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RESUMO

HIGUCHI, C.T. Byrsonima spp: estudo anatémico e histoquimico foliar,
atividade antimicobacteriana e citotoxicidade de extratos e seus derivados.
Araraquara. 2007. (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP

As espécies do género Byrsonima (Malpighiaceae) sao popularmente conhecidas
como “murici-vermelho” ou “murici-cascudo” e os frutos sdo usados como sucos,
geléias e licores no Norte e no Nordeste do Brasil. Nos mercados da regiao
amazoOnica, inumeras plantas nativas sdo comercializadas com propédsitos
medicinais e alimentares. O género Byrsonima predominantemente ocorre no
Cerrado e contém inumeras espécies medicinais, cujos frutos e cascas sao
utilizados para fins terapéuticos. Sao poucos os estudos relativos a identificagao
anatdmica e a investigacao histoquimica das espécies do Cerrado. Até o momento
poucos estudos quimicos, biolégicos e farmacolégicos foram realizados com os
extratos destas espécies. Assim os dados obtidos neste estudo podem contribuir
para um melhor entendimento das plantas dessa regido. Os objetivos do presente
trabalho visaram descrever a anatomia da regido mediana das folhas das espécies B.
basiloba A.Juss., B. crassa Niedenzu (IK), B. fagifolia Nied. e B. intermedia Juss.;
estudar a histoquimica das espécies citadas; avaliar a atividade antimicobacteriana
utilizando a técnica da microdiluicio em placa com Alamar Blue®; avaliar o indice de
Citotoxicidade (IC) dos extratos, fracbes e compostos isolados das espécies que
apresentaram promissores resultados de Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) e
verificar o indice de Seletividade (IS) dos extratos, fracdes e compostos isolados.
Anatomicamente, as espécies estudadas apresentam mesofilo dorsiventral, formado
por 1 a 3 camadas de células no parénquima palicadico; grandes espacos
intercelulares no parénquima lacunoso na B. intermedia e arranjos compactos em
outras espécies; cristais (drusas) em 2 das 4 espécies e esclerénquima presente nas
nervuras de todas espécies. A analise histoquimica revelou que os principais
constituintes quimicos presentes foram lipidios totais, esterdides, lactonas
sesquiterpénicas e terpendides para substancias apolares; e compostos fendlicos,
taninos, alcaloides, polissacarideos totais e proteinas totais para substancias polares,
com diferentes intensidades de reacdo em cada espécie. Em relacdo a atividade
antimicobacteriana, foram encontrados valores de CIM mais promissores nas
fragdes metandlica (7,81ug'mL™") e diclorometanica (1,95ug-mL™") da B. fagifolia,
fracdo em diclorometano da B. basiloba (7,81ug'mL™") e fragdo em metanol da B.
crassa (7,81ug'mL"). Em ensaio subsequente, foi determinada a CIM dos
compostos de B. fagifolia. O acido bassico (2,5ug-mL'1) apresentou elevada
atividade antimicobacteriana. Em relagéo a citotoxicidade, foram obtidos melhores IS
na fracao em diclorometano das espécies B. fagifolia (2,06) e B. basiloba (1,46). Os
estudos anatémicos e histoquimicos foram importantes para a identificagdo botanica
das espécies ressaltando a localizagdo das substéncias ativas nos tecidos vegetais.
Em particular, destaca-se a espécie B. fagifolia a qual observou-se, por testes
histoquimicos, a presenca de terpendides e esterdides, correlacionando-se com o
acido bassico isolado, apresentando elevada atividade antimicobacteriana e média
citotoxicidade.

Palavras-chave: Byrsonima spp, atividade antimicobacteriana, anatomia foliar,
estudo histoquimico e citotoxicidade




ABSTRACT

HIGUCHI, C.T. Byrsonima spp: Anatomical and histochemical leaf study,
antimicobacterial activity and citotoxicity of extracts and its derivates. 2007.
(Master in Pharmaceutical Sciences) State University "Julio de Mesquita Filho" -
UNESP

The species of the Byrsonima genus (Malpighiaceae) popularly are known as "murici-
vermelho" or "murici-cascudo" and fruits are used as juices, jellies and liquores in the
North and the Northeast of Brazil. In the markets of the Amazon region, innumerable
native plants are commercialized with medicinal and alimentary intentions. Byrsonima
genus predominantly occurs in the Cerrado and contains innumerable medicinal
species, whose fruits and barks are used for therapeutical purposes. The relative
studies are few the anatomical identification and histochemical inquiry from species
of the plants of this region. Until the moment few chemical, biological and
pharmacological studies had been carried through with extracts of these species. In
this direction the data in this study can contribute over all for the best agreement of
the plants from Cerrado of the Byrsonima genus. The objectives of the present work
had aimed at to describe the anatomy of the medium region of leaves of species B.
basiloba A. Juss., B. crassa Niedenzu (IK), B. fagifolia Nied. and B. intermedia Juss.;
to study the histochemistry of the cited species; to determine the sensitivity profile
using itself it technique of the MABA; to evaluate the Index of Citotoxicity (IC) of
extracts, fractions and isolated compounds of the species that had presented
promising results of MIC and to determine the Selectivity Index (SI) of extracts,
isolated fractions and compounds. Anatomically, it was verified that mesophyll is
joined, possessing from 1 to 3 layers of cells in palisade parenchyma, palisade
parenchyma is loosened; there are crystals (drusean) in 2 of 4 studied species and
sclerenchyma presents in ribbings of all species. Histochemical analysis disclosed to
the main chemical constituent presents had been general lipids, steroids,
sesquiterpene lactones and terpenoids for lipophilic substances; and phenolic
compounds, tannins, alkaloids, polysaccharides and total proteins for hydrophilic
substances with different intensities of reaction in each species. In relation the
antimycobacterial activity, it had been found more promising values of MIC in the
methanolic fractions (7,81ug'mL™) and dicloromethanolic (1,95ug-mL™") of the B.
fagifolia, dicloromethanolic fraction of the B. basiloba (7,81ug-mL™") and methanolic
fraction of the B. crassa (7,81ug'mL™"). In next assay it was determined the MIC of
compounds of B. fagifolia. The compound bassic acid (2,5ug-mL™") had presented
high antimycobacterial activity. In relation the citotoxicity, it had been gotten better IS
in the dicloromethanolic fraction of the species B. fagifolia (2,06) and B. basiloba
(1,46). The anatomical and histochemical studies had been important for the
botanical identification of the species standing out the localization of active
substances in vegetal tissue. In particular, it is distinguished B. fagifolia species
which was observed, for histochemical tests, the presence of terpenoids and steroids,
correlating themselves with the bassic acid isolated, presenting raised
antimicobacterial activity and citotoxicity average.

Key-words: Byrsonima spp, antimycobacterial activity, leaf anatomy, histochemical
study and citotoxicity




1. INTRODUGAO

O Cerrado brasileiro apresenta cerca de 6500 espécies vegetais das quais
mais de duzentas ja tém atribuida alguma importéncia econémica. A complexidade
vegetal e diversidade de fisionomias propicia variagbes na populacéo vegetal deste
bioma, aumentando, por exemplo, as expressdes fenotipicas devido a influéncia dos
componentes ambientais. Esta variagdo € muito importante por tornar os vegetais
aptos a sobreviverem quando submetidos a fortes pressdes seletivas (Brasil, 2004).

Em decorréncia da busca de substancias novas ativas biologicamente, o
interesse sobre a biodiversidade existente da regido do Cerrado cresceu nos ultimos
anos. Esta exploragdo dos recursos bioldgicos naturais, ou seja, a exploracao da
biodiversidade é denominada de bioprospeccédo. Ela propicia conhecimento da
biodiversidade e do seu potencial, pode fornecer substancias importantes ao ser
humano e melhorar o nivel cientifico do pais.

Assim, a bioprospecgédo pode ser definida como um método ou forma de
localizar, avaliar e explorar sistematica e legalmente a diversidade de vida existente
em determinado local, tendo como objetivo principal, a busca de estruturas
moleculares, recursos genéticos e bioquimicos. O processo de bioprospecc¢ao deve
obedecer principios ideoldgicos para que haja uma credibilidade cientifica. Neste
contexto, a Fundagado de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo — FAPESP —
apoiou um projeto tematico denominado “Uso Sustentavel da Biodiversidade
Brasileira: Prospecc¢ao quimico-farmacolégica em plantas superiores” tendo como
objetivo pesquisar e realizar a bioprospecgéo da regidao do Cerrado.

Neste projeto, dentre as muitas investigagbes executadas, destaca-se o
estudo da atividade antimicobacteriana dos extratos vegetais de Byrsonima spp. Por
meio de técnicas de bioprospecgcdo, estas espécies foram selecionadas e
pesquisadas tendo-se como critério os conhecimentos populares de uso medicinal.

A tuberculose, ha tempos foi declarada em estado emergencial no mundo,
sendo ainda na atualidade a maior causa de morte por doenca infecciosa em adultos,
de acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS). Cerca de dois bilhdes de

pessoas, correspondendo a um terco da populagdo mundial, esta infectada pelo M.




tuberculosis. Destes, 8 milhdes desenvolverdo a doenca e 2 milhdes morreréo a
cada ano (WHO, 2007).

Apesar da existéncia de esquemas terapéuticos eficazes, muitos pacientes
nao se curam, porque interrompem o tratamento ou usam irregularmente os
medicamentos. Estes fatores induzem a selecédo de cepas de M. tuberculosis
mutantes resistentes elevando as taxas de resisténcia tanto primaria quanta
adquirida e, consequentemente causando faléncia no tratamento.

Neste sentido, novas alternativas terapéuticas vém sendo estudadas
destacando-se a pesquisa de novos farmacos. Em decorréncia da complexa
biodiversidade da regidao do Cerrado, ressalta-se seu potencial na busca de plantas
gue podem apresentar alguma atividade antimicobacteriana.

Em 2007, a OMS anunciou o acréscimo de um novo farmaco contra a
tuberculose, o Cycloserine® (4-aminoisoxazolidin-3-ona), em sua lista de
medicamentos recomendados, com o objetivo de melhorar as distintas opgbes de
produtos de qualidade que existem para atacar a doenca e que se torna importante
para combater os tipos de tuberculose resistente aos tratamentos basicos (WHO,
2007).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Familia Malpighiaceae

Muitas plantas pertencentes as mais variadas familias tém sido empregadas
popularmente na regido do Cerrado no tratamento de diversas doengas como, por
exemplo, as plantas da familia Malpighiaceae (Almeida et al., 1998). Esta familia
compreende aproximadamente 66 géneros e 1200 espécies de arvores e lianas,
sendo que 32 géneros com aproximadamente 300 espécies (Araujo, 1994)
encontram-se distribuidas nas regides tropicais e subtropicais no Brasil (Cronquist,

1981), sendo uma das dez familias mais bem representadas no Cerrado (Mendonga




et al. 1998), bioma que apresenta caréncia de estudos de anatomia vegetal,
especialmente no que se refere aos frutos e sementes.

A morfologia das flores de Malpighiaceae é bastante homogénea, mas seus
frutos possuem extrema diversidade (Anderson, 1979), ocorrendo frutos
indeiscentes, secos e carnosos e frutos secos deiscentes, que podem ser alados ou
nao, glabros ou pilosos. Os frutos carnosos evoluiram separada e repetidamente em
diversas épocas (Anderson, 1990); acredita-se que isso ocorreu devido ao advento
de passaros pequenos, tipicos dispersores destes frutos (Anderson, 1977). Com
relacdo as sementes, nota-se que poucas espécies foram estudadas em detalhe.
Singh (1964) referiu o estudo da estrutura seminal de Malpighia glabra L. e Thryallis
glauca (Cav.) Kuntze, enquanto Corner (1976) relatou também a de Heteropterys
angustifolia Griseb. e Tristellateia australasiae A. Rich. Segundo Corner (1976), as
espécies de Malpighiaceae apresentam sementes tégmicas, com exotégmen fibroso
e endotégmen esclerético, sendo que, em determinadas espécies, uma ou ambas as
caracteristicas tégmicas podem estar ausentes. Estudando Janusia guaranitica
(Malpighiaceae), Lorenzo (1981) descreveu um unico tegumento que se diferencia,
com a epiderme formada por células grandes com alto conteudo de compostos
fendlicos.

