gas carbonico 29 62,5
Extrato 2* Fluido Supercritico ~ Gaés carbonico 2,8 62,5
Extrato 3* Fluido Supercritico  Gaés carbonico 1,4 62,5

RS=Residuo soluvel.

*Extratos 1 (244,1bar; 60°C; 0,781 l2g/cm3; 3mL/min); extrato 2 (250,0bar; 40°C;
O,88022g/cm3; 3mL/min) e extrato 3 (109,2bar; 40°C; O,6813g/cm3; 3mL/min).

Resultados expressos em média de experimentos realizados em triplicata.

Tabela 2. Concentragdo inibitéria minima (CIM) das substancias puras (-) mammea A/BB,
(-) mammea B/BB e amentoflavona isoladas do extrato residuo soltvel em diclorometano das

folhas de Calophyllum brasiliense em Mycobacterium tuberculosis H37RV.

Substincias 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.
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Tabela 3. Concentragao inibitéria minima (CIM) de substancias puras (-) mammea A/BB ¢

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

Mycobacterium tuberculosis sensiveis e resistentes a isoniazida e outros farmacos.

Icsﬁilal(cl((;: Perfil de sensibilidade Ma(‘;‘;‘/‘;f‘) A/BB () Ma(‘;‘g'}e{; B/BB
1 Sensivel 31,2 31,2
3 Sensivel 31,2 31,2
13638 Sensivel 62,5 62,5
11 Sensivel 31,2 31,2
16 Sensivel 31,2 31,2
4851 Sensivel 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

Resisténcia 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. Determinacdo da concentracao citotoxica de 50% em macrofagos J774G8 (CCsp), a
concentracdo  inibitoria  minima  (CIM) para  Mycobacterium tuberculosis
H37RV(ATCC27294) e o indice de seletividade (IS) dos extratos brutos e substancias puras
extraidas das folhas de Calophyllum brasiliense.

CC50 (mg/L) CIM

Amostras Métodos de Média (desvio (mg/L) IS

Extracao padrio)
Extratos
RS Diclorometano Maceracao 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 Supercritico 50,67 (7,36) 62,5 0,81
Extrato 2* Fluido Supercritico 43,33 (8,49) 62,5 0,69
Extrato 3* Fluido Supercritico 49,00 (2,00) 62,5 0,78
Substancias puras
(-) Mammea A/BB 33,30 (13,30) 31,2 1,06
(-) Mammea B/BB 27,50 (2,50) 31,2 0,88

RS=Residuo soluvel.

*Extratos 1 (244,1bar; 60°C; 0,781 l2g/cm3; 3mL/min); extrato 2 (250,0bar; 40°C;
O,88022g/cm3; 3mL/min) e extrato 3 (109,2bar; 40°C; O,6813g/cm3; 3mL/min).

Resultados expressos em média de experimentos realizados em triplicata.



42

CAPITULO III

CONCLUSOES

Conclui-se que os varios extratos testados das folhas de Calophyllum brasiliense foram
bastante promissores quanto a acdo em M. tuberculosis H3;Rv (ATCC 27294), no qual, o
extrato diclorometano obtido pelo método de soxhlet foi 0 mais ativo e menos citotoxico. Das
substancias puras isoladas ambas (-) mammea A/BB e (-) mammea B/BB apresentaram acao
antimicobacteriana, sendo que o composto (-) mammea A/BB foi o que obteve melhor indice

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 resisténcia
aos farmacos disponiveis contribuindo para o agravamento da situacdo da TB de forma
mundial. A pesquisa em novos farmacos antimicobacterianos se torna fundamental.

De acordo com os resultados promissores encontrados em nossos estudos com o0s
extratos brutos das folhas de Calophyllum brasiliense ¢ necessario que se isolem e
quantifiquem as substancias responsaveis pela acdo anti-TB. Ambas as substancias isoladas
(-) mammea A/BB e (-) mammea B/BB apresentaram potencial como agentes
antimicobacterianos, mas ¢ necessario que se fagam estudos de estrutura quimica e atividade
biologica a fim de se encontrar derivados dessas substancias mais efetivos frente a M.

tuberculosis € menos toxico para o hospedeiro.