O género Byrsonima Rich. ex H.B.K. possui mais de 15 espécies (Anderson
1977), com frutos drupoides de pirénio unico dividido em trés loculos (Barroso et al.
1984). Suas espécies sdo popularmente conhecidas como murici, murici-vermelho
ou murici-cascudo e apresentam rapido crescimento, flores vistosas e frutos
adocicados e suculentos que atraem aves, com grande potencial para uso
ornamental e para recuperacdo de areas degradadas (Ribeiro et al. 1999). Nos
mercados da regido amazonica, inumeras plantas nativas sdo comercializadas com
propésitos medicinais e alimentares, sendo usadas no preparo de sucos, geléias e
liquores no Norte e no Nordeste do Brasil. Elas s&o famosas devido ao aroma
exoético, sabor agridoce e polpa suculenta. No Nordeste brasileiro, as espécies deste
género sdo comumente empregadas como antiasmaticas, anti-térmicas e resolutivas
em infecgdes da pele (Caceres et al., 1993). Os indios da Amazodnia as utilizam no

tratamento de doencgas respiratorias e também como laxantes (Silva, 1991).




Ja foram isolados do género Byrsonima alguns derivados flavondidicos (B.
verbascifolia), no entanto, sdo os triterpenos que representam a classe de
substancias naturais de ocorréncia mais freqiente no género (Cantrell et al., 1996).
Em estudos farmacolégicos, foram verificadas atividades bactericidas, antifungicas,
espamogénicas e anti-protozoarias associadas aos triterpendides (acido betulinico e
lupeol), flavondides (hiperina), quercetina, sulfonoglicosideo, esterdides aromaticos,
aminoacidos e proantocianinas [1-6] (Felicio et al., 1995). Em investigagao
fitoquimica do extrato metandlico de folhas de B.crassa foram isoladas catequinas e
glicosideos flavondidicos (Sannomiya et al., 2004 e 2005).

Ha inumeras propriedades atribuidas ao caule e as folhas de B. crassa
incluindo agao antiemética, diurética e tratamento de ulcera, gastrite e diarréia (Silva
et al., 2001). Berger et al. (1998) relatou também a atividade tripanomicida destas
espécies. Heinrich (2003) também confirmou que a atividade antiespamodica desta
planta é devido a sua fracdo rica em flavonoides. Outras espécies, como B.
verbascifolia apresentaram atividade antiviral (Lopez et al., 2001). Investigacdes
fitoquimicas de B. crassifolia, B. microphylla e B. verbascifolia revelaram a
ocorréncia de sulfonoglicolipidios, esteroides, triterpenos, ésteres aromaticos,
aminoacidos e proantocianidinas (Gottlieb et al., 1975; Amarquaye et al., 1994;
Geiss et al., 1995; Rastrelli et al., 1997; Mendes et al., 1999).

2.2. Estudo morfolégico das espécies Byrsonima

As espécies pertencentes a familia Malpighiaceae geralmente apresentam
folhas simples, pecioladas ou sésseis, opostas, com duas ou mais glandulas visiveis
a olho nu, que se localizam no peciolo ou na superficie abaxial da lamina foliar (Judd,
1999). Segundo Anderson (1990), as estruturas secretoras nos érgaos foliares sao
denominadas nectarios extraflorais, tanto para espécies do hemisfério norte quanto
para as do hemisfério sul.

Na familia Malpighiaceae, o mesofilo pode ser dorsiventral ou isobilateral,

podendo também apresentar células armazenadoras de agua de localizagao variavel.




Os feixes vasculares das nervuras podem ou n&o apresentar tecido de sustentagéo
(Attala, 2004). Nas folhas de Gomphrena arborescens L.f. (Amaranthaceae), nativa
da regido do Cerrado, o mesofilo apresenta simetria bilateral, com 1 a 2 camadas de
parénquima palicadico na face adaxial e 2 a 3 camadas de parénquima lacunoso na
face abaxial (Fank-de-Carvalho e Graciano-Ribeiro, 2005).

Nas espécies do género Byrsonima, € comum a ocorréncia de células com
presenca de cristais de oxalato de calcio na forma de drusas (Metcalfe e Chalk,
1950; Giuletti, 1971) dispersos aleatoriamente na regido mesofilica. Este tipo de
disposicédo também se encontra na familia Melastomaceae, ocorrendo também em
regides superficiais ou proximas aos feixes vasculares (Keating, 1984). No mesofilo
ovariano, muitos cristais do tipo drusa s&do observados, onde também ocorrem
diversos idioblastos, contendo compostos fendlicos. Camadas mais internas
apresentam células muito delgadas, colapsadas na maioria das regifes, que se
tornam nitidas quando apresentam cristais prismaticos. Na regido mesocarpica
externa do fruto observa-se cristais dispersos do tipo drusa (Souto e Oliveira, 2005).

A espécie B. intermedia apresenta tricomas caracteristicos da familia
Malpighiaceae no receptaculo floral, sendo que estes permanecem associados ao
fruto, entre o pericarpo e o calice persistente caracteristico da familia. Também deve
ser destacado que, no ovario, a cuticula se torna mais espessa a medida que se
distancia da base desse 6rgéao; tal variacdo € mantida no fruto até sua maturidade.
Considerando-se que tricomas tectores e cuticula espessa estdo relacionados a
protecao contra a perda de agua e a predacgao, pode-se constatar que B. intermedia
apresenta maior investimento no espessamento da cuticula na regido em que o
ovario e, posteriormente, o pericarpo, ficam expostos ao ambiente, sem estarem
recobertos e protegidos pelos tricomas receptaculares (Souto e Oliveira, 2005). Os
tricomas, de formas variadas e complexas, constituem um importante auxilio na
identificacdo dos géneros e espécies (Metcalfe & Chalk 1950).

As folhas da espécie Byrsonima podem ser glabras ou pilosas, podendo os
tricomas serem persistentes ou caducos, filamentosos ou em forma de T, estes
ultimos comumente denominados “pélos malpiguiaceos”, por serem muito frequentes

nesta familia botanica. Eles se caracterizam por serem unicelulares, apresentando




dois bragos de tamanhos iguais ou desiguais mais ou menos horizontais e ligados a
planta por uma haste curta ou longa (Metcalfe e Chalk, 1950).

Os estbmatos sdo do tipo paracitico e estdo normalmente presente na face
abaxial das folhas, mas podem ocorrer em ambas as faces como em Byrsonima
Subterranea Brade e Mark (Giulietti, 1971), Caucanthus edulis Forsk e Triaspsis spp
Burchell (Metcalfe e Chalk, 1950). A grande maioria das espécies de Forsteronia
apresenta predominantemente estdmatos paraciticos restritos a face inferior. Esses
caracteres foram anteriormente registrados para as folhas de Allamanda neriifolia
Hook. (hoje A. schottii Pohl), Thevetia peruviana (Pers.) K.Schum e Vinca minor L.,
consideradas xeromorficas por Fjell (1983).

Embora as glandulas sejam freqlientemente referidas nos trabalhos, para a
maioria das espécies ndo ha sequer o conhecimento a respeito da natureza do
produto secretado ou mesmo, evidéncias da atividade secretora das glandulas
presentes no calice e folhas. Ainda hoje, sdo poucas as espécies da familia
Malpighiaceae que foram investigadas quanto a estrutura anatdbmica de seus orgaos
e também quanto a ultra-estrutura das células. Escassos sao também os estudos a
respeito das glandulas foliares e calicinais das espécies americanas (Subramanian
et al., 1990; Laskowski e Bautista; 1999). Subramanian et al. (1990) estudaram as
glandulas das folhas e dos célices de Galphimia sericea e concluiram que as folhas
em consequéncia da secregcdo ser rica em agucares sao consideradas como
nectarios extraflorais; no célice, a secrecéo ¢ lipidica.

Estudando as sementes de J. guaranitica (Malpighiaceae), Lorenzo (1981)
descreveu um unico tegumento que se diferencia, com a epiderme formada por
células grandes com alto conteudo de compostos fendlicos. Em B. intermedia
também existe uma camada de células com compostos fendlicos mas,
diferentemente do que ocorre em J. guaranitica, os dois tegumentos se diferenciam.
Corner (1976) registrou as sementes bitegumentadas como caracteristicas das
Malpighiaceae.

Nos frutos e sementes, observa-se uma grande concentracdo de idioblastos
contendo compostos fendlicos. Os compostos fendlicos sdo considerados um tipo de
defesa quimica contra a herbivoria (Swain, 1979). Essa grande concentragdo é

importante, principalmente no Cerrado, ambiente onde esta planta é freqliente e que




sofre predagédo dos frutos e sementes por herbivoros. Os compostos fendlicos sédo
abundantes nas folhas de G. arborescens; entre eles, a maior distribuicdo € de
lignina e flavondides. Zuanazzi (2001) classificou os flavon6ides como pigmentos
polifendlicos diversificados, os quais podem exercer diversas fungbes no vegetal.
Para Harborne (1966), a classe dos flavonbis parece estar mais presente em
espécies arbdreas, enquanto as flavonas e flavanonas aparecem mais em espécies
herbaceas; em Amaranthaceae ja foram encontradas isoflavonas, normalmente
incolores. Zuanazzi (2001) relacionou as flavanonas com o sabor amargo e as
flavonas e flavonois com a co-pigmentacédo em flores e protegcéo anti-UV nas folhas.

A presenca de lactonas sesquiterpénicas nas estruturas secretoras é
mencionada pela Artemisia nova (Kelsey e Shafizadeh, 1980) e A. umbelliformis
(Cappelletti et al., 1986). Estes compostos também s&o encontrados em partes
aéreas de algumas espécies de Stevia (Zdero et al., 1991; Hernandez et al., 1997) e
apresentam uma relativa importancia na protecao vegetal.

Como a demanda e a comercializagcdo de plantas medicinais se intensificaram,
€ necessario por muito empenho ampliar o conhecimento botanico da flora do
Cerrado que é consumida in natura como medicinal, visando esclarecimento da real
potencialidade econbmica de plantas ndo cultivadas, especialmente as coletadas
integralmente como G. arborescens. A determinacdo da real potencialidade
fitoterapica da espécie e da eventual toxicidade devem ser efetuadas por meio de
investigacbes fitoquimicas e farmacologicas especificas. Os testes histoquimicos
realizados nas folhas podem nortear esses estudos (Fank-de-Carvalho e Graciano-
Ribeiro, 2005).

2.3. Mycobacterium tuberculosis

As micobactérias sdo bacilos finos, diferentes das demais bactérias em uma
série de propriedades, muitas das quais estdo diretamente relacionadas com a
quantidade e tipos de lipidios complexos que estes organismos contém na parede.

Calcula-se que 60% do peso da parede do M. tuberculosis seja devidos a acidos
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graxos e ceras (ésteres de acidos graxos). As micobactérias sdo mais resistentes do
que outras bactérias ao hidréxido de sédio, acido sulfurico e a certos anti-sépticos
(Trabulsi et al., 1999). Os lipidios podem também explicar a maior resisténcia das
micobactérias a muitos antibiéticos (Trabulsi et al., 1999). Devido ao carater crénico
da doencga, os pacientes com tuberculose necessitam de terapias especificas com 3
drogas (lsoniazida, Rifampicina, Pirazinamida) e de longa duracéo (6 meses) (Collins
e Franzblau, 1997). Estes fatores associados com a AIDS prejudicam a adeséo do
paciente ao esquema terapéutico. A necessidade de desenvolvimento de drogas
mais efetivas para reduzir o tempo de terapia combinada e tratamento de infec¢des
emergentes resistentes a drogas tém sido bem reconhecidas, mas negligenciadas

ha décadas (Protopopova et al., 2005).

24. Pesquisa de novas alternativas terapéuticas para tuberculose

Os pesquisadores, na busca de novas drogas, tém encontrado nas plantas,
principios ativos com atividade antibacteriana (Cowan, 1999). Atualmente, produtos
naturais sdo responsaveis diretamente ou indiretamente por cerca de 40% dos
farmacos disponiveis no mercado, sendo 70% antibi6ticos e antitumorais (Yunes e
Calixto, 2001). A pesquisa de novas substancias menos toxicas e mais ativas para o
tratamento da tuberculose tem motivado os pesquisadores a buscar solu¢des para o
tratamento desta doenga, que desde a antiguidade vem dizimando populagbes. A
abundante quantidade de fitoterapicos expressa o intenso estudo de substancias
oriundas de plantas (Andrade et al., 1994, Belickas, 1994; Cunha et al., 1994).

O estudo de plantas pode envolver pesquisas diferentes como identificacao
botanica, determinacdo da composi¢éo e estruturas quimicas envolvidas e da agao
farmacolégica. Esses estudos s&do condicionados aos requisitos de qualidade e
auséncia de toxicidade dos principios ativos vegetais (Miguel e Miguel, 2000).

As plantas através de varias vias metabdlicas secundarias produzem
alcaldides, flavondides, isoflavondides, taninos, cumarinas, glicosideos, terpenos,

poliacetilenos e Oleos, que, por vezes, sdo especificos a determinadas familias,
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géneros ou espécies. Estes conjuntos quimicos podem estar presentes nas distintas
partes das plantas. Dessa maneira, € interessante o estudo da totalidade da planta,
além de verificar em quais regides se encontram as maiores concentragcdes do
constituinte a ser estudado (Cechinel Filho e Yunes, 1998).

Vérias espécies de plantas tém sido pesquisadas e algumas classes de
compostos como os terpendides (Cantrell et al., 2001) e fisalinas (Pietro et al., 2000;
Januario et al., 2002) j& foram detectadas como sendo o0s responsaveis pela
atividade biolégica contra micobactérias. Analises fitoquimicas relatam que os
triterpendides e esterdides possuem potencial atividade antimicobacteriana
(Okunade et al., 2004). As plantas do género Byrsonima possuem uma quantidade
razoavel de compostos derivados de flavondides, dentre eles os triterpenos (Teixeira
e Machado, 2000). Assim, os estudos evidenciam a importancia dos extratos
vegetais e seus componentes na sintese de novos produtos farmacéuticos que
possam ser eficientes no combate as infecgdes (Calixto et al., 2001).

Neste sentido, dentro do projeto tematico “Uso sustentavel de biodiversidade
brasileira: Prospec¢édo quimico-farmacologica em plantas superiores” foi incluida a
avaliacado da atividade dos extratos contra a M. tuberculosis. Dentro deste projeto,
com o auxilio da bolsa de iniciagéo cientifica foram avaliados extratos de diferentes
plantas do Cerrado, verificando que os extratos cloroférmicos de B. basiloba, B.
crassa, B. fagifolia e B. intermedia apresentaram resultados promissores com CIM
de 125ug'mL™"; 62,5ug-mL™; 62,5ug'mL™" e 250pug-mL™" respectivamente (Higuchi et
al., 2004).

Visto que os extratos cloroférmicos apresentaram CIM menores do que os
extratos obtidos com outros solventes extratores, realizou-se a continuidade do
trabalho para a obtencdo de fragbes e compostos purificados dos extratos
cloroférmicos. O objetivo do fracionamento dirigido foi de encontrar valores de CIM

cada vez menores pela obtencéo de derivados mais puros e mais ativos.
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2.5. Método de determinagdo do perfil de sensibilidade utilizando Alamar

Blue®

A pesquisa da atividade antimicobacteriana de extratos vegetais € realizada
preferencialmente pela técnica de microdiluicdo em placa denominada de Microplate
Alamar Blue Assay (MABA). Nesta técnica é determinada a CIM capaz de inibir o
crescimento de 90% das células de micobactérias, empregando o corante Alamar
Blue® como revelador da sensibilidade bacteriana frente aos componentes
analisados (Collins e Franzblau, 1997; Franzblau et al., 1998; Sato et al., 1998). Esta
técnica tem sido empregada por diversos autores para a determinagédo da atividade
antimicobacteriana de varios principios ativos naturais (Pietro et al., 2000; Januario
et al., 2002; Leal et al., 2003) e de novas drogas sintéticas (de Souza et al., 2001a,
2001b, 2002; Stephens et al., 2001; Rando et al., 2002; Ulusoy, 2002).

O Alamar Blue® (Resazurina) &€ um composto capaz de indicar, por uma reagao
de 6xido-reducéo, a presencga de crescimento microbiano, ocorrendo a passagem de
coloracao azul nao-fluorescente (resazurina) para rosa altamente fluorescente
(resorufina). Acredita-se que principio da técnica baseia-se na redugéo da atividade
enzimatica mitocondrial, provavelmente em meio intracelular, na superficie externa
da membrana plasmatica ou apenas no meio como reagéo quimica. A utilizagdo do
MABA, frente a outras técnicas, tem como beneficios a rapidez nos resultados, custo
baixo e alta sensibilidade. Por ser uma técnica colorimétrica de facil manejo,
apresenta reprodutibilidade e emprega uma quantidade reduzida de extratos
vegetais, além de possibilitar o teste de varios compostos concomitantemente
(Collins e Franzblau, 1997; Franzblau et al., 1998; Januario et al., 2002).

2.6. Avaliagao de citotoxicidade

A determinacao da citotoxicidade € um procedimento importante na pesquisa

de substancias menos toxicas e seletivas com atividade antimicobacteriana, sendo
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fundamental que as elas atuem sobre o M. tuberculosis, porém seja inbcua ao
hospedeiro. Dessa maneira, a determinacdo do IC de substancias pode ser
realizada in vitro sobre células eucariéticas (Sato, 2003). O ICgy € um indice que
determina 90% de viabilidade celular e € definido como o ponto no qual ocorre a
mudanca de coloragcdo do reagente Alamar Blue®, da azul para a rosa. O ICs €
definido como a concentragdo onde ocorre 50% de morte celular e é calculado a
partir do ICg (Pietro, 2000).

Desde 1993, tem-se utilizado o corante Alamar Blue® (Fields et al., 1993) para
a determinagcdo da viabilidade celular. Este corante n&do & citotdxico, pois ndo é
necessaria a morte celular para se obter resultados dos ensaios, ao contrario do
corante brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazélio (MTT). O método
€ simples, rapido, eficiente, confiavel, sensivel e seguro. O corante nido deve
interferir com o composto a ser testado. (Cantrell et al., 1996; Arechabala et al.,
1999).

A partir dos valores obtidos de ICsyp e CIMgy é calculado o indice de
Seletividade (IS) através da razao da primeira pela segunda com o objetivo de se
estimar uma possibilidade de relagcdo entre o ensaio in vitro e a passagem segura
para ensaio in vivo de compostos sintéticos ou naturais (Protopopova et al, 2005).

Esta estimativa favorece também a determinagdo e o acompanhamento da
atividade do processo de fracionamento de bioensaios dos principios ativos (Orme,
2001; Falzari et al., 2005).

2.7. Determinagao da toxicidade aguda

A toxicidade aguda determina os efeitos que se produz dentro de um curto
periodo de tempo e que resulta da administracdo de uma unica dose ou varias
doses de uma substancia. Esta toxicidade ocorre num periodo de 14 dias,
observando-se o comportamento do animal em 30, 60, 120, 240 e 360 minutos € a
cada 24h até o fim do periodo estabelecido, sendo incluida também a morte do

animal.
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Esse estudo € uma avaliagao estimativa e preliminar das propriedades toxicas
de uma substancia-teste, fornecendo informacdes acerca dos riscos para a saude,
resultante de uma exposigcédo de curta duracdo pela via escolhida, além de fornecer

informacgdes iniciais sobre o modo de acéo toxico (Brito, 1994).
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. OBJETIVOS

Descrever a anatomia da regido mediana das folhas das espécies B. basiloba
A.Juss., B. crassa Niedenzu (IK), B. fagifolia Nied. e B. intermedia Juss.;
Estudar a histoquimica das espécies citadas, por meio de técnicas
convencionais para a identificacdo de principios ativos vegetais;

Avaliar a atividade antimicobacteriana das fracdes e compostos de Byrsonima
spp utilizando-se a técnica de microdiluicdo em placas com Alamar Blue®;
Avaliar o IC dos extratos, fragcbes e compostos isolados das espécies de
Byrsonima citadas que apresentaram resultados promissores de CIM;
Verificar o IS dos extratos, fracdes e compostos isolados das espécies de
Byrsonima;

Determinar a concentracdo da toxicidade aguda de uma formulagéo
experimental (ECM) desenvolvida para um extrato cloroformico das espécies

de Byrsonima estudadas.




4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material botanico

As folhas de B. crassa e B. fagifolia foram colhidas de plantas localizadas na
Estrada do Brejinho do Nazaré, no municipio de Porto Nacional (10°42’29”S e
48°25°02”0), Estado do Tocantins; sendo identificadas pelo Dr. Eduardo Ribeiro dos
Santos, e as exsicatas depositadas no Herbario da UNITINS (Universidade de
Tocantins) recebendo os seguintes tombos 3377 e 6398, respectivamente (Figura 1,
do anexo).

As folhas de B. basiloba e B. intermedia foram colhidas de plantas da regido do
municipio de Pratania (22°48'28”S e 48°39'57”0),, Estado de S&o Paulo, pelo entdo
doutorando Luis Fernando Rolim de Almeida (IBB-UNESP-Botucatu, SP) e
identificadas pelo Sr. José Clemente de Campos (IB-Botucatu); as respectivas
exsicatas se encontram depositadas no Herbario Irina Delanova De Gemtchujnicov,
em Botucatu, recebendo os seguintes tombos 24163 e 24164 (Figura 1, do anexo).

Os estudos anatdmicos e histoquimicos deste trabalho foram conduzidos no
Laboratério de Botanica, do Departamento de Principios Ativos Naturais e
Toxicologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP, coordenado pelo

Prof. Dr. Luis Vitor Silva do Sacramento.

4.2, Estudo anatomico

Para a analise anatdbmica de Byrsonima spp, o limbo foi dividido em trés
regides: terco superior, mediano e inferior. Os tergos superior e inferior foram
desprezados para esta analise. O terco mediano do limbo foliar foi sub-amostrado
em aproximadamente 9mm? da area proxima a nervura central, tendo-se o cuidado

de amostrar também a fragdo adjacente a nervura.
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Em seguida, o material foi fixado em FAA 50 por 24 horas e ap0s este periodo,
procedeu-se a transferéncia para uma solugéo de alcool etilico 70% procedendo-se,
no minimo, 3 lavagens consecutivas (Jensen, 1962). O material foi estocado em
etanol 70%. Apds uma desidratacdo em série etilica (Johansen, 1940), o material foi
submetido a pré-infiltracdo e a infiltragcdo em resina sintética glicol metacrilato,
segundo Kraus e Arduin (1997), sendo observadas as recomendagdes do fabricante
da resina — Leica®.

Os blocos contendo o material incluido foram cortados em micrétomo para
obtengdo de secgdes com 7um de espessura. Apds a secagem e aderéncia em
ldaminas de vidro, as sec¢des foram coradas com azul de Toluidina 0,05% em
tampéo fosfato pH 6,8 (Kraus e Arduin, 1997). Apds a coloragao, as secgdes foram
montadas em resina sintética Permount®. Procedeu-se o estudo anatdmico com o
auxilio de microscédpio com captura de imagens e do programa DC Viewer utilizado
para o registro digital das mesmas.

O microscopio e o programa foram concedidos pelo Laboratério de
Parasitologia do Departamento de Ciéncias Biologicas, coordenado pelo Prof. Dr.
Jodo Aristeu da Rosa.

Para a caracterizacdo da pubescéncia foliar, a analise dos pélos foi feita
mediante observacédo das faces adaxial e abaxial. Os mesmos foram retirados por
raspagem das superficies foliares com estilete, corados com azul de Toluidina
0,05% em tampao fosfato pH 6,8 e montados em Iaminas de vidro contendo solugéo
de glicerina e tampao fosfato pH 6,8 (1:1) (Kraus e Arduin, 1997).

Para analise dos estdmatos, realizou-se a técnica de dissociagdo com HNOs3,
reagindo por 72h em estufa a 65°C. Posteriormente, procedeu-se 3 lavagens
sucessivas em agua destilada, neutralizacdo com NaOH 1% e novamente lavagem
em agua. Clarificou-se em hipoclorito de so6dio 2% em 5 minutos, 3 e 2 lavagens em
agua acética (1:500) e tampéao fosfato pH 6,8 durante 5 minutos, respectivamente.
Corou-se com azul de Toluidina 0,05% em tampao fosfato pH 6,8. Fez-se a lavagem
em tampédo fosfato e montou-se em laminas de vidro contendo glicerina e do

mesmo tamp&o (1:1). (Ghouse e Yunus, 1972; Ruzin, 1999).
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4.3. Estudo histoquimico

Em relagdo ao estudo histoquimico, cortes transversais a mao livre foram
realizados em folhas frescas, examinados e fotografados com auxilio do microscopio
e do programa DC Viewer.

Os testes foram realizados de acordo com as recomendacgbes propostas por
Ascensao (2003), tanto para identificacdo de substancias apolares como para as
polares. Os reagentes empregados para evidenciar as substancias apolares foram:
Sudan Il (Johansen, 1940) para lipidios totais; sulfato azul do Nilo (Cain, 1947) para
diferenciagao de lipidios acidos e neutros; tetroxido de ésmio (Ganter e Jollés, 1969
e 1970) para a identificacdo de lipidios insaturados; reagente de NADI (David e
Carde, 1964) para identificacdo de 6leos essenciais e oleoresinas; tricloreto de
antiménio (Hardman e Sofowora, 1972; Mace et al., 1974) para identificacdo de
esteroides; acido sulfurico (Geissman e Griffin, 1971) incluindo-se glicerina a 50%
para identificacéo de lactonas sesquiterpénicas, e 2,4—dinitrofenilhidrazina (Ganter e
Jollés, 1969-1970) para identificacdo de terpendides com grupo carbonila. Para
substancias polares foram empregados: cloreto férrico (Johansen, 1940) e dicromato
de potassio (Gabe, 1968) para a identificagdo de compostos fendlicos totais; vanilina
cloridrica (Mace e Howell, 1974) para a identificacdo de taninos, reagente de
Dragendorff (Svendsen e Verpoorte, 1983) para identificacao de alcaldides; PAS
(McManus, 1948) para identificagdo de polissacarideos totais; lugol (Jensen, 1962)
para a identificagcdo de amido; vermelho de ruténio (Johansen, 1940) para identificar
pectinas e azul brilhante de Comassie (Fischer, 1968) para identificar proteinas
totais.

Neste trabalho foi modificado o procedimento para deteccdo das lactonas
sesquiterpénicas, adicionando a glicerina a 50%, pois a solugdo concentrada de
acido sulfurico proposta pelos autores Geissman e Griffin (1971) ndo permitia a
visualizagdo do material de estudo em longo periodo de tempo, pois as estruturas
celulares da folha se desintegravam rapidamente.

Como controle para identificacdo de substancias apolares, as secc¢des foram

tratadas por 5 minutos em cada passagem da série etandlica 25%, 50%, 75% e
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100% e cetbnica (50% em etanol e 100%), seguida de reidratagdo gradual
(Lewinsohn et al., 1998).

Como controle para identificacdo de substancias polares, as secgbes foram
tratadas com banho em solugdo comercial de hipoclorito de sédio (maximo 2%) por
15 minutos, seguido de 3 banhos consecutivos em solugdo agua destilada:acido
acético (1:500).

De acordo com Kraus e Arduin (1997), os testes usados nos estudos
anatébmicos para o reconhecimento de metabdlitos celulares, em geral, reagem a
mais de uma substancia, gerando a necessidade de testes complementares, com
controle, para garantir correta interpretagcdo. Em razado dessa recomendacao, foram
realizadas de uma a trés repeticbes para cada substéncia, sendo considerados
passiveis de testes complementares aqueles compostos determinados por apenas

uma reacao de coloracgao.

4.4. Avaliagao da atividade antimicobacteriana

Os extratos, as fracbes e os compostos isolados das folhas das espécies
Byrsonima foram preparados neste trabalho seguindo-se a sequéncia ilustrada no
fluxograma 1, analisados neste trabalho, sdo oriundos do projeto tematico “Uso
sustentavel de biodiversidade brasileira: Prospecgdo quimico-farmacologica em
plantas superiores”, processo FAPESP 02/05503-6. Os mesmos foram obtidos no
laboratorio de Quimica Orgénica, coordenado por Prof. Dr. Wagner Vilegas do
Instituto de Quimica da UNESP, Campus de Araraquara.

As fracbes e compostos isolados foram avaliados quanto a atividade
antimicrobiana sobre o M. tuberculosis H37Rv — ATCC27294, pelo MABA, usando-
se a isoniazida como droga de referéncia.

Todos os procedimentos de avaliacdo de atividade antimicobacteriana foram
realizados no Laboratério de Micobactérias Prof. Dr. Hugo David, coordenado pelo
Prof®. Dra. Clarice Queico Fujimura Leite, Departamento Ciéncias Biologicas da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP — Araraquara.
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4.4.1. Preparo das fragées e compostos isolados

As fracbes soélidas do extrato cloroférmico das respectivas espécies de
Byrsonima da regidao da folha foram solubilizadas em DMSO a 10% (solugéo
estoque 4000ug'mL™") e os compostos isolados de B. fagifolia solubilizados em
solucdo a 10% de Tween 80 (solugdo estoque 1000ug-mL"'). Para a completa
solubilizagdo submeteu-se a amostra no ultra-som por 10 minutos. Todas as fragoes
e compostos foram armazenados em frascos ambar e guardados sob refrigeracéo a
4°C até o momento do uso. A isoniazida foi diluida em agua destilada (solugéo
estoque 10000ug-mL™").

As solugdes estoques foram diluidas no meio 7H9 para se obter concentracdes
iniciais de fragdes (1000ug'mL™") e compostos (250ug-mL™"). A concentracéo final
nunca excedeu a 2,5% de DMSO (Sato, 1998; Arantes, 2005).

4.4.2. Preparo das suspensoées bacilares

A cultura de M. tuberculosis H37Ry ATCC27294 foi mantida no meio sélido de
LJ em incubacgéo a 37°C por pelo menos 15 dias até se obter quantidade suficiente
para uma alcada que correspondesse a 5,0mg de peso seco bacteriano.
Posteriormente procedeu a retirada desta quantidade e transferiu para o meio liquido
contendo 40mL do meio 7H9 com 5mL de OADC, incubando-se por 10 dias (no
minimo) na mesma temperatura até obtencdo de uma suspensdo bacteriana
comparada & escala n°. 1 de MacFarland (10° UFC/mL). A solucéo bacteriana foi
transferida para tubos de 10mL e centrifugada a 3000rpm durante 30 minutos. O
sedimento formado foi ressuspendido e lavado duas vezes com PBS pH 7,0 com

solucédo esterilizada de Tween 80 (Sato, 1998; Arantes, 2005).
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4.4.3. Atividade antimicobacteriana in vitro

Para se determinar a atividade antimicobacteriana foram utilizadas placas
estéreis com 96 orificios por meio da técnica de microdiluigdo com corante revelador
Alamar Blue. Na Figura 1 esta representada esquematicamente a preparagao desta
técnica (Sato, 1998; Arantes, 2005).

Linha Tracejada: (vermelho=controle das substancias testadas; roxo=controle positivo;
azul=controle negativo; verde=controle da droga de referéncia; preto=diluicdo seriada das

substancias testadas); Orificio preenchido: (azul claro=agua destilada).

Figura 1: Representacéo esquematica da preparacgéo das fragcdes e compostos
isolados utilizando-se a técnica de microdiluicdo em placas contendo Alamar

Blue.

Nas colunas de 1 e 12 nas linhas de A a H foram acrescentadas 200uL de
agua destilada estéril, para se evitar uma provavel perda de agua das substancias
testadas.

Os orificios das linhas de A a D da coluna 11 receberam 100uL de meio 7H9,

de E a H da mesma coluna receberam 200uL do mesmo meio de cultura. Da linha A
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das colunas de 2 a 10 receberam 150uL (controle das substancias testadas) e das
linhas B a H das colunas 2 a 10 receberam 100pL.

Os orificios da linha A das colunas 2 a 10 receberam 50uL da diluicdo das
solugdes estoques das fracdes e compostos. Os orificios da linha B das colunas de
2 a 9 receberam 100uL das substancias testadas e na coluna 10, a droga de
referéncia. Ap6s a homogeneizacgéo da linha B, procedeu-se a diluicdo em série das
linhas B a H das colunas de 2 a 10, e por fim desprezou-se 100uL da ultima linha. As
concentracdes das fragdes variaram de 1000 a 1,25ug-mL™". As concentragées dos
compostos isolados variaram de 250 a 0,4ug'mL” e as da isoniazida de 1,0 a
0,015pg-mL™".

Por fim, adicionou-se 100uL de suspensao bacteriana, obtida na escala n°. 1
de MacFarland diluida 1:25 no meio 7H9, nos orificios de colunas de 2 a 10 das
linhas de B a H e nos orificios das linhas A a D da coluna 11.

As placas foram seladas com filme de polietileno e incubadas em estufa
bacteriol6gica a 37°C. No quinto dia de incubacao, os orificios A11 e E11 receberam
25uL da solucdo reveladora de Alamar Blue® e solucdo de Tween 80 a 10% na
proporg¢ao 1:1 (v/v).

A manutencédo da cor azul nos orificios foi interpretada como auséncia de
crescimento bacteriano e o desenvolvimento de cor résea, como de multiplicagao
bacteriana. As placas que apresentaram orificios violetas, foram reincubadas por
mais 24 horas, e se a cor mudasse para réseo, foi considerado positivo para
crescimento bacteriano. Caso persistisse a cor inicial, o resultado foi considerado
negativo. A CIM foi definida como a menor concentragdo da droga capaz de impedir

a mudancga de cor azul para rosea.
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4.5. Determinagao da citotoxicidade

4.5.1. Crescimento e manutengao dos macrofagos J774

Macréfagos murinos J774 foram empregados para se determinar a
citotoxicidade de extratos e fragdes das 4 espécies de Byrsonima e dos compostos
isolados de B. fagifolia. Os macréfagos foram mantidos em freezer a -80°C até o
inicio do experimento. No momento do uso, foi imediatamente descongelada em
banho-maria a 37°C e vertida num frasco de 50mL contendo 10mL de RPMI 1640.
Procederam-se duas centrifugacdes na velocidade de 1500rpm por 5 minutos. Apos
a lavagem, desprezou-se o sobrenadante e na ressuspensdo adicionaram-se aos
macréfagos 10mL de RPMI 1640 enriquecido com soro bovino fetal 10 %, 10uL de
estreptomicina/ampicilina (solugdo estoque 10000ug'mL™") e 10uL de anfotericina B
(solugdo estoque 5,6pg'mL™") em uma garrafa de cultura com superficie de 12,5cm?.
Incubou-se numa estufa de CO, a 5%, a 37°C por 7 dias, realizando a troca do RPMI
1640 enriquecido em dias alternados, verificando a auséncia ou presenca de
contaminagao. Completado o sétimo dia, foi desprezado o RPMI enriquecido da
garrafa de cultura. Por meio de raspagem, adicionou-se 5mL de RPMI 1640 para
retirar o tapete celular formado. O conteudo foi transferido da garrafa para um frasco
e centrifugado a 1500rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o
residuo compactado foi ressuspenso em um volume aproximado de 2mL de RPMI
1640. Diluiu-se na proporgéo de 1:10 e adicionou uma gota de corante Turk, para

realizar a contagem do numero de células (Pietro, 2000; Sato, 2003).

4.5.2. Determinagao da concentragao celular

As células foram contadas na camara de Neubauer e posteriormente foram

diluidas em RPMI 1640 enriquecido para se obter concentragdo final de 1x10°
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células'mL™. Na microplaca 1 foi adicionada, em todos os orificios, 200uL da
suspensdo celular obtida e incubou-se na estufa nas mesmas condigcbes de
temperatura e concentracédo de CO; por, pelo menos, 48 horas. Observou-se a
formagcdo do tapete celular para dar continuidade ao experimento (Pietro, 2000;
Sato, 2003).

4.5.3. Ensaio de citotoxicidade propriamente dito

Placas estéreis com 96 orificios foram utilizadas para se realizar o ensaio de
citotoxicidade. O ensaio foi determinado a partir de macrofagos J774 de acordo com
Sato (2003) e utilizou-se o Alamar Blue® como agente revelador preconizado por
O’Brien et al. (2000).

Os extratos cloroformicos e fracbes das 4 espécies de Byrsonima foram
solubilizados em DMSO a 10% (solugdo estoque 4000ug-mL™) e os compostos
isolados de B. fagifolia solubilizados em Tween 80 a 10% (solugdo estoque
1000pug'mL™"). Todos os materiais foram armazenados em frascos ambar e
guardados sob refrigeracédo a 4°C até o momento do uso. As solugdes estoques
foram diluidas em RPMI 1640 para se obter concentragdes iniciais de extratos
(1000pg-mL™"), fracdes (1000ug-mL™") e compostos (1000ug-mL™). A concentracéo
final nunca excedeu a 2,5% de DMSO. RMPI 1640 foi utilizada como controle.

Na microplaca 2 foram adicionados100uL de RPMI 1640 em todos os orificios.
Na linha A foi adicionada 100uL das substancias a serem avaliadas e diluidas em
série das linhas A e H e nas ultimas linhas foram desprezadas 100uL. As
concentragcbes dos extratos, fracbes e compostos isolados variaram de 1000 a
15,62ug-mL™; 1000 a 1,95ug'mL™ e 1000 a 7,81ug-mL™, respectivamente. Todo o
volume da microplaca 2 foi transferido para a microplaca 1. Nesta microplaca retirou-
se anteriormente 100uL de todos os orificios, depois que, pelo menos, o tapete
celular fosse formado. Apds a transferéncia, incubou-se por 24h nas mesmas
condicbes de temperatura e concentragcdo de CO,, e adicionaram-se, em todos o0s

orificios, 15uL da solugdo reveladora Alamar Blue® e agua destilada na proporcéo
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1:1 (v/v), procedendo a leitura apés 6h de incubacao. Estes experimentos foram
realizados em triplicatas e em dias diferentes. O ICs foi determinado por calculos
matematicos utilizando a propor¢ao de morte celular de 1Cgqy (90% de morte celular)
para o ICsy (50% de morte celular) (Pietro, 2000; Sato, 2003).

4.5.4. Determinagao do indice de seletividade

De acordo com Protopopova (2005), o indice de seletividade € calculado a
partir da razdo dos valores de ICsy sobre CIM para estudos de compostos sintéticos.
No entanto, neste trabalho foi avaliado a CIM de extratos, fragdes e compostos e por
este motivo foi estabelecido o IS a partir do calculo da razdo logaritmica dos
respectivos valores de acordo com Case et al. (2006), alterando de CIMso para CIM,
pois apresenta resultados mais rigorosos e substancias mais seletivas. A férmula

utilizada foi a seguinte:

I
152 |y =

Cl

Foi considerado que, quanto maior o valor de IS, o agente analisado € mais
promissor contra o bacilo da tuberculose, apresentando menor efeito citotoxico. Por
outro lado, quando apresentam valores com IS negativos possuem maior

citotoxicidade e baixa prioridade para atividade antimicobacteriana.
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4.6. Avaliagcao de toxicidade

4.6.1. Selegao dos animais

Foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus), sendo cada grupo
formado por 12 animais (6 machos e 6 fémeas) com 60 dias de idade, pesando entre
20 e 25¢g para o ensaio de toxicidade aguda, os quais foram fornecidos pelo biotério
da Faculdade de Medicina de Botucatu da Universidade Estadual Paulista. Cada
animal foi pesado, observando o detalhe de n&o ultrapassar 20% em relagédo ao
peso médio. As fémeas eram nuliparas e ndo-gravidas.

Os animais sofreram adaptacdo experimental por 5 dias antes do inicio dos
ensaios biolégicos no Biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP,
Araraquara. Os animais, com livre acesso a alimentagcédo e a agua, foram mantidos
em temperatura controlada (20°C+1°C), umidade monitorada e fotoperiodo de 12h
claro/escuro. No dia do experimento, os animais foram mantidos em jejum por 3h e

receberam agua ad libitum (Brito, 1994).

4.6.2. Extrato microemulsionado

Os extratos cloroférmicos das folhas das espécies de B. basiloba, B. crassa, B.
intermedia e B. fagifolia, por apresentarem uma baixa solubilidade e alta viscosidade
a partir da concentragdo inicial de 2000mg-kg™, foram conduzidos para um
tratamento farmacotécnico sugerido pelo Prof. Dr. Anselmo Gomes de Oliveira do
Departamento de Farmacos e Medicamentos da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, UNESP, Campus de Araraquara.

Tal tratamento constou da elaboragdo de uma formulagdo composta por
laurilsulfato de sodio, etanol absoluto e agua destilada, nas propor¢cées de 180mg;

180uL e 620uL, respectivamente, para cada 200mg de extrato cloroférmico. A partir
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da formulagéo anterior, foram preparadas concentracdes de 1000mg-kg™’, 500mg-kg"
e 250mg-kg™.

Apesar da formulagcéo proposta ter melhorado a solubilidade e a viscosidade
dos extratos das 4 espécies vegetais em estudo, apenas a B. fagifolia mostrou-se
viavel para a administracao oral, pois permitiu a passagem da formulagcédo na agulha

de gavagem. As demais nao foram testadas.

4.6.3. Avaliacao da toxicidade aguda

A formulacao foi administrada em uma unica vez, por via oral, nas doses de
250mg/kg, 500mg/kg, 1000 mg/kg e 2000mg/kg da solugcdo do ECM nos
camundongos. Nos animais controle foi administrada a formulagéo
microemulsionada. Como preconizada por Brito (1994), se na dose de 2000mg/kg de
massa corpérea animal ndo houver mortalidade, em seis machos e seis fémeas,
esta solucao sera considerada pouco téxica.

Os animais foram monitorados aos 30, 60, 120, 240 e 360 minutos e, depois, a
cada 24 horas por 14 dias, para observagcdo de alteragdes em pélos, pele e
mucosas, sistema respiratério e comportamento. Atencéo especial foi dada em
relacéo aos sintomas, tais como: tremores, convulsées, salivacao, diarréia, letargia e
coma (Brito, 1994).

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa na Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da UNESP, Campus de Araraquara através do parecer n°.
26/2005 (Anexo).
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5. RESULTADOS

5.1. Descrigdao microscopica

Em corte transversal feito no terco mediano do limbo foliar, as folhas das 4
espécies de Byrsonima sao revestidas por cuticulas espessas nas duas faces
(Figuras 2C, 3B, 4C e 5D). A epiderme é uniestratificada, sendo as células da face
adaxial maiores que a abaxial variando de quadradas a retangulares (Figuras 2C,
3B, 4C e 5D). O mesofilo é dorsiventral, formado por 1-3 camadas de células no
parénquima paligadico, sendo uma camada em B. basiloba e B. crassa (Figura 4C e
Figura 2C, respectivamente), duas, na B. fagifolia (Figura 3B) e trés, na B.
intermedia (Figura 5D). Em B. crassa foi verificada a presenga de uma hipoderme
bem evidenciada pelo corante azul de Toluidina. Esta hipoderme, na estrutura foliar,
aparece interrompida pela extensao da bainha dos feixes vasculares (Figuras 2C, 2E
e 2F). O parénquima palicadico ocupa aproximadamente 50% da espessura do
mesofilo. O parénquima lacunoso apresenta grandes espacgos intercelulares na B.
intermedia (Figura 5D) enquanto que nas outras espécies apresentam arranjos
compactos com poucos espacos intercelulares (Figuras 2C, 3B e 4C). Observa-se
que, em algumas dessas células, frequentemente se encontram aglomerados de
cristais de oxalato de calcio, tanto na B. intermedia (Figura 5D) quanto em B.
basiloba (Figuras 4D). Em todas as espécies estudadas, o mesofilo € permeado por
feixes vasculares colaterais, os quais sdo circundados por uma bainha
parenquimatica (Figuras 2D, 3A, 3D, 4A e 5A). Exceto em B. basiloba, essa bainha
do feixe atinge a epiderme de ambas as superficies da folha, constituindo a
extensao da bainha (Figuras 2C, 2F, 3B, 3C, 4A, 4B, 5A e 5E).

A nervura principal, no terco mediano do limbo foliar, € aproximadamente bi-
convexa nas espécies B. basiloba, B. intermedia e B. fagifolia (Figuras 3A, 3D, 5A,
5E, 2A e 4D). Na B. crassa, a regiao abaxial € irregularmente plana em sua porgao
central e cdncava nas laterais (Figura 2D). A cuticula mantém-se delgada e o

tamanho das células da epiderme adaxial € maior que na abaxial. O sistema
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Figura 2:Secgodes transversais e paradérmicas da regido da nervura central e do mesofiloda
folha de Byrsonima crassa. A: detalhe do pélo tector unicelular em forma de T; B: aparelhc

estomatico do tipo paracitico (seta); C: mesofilo; D: nervura central; E: parénquima paligadico; F:
parénquimalacunoso.A:barra=40x m;B:barra=2Gn m; C:barra=11 m;D,E e F:barra=8a m
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Figura 3. Seccdes transversais e paradérmicas da regido da nervura central e do mesofilo da folha de
Byrsonima fagifolia. A: visdo geral; B: mesofilo; C: feixe vascular; D: nervura central; E: aparelho estomatico
do tipo paracitico. A: barra=110 m; B, Ce D: barra=80 m; E: barra=20 m.
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Figura 4: Seccdes transversais e paradérmicas da regiao da nervura central e do mesofilo da
folha de Byrsonima basiloba. A: visao geral; B: cristais de oxalato de calcio da nervura central
(setas); C: mesofilo; D: cristais de oxalato de calcio no parénquima lacunoso de uma nervura
secundaria (setas); E: pélo tector unicelular em forma de Y; F: aparelho estomatico do tipo
paracitico. A: barra=110 m;B,CeD:barra=80 m;E, F e G:barra=20 m.
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Figura 5: Secgoes transversais e paradérmicas da regiao da nervura central e do mesofilo da
folha de Byrsonima intermedia. A: visdo geral; B: mesofilo; C: aparelho estomatico do tipo
paracitico (setas); D: cristais de oxalato de calcio no parénquima lacunoso (setas); E: nervura

central. Ae B: barra=110 m; D e E: barra=80 m; C:barra=20 m.
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vascular é formado por feixes colaterais para as 4 espécies estudadas (Figuras 2D,
3D, 4A e 5A), apresentando-se na forma de arco quase fechado nas espécies B.
basiloba e B. intermedia (Figuras 4A e 5A). Nas espécies B. fagifolia e B. crassa o
arco proximo a face abaxial acompanha a extensdo das nervuras de 2% ordem em
direcdo ao mesofilo (Figuras 3A, 3D e 2D). No xilema, os elementos de vaso tanto
das faces adaxial e abaxial das 4 espécies dispéem-se de modo enfileirado.
Observam-se 3 a 11 camadas de colénquima angular adjacentes a superficie
abaxial (Figuras 2D, 3D, 4A e 5A) ou a superficie abaxial e adaxial, onde esse tecido
interrompe o parénquima pali¢cadico (Figuras 2D, 3D, 4A e 5A).

Células esclerificadas cobrem praticamente toda a regido da nervura principal
das 4 folhas das espécies de Byrsonima e cristais de oxalato de calcio em grupos na
forma prismatica na regido colénquimatica inferior, particularmente na espécie B.
basiloba (Figura 4B).

Em toda a extensdo da face abaxial das folhas de B. basiloba encontram-se
pélos tectores unicelulares longos em forma de Y com hastes muito longas,
continuas e sinuosas (figura 4E) e de B. crassa, pélos tectores unicelulares em
forma de T com bragos e hastes curtos e retos tipicos de Malpighiaceae (Figura 2A).
Nas duas espécies citadas, os tricomas sdo muito abundantes formando um
emaranhado que dificulta a observacéo desta superficie. As espécies B. fagifolia e
B. intermedia néo apresentaram pélos tectores.

Nos fragmentos da epiderme dissociada, observou-se em todas as espécies de
Byrsonima estudadas, a presenca de estdmatos do tipo paracitico, assim como

folhas hipoestomaticas (Figuras 2B, 3E, 4F e 5C).

5.2. Estudo histoquimico

A Tabela 1 mostra as principais substancias quimicas identificadas com
caracteristicas lipofilicas por meio de corantes ou reagentes identificadores nas

espécies B.crassa, B.fagifolia, B.basiloba e B.intermedia. A Tabela 2 mostra as
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principais substancias com caracteristicas lipofiicas por meio de reagentes
identificadores nas espécies estudadas, no local onde foram observadas.

Por meio de reagdes histoquimicas, observou-se nas Figuras de 6 a 9 as
imagens registradas, localizando-se as substancias quimicas da regido da nervura
central e do mesofilo das folhas de Byrsonima estudadas, comparando os resultados
com os controles respectivos para substancias lipofilicas e hidrofilicas.

Quanto as principais substancias lipofilicas, foram encontradas pontualmente
gotas de lipidios no citoplasma de células isoladas dos tecidos parenquimaticos e
nas células da epiderme da superficie adaxial, evidenciadas pelo Sudan Il (Tabelas
1 e 2), nas espécies B. crassa (Figura 6B) e B. fagifolia (Figura 7B).

Ndo foram encontrados lipidios acidos, neutros e insaturados nem oOleos
essenciais e oleoresinas (Tabelas 1 e 2).

Esterdides (Tabelas 1 e 2) foram encontrados predominantemente na regido do
parénquima palicadico das espécies B. fagifolia, B. crassa e B. basiloba (Figuras 7C,
6C e 8B). O parénquima lacunoso também foi corado nas espécies B. fagifolia
(Figura 7C) e B. crassa (Figura 6C). Por fim, foi indicada a presenca de esterdides
na regiao epidérmica da B. basiloba (Figura 8B).

A reacédo nos tecidos submetidos ao acido sulfurico 50% com glicerina para a
deteccdo de lactonas sesquiterpénicas (Tabelas 1 e 2) revelou resultado positivo
(cor vermelho-acastanhado) em regides diferentes em cada uma das espécies. A
regido epidérmica foi corada nas espécies B. basiloba (Figura 8C) e B. fagifolia
(Figura 7D). Os parénquimas também ficaram evidenciados na B. fagifolia (Figura
7D), na regiado lacunosa, e B. intermedia (Figuras 9B e 9D), na regido paligadica. Os
feixes vasculares da B. intermedia (Figuras 9B e 9D) e B. crassa (Figura 6D)
mostraram possuir uma coloracdo vermelho-acastanhada, mas considerou-se
resultado inconclusivo, pois ndo ha certeza de composi¢ao nesta regido. A cuticula
foi corada na B. crassa (Figura 6D).

A epiderme e células parenquimaticas do mesofilo impregnaram-se com coloragao
vermelho-alaranjada indicando possivelmente terpendides com grupo carbonila
(Tabelas 1 e 2) na B. fagifolia (Figura 7E). Na B. crassa (Figura 6E), a reacgao
ocorrida nos feixes vasculares foi considerada inconclusiva, pois ndo ha certeza da

composi¢ao nesta regiao.
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Figura 6: Reagodes histoquimicas. Aspectos gerais daregiao da nervura central e do mesofilo
das folhas de Byrsonima crassa. A1 e A2: controle para substancias lipofilicas; B: lipidios
totais (sudan IlIl); C: esteroides (tricloreto de antiménio); D: lactonas sesquiterpénicas (acido
sulfurico/glicerina); E: terpendides com grupo carbonila (2,4-DNF); F: controle para substancias
hidrofilicas; G: compostos fendlicos (cloreto férrico); H: compostos fendlicos (dicromato de
potassio); |: taninos (vanilina cloridrica); J: alcaléides (reagente de Dragendorff); L: polissacarideos
gerais (PAS); M: proteinas (azul brilhante de Comassie). A,Fe L:barra=110um;B,C,D,E,G,H,J
e M: barra=80um; A2 e I: barra=20 m.
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Figura 7: Reag6es histoquimicas. Aspectos gerais daregiao da nervura central e do mesofilo
das folhas de Byrsonima fagifolia. A: controle para substancias lipofilicas; B: lipidios totais
(Sudan IlI); C: esterdides (tricloreto de antiménio); D: lactonas sesquiterpénicas
(ac.sulfurico/glicerina); E: terpenoides com grupo carbonila; F: controle para substancias
hidrofilicas; G: compostos fendlicos (cloreto férrico); H: compostos fendlicos (dicromato de
potassio); I: taninos (vanilina cloridrica); J: alcaloides (reagente de Dragendorff); L: polissacarideos
gerais (PAS); M: proteinas (azul brilhante de Comassie). Ae F: barra=110um; C,D,E, G, H, |, J,Le
M: barra=80um; B: barra=40 m.
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Figura 8: Reagodes histoquimicas. Aspectos gerais da regido da nervura central e do mesofilo
das folhas de Byrsonima basiloba. A: controle para substancias lipofilicas; B: esterdides
(tricloreto de antimbnio); C: lactonas sesquiterpénicas (acido sulfurico/glicerina); D, E e F: controle
parasubstancias hidrofilicas; G: compostos fendlicos (cloreto férrico); H e |I: compostos fendlicos
(dicromato de potassio); J e L: alcaloides (2,4-DNF); M: proteinas (azul brilhante de Comassie). D, |,
J:barra=110um;A, B, C, E, G, H e L: barra=80um; F e M: barra=40 m.
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A Tabela 3 mostra as principais substancias com caracteristicas hidrofilicas por
meio de reagentes identificadores nas espécies B. crassa, B. fagifolia, B. basiloba e
B. intermedia. Na Tabela 4 organizaram-se os resultados obtidos em fungéo de sua
ocorréncia nas estruturas anatémicas das folhas de Byrsonima spp de acordo com
os reagentes utilizados.

Nas 4 espécies estudadas os compostos fendlicos (Tabelas 3 e 4) foram
encontrados em quase todos os tecidos foliares, com maior ou menor intensidade
(Figuras 6G, 6H, 7G, 7H, 8G, 8H, 8I, 9F e 9G) e parcialmente na regido cambial da
nervura principal ao utilizar os reagentes cloreto férrico e dicromato de potassio.

Os taninos (Tabelas 3 e 4) apareceram principalmente nas células
parenquimaticas do mesofilo das espécies B. fagifolia (Figura 71) e B. crassa
(Figuras 6l), sendo mais intensa na ultima espécie. Na B. fagifolia, os taninos
apareceram em células isoladas do mesofilo. A epiderme da B. crassa (Figura 6l) foi
mais evidenciada em relag&o a espécie B. fagifolia (Figura 71).

Os alcalbides (Tabelas 3 e 4) foram encontradas na regido epidérmica nas 3
espécies de Byrsonima (Figuras 7J, 8J, 8L, 9H), exceto na B. crassa (Figura 6J). O
parénquima lacunoso foi corado em castanho-avermelhado nas espécies B. fagifolia
(Figura 7J) e B. intermedia (Figura 9H) e parénquima palicadico e cuticula na B.
crassa (Figura 6J).

O PAS (Tabelas 3 e 4) corou intensamente a epiderme, cuticula, parénquima
clorofiliano da regido do mesofilo da espécie B. crassa (Figura 6L) indicando a
presenca de polissacarideos totais. Nas espécies B. fagifolia (Figura 7L) e B.
intermedia (Figura 9l) verifica-se o mesmo somente na regido epidérmica,
estendendo até o parénquima paligadico.

Foram detectadas proteinas totais (Tabelas 3 e 4), por meio da coloragao
azulada, nas regides epidérmicas das espécies B. fagifolia, B. crassa e B. basiloba
(Figuras 6M, 7M e 8M). A regido parenquimatica do mesofilo da B. basiloba (Figura
8M) também apresentou reagéo positiva para proteinas.

Nao foram verificados grdos de amido e pectinas nas folhas estudadas das

espécies de Byrsonima (Tabelas 3 e 4).
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Figura 9: Reagées histoquimicas. Aspectos gerais da regido da nervura central e do mesofilo
das folhas de Byrsonima intermedia. A e C: controle para substancias lipofilicas; B e D:
lactonas sesquiterpénicas (acido sulfdrico/glicerina); E: controle para substéancias hidrofilicas;
F: compostos fenolicos (cloreto férrico); G: compostos fendlicos (dicromato de potassio); H:
alcaloides (reagente de Dragendorff); I: polissacarideos gerais (PAS).A,B,D, F,Gel: barra=80 m;
C,EeH:barra=110 m.
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5.3. Atividade antimicobacteriana in vitro

Os resultados de CIM das fracbes de Byrsonima spp sao apresentados na
Tabela 5. As fracdes, dos extratos cloroférmicos das espécies Byrsonima, foram
consideradas promissoras quando os valores obtidos de CIM eram iguais ou
menores que 15,6pg'mL™”" (Protopopova, 2005). Franzblau et al. (1998) sugerem

como faixa de corte para extratos com valor de CIM igual ou inferior a 200ug-mL™".

Tabela 5: Determinacédo da CIM pelo MABA das fragbes de extratos
cloroférmicos da regido foliar de B. basiloba, B. crassa, B. fagifolia e B.
intermedia expressa em pg-mL"', empregando-se o M. tuberculosis H37Rv

ATCC27294.
Espécies Fragdes (ug-mL™")
hexanica metandlica diclorometanica
B. fagifolia 31,25 7,81 1,95
B. basiloba NT 31,25 7,81
B. crassa 62,5 7,81 250
B. intermedia 500 NT NT

NT: Nao testada

Os resultados indicam que as fracbes metandlica e diclorometanica da B.
fagifolia, fragdo em diclorometano da B. basiloba e fragdo em metanol da B. crassa
apresentaram atividade antimicobacteriana promissoras com valores de CIM
inferiores a 15,6ug-mL'1.

Na Tabela 6 sao apresentados os valores de CIM dos compostos isolados das
fragcbes hexanica, diclorometanica e metandlica dos extratos cloroférmicos de B.

fagifolia.
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Tabela 6: Determinacéo da CIM pelo MABA dos compostos isolados das fragdes
hexanica, diclorometanica e metandlica dos extratos cloroformicos de B. fagifolia
expressa em ug-mL™", empregando-se o M. tuberculosis H37Rv ATCC27294.

Fracbes compostos isolados CIM (ug-mL™)
hexanica acetato de a-amirina 62,5
Dotriacontano 250
diclorometanica mistura a 31,25
mistura b 31,25
metanodlica acido bassico 2,5

mistura a: mistura de lupeol, a-amirina e -amirina; mistura b: mistura de acetato de lupeol, acetato de a-amirina e acetato
de B-amirina; dotriacontano: Cs,Hes

5.4. Avaliagao de citotoxicidade

Nas Tabelas 7, 8 e 9 sdo apresentados, respectivamente, os valores de ICqy €
ICs0 dos extratos cloroférmicos e fragdes das espécies Byrsonima, e compostos da

B. fagifolia.

Tabela 7: Valores de ICyy e ICso dos extratos cloroférmicos das espécies
Byrsonima sobre a linhagem J774.

Espécie ICgo (ug'mL™") ICs0 (ng-mL™")
Byrsonima fagifolia 62,5 112,5
Byrsonima basiloba 125 225
Byrsonima crassa 62,5 112,5

Byrsonima intermedia 125 225
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Tabela 8: Valores de ICq e IC5¢ das fragdes metandlica, diclorometanica e hexanica
dos extratos cloroférmicos das espécies de Byrsonima.

Espécie Fracbes ICop (ug/mL) ICs0 (ug/mL)
Byrsonima fagifolia metandlica 31,25 56,25
diclorometéanica 125 225
hexanica 125 225
Byrsonima basiloba metanolica NT NT
diclorometéanica 125 225
hexanica NT NT
Byrsonima crassa metandlica (+toxica) 7,81 14,05
diclorometanica 15,62 28,11
hexanica 125 225
Byrsonima intermedia metandlica NT NT
diclorometanica NT NT
hexanica (-toxica) 250 450

NT: Nao testada

Tabela 9: Valores de ICyy € IC5y dos compostos isolados da espécie B. fagifolia
sobre a linhagem J774.

Fracbes Compostos isolados ICg0 (ug-mL™") ICs0 (ng'mL™")
hexanica acetato de a-amirina 500 (-toxica) 900
dotriacontano NT NT
diclorometanica mistura a 31,25 (+tdxica) 56,25
mistura b 62,5 112,5
metandlica acido bassico 31,25 (+toxica) 56,25

mistura a: mistura de lupeol, a-amirina e -amirina; mistura b: mistura de acetato de lupeol, acetato de a-amirina e acetato de
B-amirina; dotriacontano: Cs;Hes (NT: Nao testada).

5.5. Determinagao do indice de Seletividade

Na tabela 10 sdo apresentados comparativamente os valores de CIM, IC5y e de

IS dos extratos e fragbes e na Tabela 11 aqueles dos compostos isolados.
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Tabela 10: Valores de CIM, ICsp e IS dos extratos cloroférmicos e fragbes das

espécies de Byrsonima.

Espécie Extrato Fracdo CIM (ug'mL™")® 1Cs (ug'mL")° IS°
B. fagifolia Cloroférmico 62,5 112,5 0,26
hexanica 31,25 225 0,86

Metanolica 7,81 56,25 0,86

diclorometanica 1,95 225 2,06

B. basiloba Cloroférmico 125 225 0,26
hexanica NT NT NT

metandlica 31,25 NT NT

diclorometanica 7,81 225 1,46

B. crassa Cloroférmico 62,5 112,5 0,26
hexanica 62,5 225 0,56

metandlica 7,81 14,05 0,26
diclorometanica 250 28,11 -0,95
B. intermedia Cloroférmico 250 225 -0,05
hexanica 500 450 -0,05

metandlica NT NT NT

diclorometanica NT NT NT

a: Concentragédo Inibitéria Minima 90%; b: Indice de Citotoxicidade 50%; c: Indice de Seletividade é definido como a razéo
logaritmica de ICso sobre CIM (NT: Nao testada).

Tabela 11: Valores de CIM, ICsy e de IS dos compostos isolados da espécie de B.

fagifolia.
Fracdes compostos isolados  CIM (ug/mL)? ICso (ng/mL)®  IS°
hexanica Acetato de a-amirina 62,5 900 1,15
dotriacontano 250 NT NT
diclorometanica mistura a 31,25 56,25 0,25
mistura b 31,25 112,5 0,55
metanodlica acido bassico 2,5 56,25 1,35

a: Concentragdo Inibitéria Minima 90%; b: Indice de Citotoxicidade 50%; c: Indice de Seletividade é definido como
razéo logaritmica de ICsy sobre CIM; mistura a: mistura de lupeol, a-amirina e B-amirina; mistura b: mistura de acetato

de lupeol, acetato de a-amirina e acetato de 3-amirina; dotriacontano: Cs;Hes . (NT: N&o testada).

Dos 4 extratos, 12 fracbes e 5 compostos estudados somente o extrato

cloroférmico de B. intermedia e as fragdes diclorometanica de B. crassa e hexanica

de B. intermedia apresentaram os valores de IS menor que zero, o que significa que

apresentam mais citotoxicos que ativos contra M. tuberculosis. Fragdes como as

diclorometéanica de B. fagifolia e B. basiloba e o acido bassico apresentaram boa

atividade antimicobacteriana e baixa citotoxicidade.
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A fracado em diclorometano do extrato cloroférmico de B. fagifolia apresentou o
melhor valor de IS seguido pela fracdo também diclorometanica de extrato
cloroférmico de B. basiloba.

Em relagcdo aos compostos isolados obtidos a partir da espécie B. fagifolia,
apresentaram os melhores resultados de IS, o acetato de a-amirina, seguida da
mistura b. Em referéncia a droga padrao utilizada, o valor de IS da isoniazida é de
1,46 (Protopopova, 2005).

Na Tabela 12 estdo apresentados comparativamente os resultados obtidos na
reacao histoquimica de esterdides, lactonas sesquiterpénicas e terpendides com
grupo carbonila, atividade antimicobacteriana, citotoxicidade e indice de Seletividade
de extratos e fracbes das espécies Byrsonima. Os trés grupos de metabdlitos
secundarios foram selecionados, pois as substancias majoritariamente isoladas e
identificadas pertencem a estes grupos.

Na Tabela 13 sdo apresentados também comparativamente os resultados
obtidos da atividade antimicobacteriana, citotoxicidade e indice de Seletividade dos

compostos da espécie B. fagifolia.
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5.6. Determinacgao da toxicidade aguda

Observou-se, pelo menos, nos dois primeiros dias de experimento, algumas
mortes animais ja com as doses de menor concentracdo dos extratos cloroférmicos
microemulsionados testados. Nas doses de 250mg-kg”’ morreram 6 (60%), em
500mg-kg™’, 6 (60%), em 1000mg-kg™”, 8 (80%) e em 2000mg-kg”, 7 (70%), num
total de 12 animais (6 machos e 6 fémeas). Em relagdo aos animais controle foi
administrada, em volume por massa corpérea animal, a formulagéo

microemulsionada, ocorrendo 6 (60%) mortes animais.
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6. DISCUSSAO

Sao poucos os estudos relativos a identificacdo anatdmica e a investigacao
histoquimica das espécies da regido do Cerrado. O género Byrsonima ocorre,
predominantemente, no Cerrado e contém inumeras espécies medicinais, cujos
frutos e cascas sé&o utilizados para fins terapéuticos (Caceres et al., 1993;
Amarquaye et al., 1994). Até o momento, poucos estudos quimicos, bioldgicos e
farmacologicos foram realizados com os extratos destas espécies. Neste sentido os
dados obtidos neste estudo s&o inéditos e contribuem para o melhor conhecimento
das plantas do Cerrado sobretudo do género Byrsonima.

Em relacdo ao estudo anatébmico, foram verificadas algumas caracteristicas
anatbmicas marcantes das plantas da regido do Cerrado e encontradas nas B.
intermedia, B. basiloba, B. crassa e B. fagifolia. Uma das caracteristicas observadas
foi a presenca de pouco espaco intercelular na regido do parénquima lacunoso. O
parénquima palicadico apresentou-se mais desenvolvido que o lacunoso e verificou-
se a presenca de tecido esclerenquimatico desenvolvido. A presenca de poucos
espacos intercelulares no mesofilo é um aspecto tipico de plantas xeromorficas
(Fahn, 1978). Nas espécies estudadas, trés apresentaram este tipo de caracteristica
e somente na B. intermedia foi encontrada grandes espacos intercelulares. Além
disso, nas espécies de Byrsonima estudadas foram encontradas diferengcas quanto
ao numero de estratos no parénquima paligadico. Em B. basiloba e B. crassa
verificou-se uma camada de células enquanto que na B. fagifolia foram encontradas
duas e na B. intermedia foram encontradas trés. Estas diferencas observadas talvez
possam ser justificadas por meio das influéncias dos fatores externos ambientais,
visto que esses podem causar mudangas anatdomicas, morfoldégicas e quimicas nos
vegetais (Myers et al., 1987; Mendes et al., 2001; Oguchi et al., 2003).

Plantas de ambiente seco (xerdfitas) apresentam parénquima paligadico mais
desenvolvido do que o lacunoso, ou entdo, somente a ocorréncia de palicadico e
pequenos espacos intercelulares (Esau, 1974). Mendes et al. (2001) acreditam que

quanto maior o desenvolvimento do parénquima paligcadico, mais eficiente sera a
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fotossintese, pois nesta regido concentram-se as estruturas celulares responsaveis
por esta reacao. Na espécie B. crassa foi verificada a presenga de uma hipoderme.
Na questdo de identificacdo desta espécie, este € um quesito importante, pois a
diferencia das demais aqui estudadas, uma vez que estas ultimas ndo apresentaram
este caractere.

As espécies B. basiloba e B. crassa apresentaram pélos somente na face
abaxial, porém de acordo com a Attala (2004), nas folhas jovens de B. variabilis, B.
stellaris, B. subterranea encontram-se tricomas na regido adaxial da lamina foliar,
provavelmente tendo como fungao a protecao durante este periodo, uma vez que os
mesmos ndo persistem nas folhas adultas. Em B. subterranea, poucos tricomas séo
persistentes.

Segundo Anderson (1982) pélos em forma de Y sd&o denominados de
pubescéncia velutinea e, em T com bracgos e hastes curtos e retos, sericea, como foi
observada nas espécies B. basiloba e B. crassa, respectivamente.

Todas as folhas das espécies de Byrsonima estudadas sao hipoestomaticas e
apresentam aparelhos estomaticos paraciticos, os quais sdo comuns na familia
Malpighiaceae. As folhas xeromorficas, geralmente, contém maior numero de
estbmatos do que as hidréfitas. Em muitas xeréfitas, os estdbmatos estdo
posicionados em depressdes na superficie abaxial das folhas como estratégia de
sobrevivéncia num ambiente com restricdo de agua. As depressées podem também
conter muitos pélos epidérmicos. Juntas, estas duas caracteristicas podem servir
para reduzir a perda de agua pela folha (Raven et al., 2001). Em B. variabilis, B.
stellaris e B. reticulata os estdbmatos estdo situados acima do nivel da epiderme na
face abaxial; em B. subterranea apresentam-se no nivel da epiderme, situados
abaixo de projegdes cuticulares (Attala, 2004).

Na analise anatémica foi também verificada presenca de cristais de oxalato de
calcio na regido palicadica das folhas das espécies B. basiloba e B. intermedia.
Estes cristais possuem propriedades reflexivas, isto é, refletem uniformemente a
radiacao solar (Larcher, 2000). Neste sentido, a presenca de oxalato de calcio nas
folhas das espécies B. basiloba e B. intermedia pode indicar uma estratégia destas
espécies frente a intensa radiagao solar. Outros autores afirmam que os cristais sao

freqientemente classificados, segundo Esau (1977), como produtos de excrecéo
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mas, possivelmente, parte do calcio é reciclada. Segundo Metcalfe (1989), ha
opinides divergentes em relagcdo ao papel desempenhado pelos cristais, pois varios
significados metabdlicos séo atribuidos a sua frequéncia, como por exemplo,
proteger o vegetal contra herbivoria, dar suporte mecanico aos tecidos em época de
seca e até neutralizar grande quantidade de acido oxalico nocivo a planta. A
presenca de cristais de oxalato de calcio do tipo prismatico na regido colénquimatica
da nervura principal da espécie B. basiloba pode ser usada como um carater capaz
de delimitar estes taxons. Metcalfe e Chalk (1950) afirmam que diferencas na
estrutura da epiderme e no mesofilo podem contribuir para ter grande valor para a
identificac&o de espécies.

Em relacdo aos testes histoquimicos executados foram estudadas as principais
classes de compostos apolares (lipidios, esterdides, lactonas sesquiterpénicas e
terpendides) e polares (compostos fendlicos, alcaldides, taninos, polissacarideos e
proteinas).

Em duas espécies, B. fagifolia e B. crassa, foram encontradas pequenas
quantidades de gotas de lipidios, empregando-se a técnica de Sudan lll. Os lipidios
nao correspondem a uma das classes de compostos predominantes no género
Byrsonima. Os testes realizados para identificacdo de lipidios acidos, neutros e
insaturados néo detectaram estas substdncias em nenhuma das espécies
analisadas.

Os terpendides com grupo carbonila foram encontrados somente na B.
fagifolia, principalmente na regido clorofiliana estando ausentes nas demais
espécies. Uma das provaveis justificativas da auséncia de terpendides nas outras
espécies analisadas seria possivelmente a sensibilidade reduzida do reagente 2,4-
DNF em detectar pequenas quantidades de terpendides. Neste sentido, apenas
concentracdes significativas de terpendides na regiéo foliar puderam ser detectadas
por esta técnica. Por outro lado, na analise quimica, através da cromatografia
gasosa dos extratos cloroférmicos (dados ainda n&o publicados) foram identificados
triterpenos em todas as espécies estudadas.

Os terpendides sao chamados de inseticidas naturais, como integrantes desta
classe encontram-se os limonodides, o limoneno e o mirceno, desempenhando um

papel de protecdo as plantas contra a agcéo dos insetos. Os terpenos séo formados
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por unidades basicas de isopentenil-pirofosfato ou isopreno ativo, originando os
triterpenos e os sesquiterpenos ja citados na literatura como substancias dotadas de
acao bactericida (Pietro et al., 2000; Januario et al., 2002). Gottlieb et al (1975)
isolaram triterpenos do tronco de B. verbascifolia. As folhas de B. microphylla
forneceram triterpenos esterificados com &acidos graxos, &acidos triterpénicos,
quercetina e galato de metila (Mendes et al., 1999). Varios estudos relatam a
quimica de B. crassifolia, da qual foram isolados compostos volateis dos frutos,
glicolipidios, triterpenos, acidos triterpénicos, catequinas e flavondides obtidos das
folhas (Amarquaye et al., 1994; Rastrelli et al., 1997) e do tronco, proantocianidinas
e taninos (Geiss et al., 1995). Os esteroides e as lactonas sesquiterpénicas foram
encontrados abundantemente nas espécies de Byrsonima estudadas. Os testes
histoquimicos evidenciaram a presenca de lactonas sesquiterpénicas nos vegetais
estudados em diferentes regides da folha e esteréides em quase todas as espécies,
excetuando-se a B. intermedia, concentrados principalmente na regido do
parénquima clorofiliano. Atualmente, os fitoesterdis tém mostrado alto potencial
como imunoestimuladores e reguladores da migracao celular (Bouic, 2002).

Entretanto, o grupo de Quimica Orgéanica, cooordenado pelo Prof. Dr. Wagner
Vilegas do Instituto de Quimica da UNESP-Araraquara, em estudo realizado com os
mesmos extratos cloroférmicos de B. basiloba, B. intermedia, B. crassa e B. fagifolia
das espécies estudadas, através da cromatografia gasosa, ndo confirmou a
presenca de lactonas sesquiterpénicas (dados ainda néo publicados). Esta diferenca
nos resultados pode indicar que o reagente utilizado tenha evidenciado substancias
com estruturas similares, mas nao lactonas sesquiterpénicas, ou que sao
substancias instaveis e sofreram degradacdo nos procedimentos de camada
gasosa.

Em relacdo aos compostos fendlicos, estes foram evidenciados em todos os
tecidos da folha das espécies de Byrsonima, sendo alguns resultados mais intensos
do que outros. Os compostos fendlicos sdo citados por Fahn (1979) e Esau (1985)
como um grupo heterogéneo de substancias presentes em quase todos os tecidos
vegetais. Os autores referem que os mesmos estéo relacionados com a protecédo ao
dessecamento ou ao aparecimento e ataque de animais, embora hajam duvidas

quanto a totalidade de suas fungdes. Os produtos quimicos de defesa sao
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produzidos em consequéncia da ativagdo de rotas especificas e constituem a
maioria dos principios ativos como: Oleos essenciais, alcaldides, taninos e
flavondides (Krivenko et al., 1989).

Os taninos foram, majoritariamente, encontrados na regido parenquimatica das
espécies B. fagifolia e B. crassa. A fungao biologica dos taninos tem sido investigada
e acredita-se que eles estejam envolvidos na defesa quimica das plantas contra o
ataque de herbivoros vertebrados ou invertebrados e microrganismos patogénicos.
Testes in vitro realizados com extratos ricos em taninos ou com taninos puros tém
identificado diversas atividades biologicas dessa classe de substancias, destacando-
se as agdes bactericida e fungicida (Scalbert, 1991; Chung et al., 1998).

Os alcaldides foram encontrados em diferentes regidbes das espécies de
Byrsonima estudadas. Os alcaléides indoloterpénicos, tipicos do género
Aspidosperma sao de origem biossintética mista (chiquimato/mavalonato) e,
geralmente, possuem atividade biolégica marcante (Robbers et al.,1997).

Apesar da dificuldade na identificacdo de polissacarideos, pela variedade de
carboidratos encontrados nas células e devido a falta de métodos validos, estes
foram fortemente encontrados na regido do parénquima pali¢gadico, intimamente
relacionado com o processo de fotossintese. O PAS, responsavel pela reagéo, deve
estar presente em quantidade suficiente para serem corados (os polissacarideos)
(Svendsen e Verpoorte, 1983).

Pela aplicacdo do azul brilhante de Comassie, as proteinas totais foram
encontradas, principalmente, na regidao epidérmica das folhas de Byrsonima. As
proteinas podem ser localizadas nos tecidos ou células vegetais de duas formas:
técnicas que demonstram o conjunto de todas as proteinas ou métodos que coram
aminoacidos especificos (Fischer, 1968).

O estudo histoquimico € uma importante ferramenta para um direcionamento
fitoquimico mais aprofundado, pois revela as principais classes de metabdlitos,
possivelmente presentes numa estrutura celular (Fank-de-Carvalho e Graciano-
Ribeiro, 2004).

A necessidade da realizagdo do controle com todas as substancias testadas

sdo cuidados necessarios para se determinar qual regido realmente reagiu com o
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corante ou reagente de interesse. Devido a natureza de cada reagente, as estruturas
foliares sofrem reagbes mais intensas ou menos.

Aléem da visualizagdo das caracteristicas microscépicas das folhas existem
outras ferramentas complementares que direcionam a identificacdo e a
caracterizagdo quimica como a cromatografia e reac¢des de identificacdo de grupos
de principios ativos.

Para determinar a atividade antimicobacteriana das fragbes e compostos com
os extratos de B. basiloba, B. intermedia, B. crassa e B. fagifolia, foi utilizada o
MABA. Esta metodologia oferece inumeras facilidades, frente as outras técnicas
tradicionais, por apresentar facil manejo, reprodutibilidade dos resultados e baixo
custo. Sendo uma microtécnica, a quantidade de extrato utilizada é bem inferior
aquelas empregadas em outros testes. Outras vantagens que podem ser citadas
sdo. menor tempo de espera, a ndo alteracdo da constituicdo dos componentes
termolabeis e a possibilidade de se avaliar concentragdes multiplas de diversos
extratos simultaneamente (Franzblau et al.,1998).

Pela Tabela 10 verifica-se que valores de CIM mais promissores foram
encontrados nas fragdes metandlica (7,81 ug-mL™) e diclorometanica (1,95 pg-mL™")
da B. fagifolia, fracdo em diclorometano da B. basiloba (7,81 ug'mL™") e fragdo em
metanol da B. crassa (7,81 ng-mL™"). Em ensaio subsequente, foi determinada a CIM
dos compostos de B. fagifolia (Tabela 12). O composto acido bassico (2,5 ug/mL)
apresentou elevada atividade antimicobacteriana. Este valor é altamente promissor
uma vez que 0s quimioterapicos vigentes, como, a isoniazida, a rifampicina, a
estreptomicina e o etambutol apresentaram valores de CIM de 0,05 pug'mL™", 0,25
ng'mL™ 2,0 ugmL™" e 3,8 ug'mL™", respectivamente (Franzblau et al.,1998).

A elevada concentracgdo de lipidios de alto peso molecular presente na parede
de micobactérias provavelmente funcionou como uma barreira para os compostos
polares, justificando os valores mais promissores para os extratos apolares (Tossi e
Ellner, 1998; Rodrigues et al., 2003; Arantes, 2005). Os componentes ativos
lipofilicos, provavelmente atravessaram mais facilmente a barreira lipidica presente
na parede das micobactérias.

No presente estudo, o acetato de a-amirina e as misturas a e b apresentaram

CIM maior em relagao a fragdo de origem (Tabela 13), sugerindo que as substancias
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ativas foram perdidas durante o processo de fracionamento fitoquimico como, por
exemplo, a fragdo diclorometanica com valor de CIM de 1,95 ug-mL"comparada
com as misturas a e b que apresentaram valor de 31,25 ug-mL™. Por outro lado,
pode-se considerar a agao sinérgica dos constituintes como, por exemplo, a mistura
de lupeol, a-amirina e B-amirina que apresentou valor de CIM de 31,25 ug/mL e a
presenca somente do lupeol que apresenta valor de 64 ug/mL (Cantrell et al., 2001).
Portanto, de cada fragao de extratores diferentes (hexano, metanol e diclorometano)
foi isolada uma mistura de substancias possivelmente ativa ao M. tuberculosis
(Tabela 12). O acido bassico foi um dos compostos que apresentou maior atividade
em relagcdo a fracdo correspondente, com valor de IS mediano em relagédo a
isoniazida, sendo dessa maneira uma substancia promissora para uma continuidade
na pesquisa contra Mycobacterium tuberculosis.

Aléem de se determinar a atividade antimicobacteriana, foi determinada a
citotoxicidade dos extratos, fragdes das espécies Byrsonima e compostos da B.
fagifolia. Foram obtidos melhores IS na fragdo em diclorometano (Tabela 10) das
espécies B. fagifolia (2,06) e B. basiloba (1,46). O IS é uma 6étima ferramenta para
selecionar candidatos promissoras em atividades antivirais (Chiang et al., 2003) e
antimicobacterianos (Protopopova et al., 2005) para realizagdo de ensaios
subsequentes.

Na Tabela 12, foram correlacionados os valores de CIM dos extratos
cloroformicos de Byrsonima com a presenga de esterdides, lactonas
sesquiterpénicas e terpendides verificados na analise histoquimica. A B. fagifolia
apresentou os trés grupos metabolitos com valor de CIM de 62,5 ug-mL™". Por outro
lado, na B. intermedia foram identificadas somente as lactonas sesquiterpénicas,
apresentando CIM de 250 ug-mL™". Portanto, a reacdo histoquimica possibilita uma
relacdo com atividade bioldégica e dessa maneira, pode direcionar a identificagao de
provaveis compostos secundarios.

Em relacdo a toxicidade aguda testada nos animais, o sistema
microemulsionado proposto para o extrato cloroférmico dos vegetais estudados nao
possibilitou na solubilizagdo completamente, portanto n&o foi testado nos animais.
Excetuando, o extrato cloroformico microemulsionado da B. fagifolia. Porém,

observou-se durante o acompanhamento do estudo a morte dos animais controle.
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Os estudos anatdbmicos e histoquimicos ressaltam a preocupagdo de
identificacéo das espécies, buscando caracteristicas anatdmicas inerentes a planta.
Esta etapa é fundamental para o estudo de direcionamento para outras
investigacbes como, por exemplo, a busca de novas atividades biologicas.

O fracionamento direcionado, do extrato até a obtencédo de principios ativos,
resultou na obtencdo de compostos mais ativos e substancias mais puras. Porém
em alguns casos ocorreu a redugédo da atividade, denotando perda de atividade
durante o fracionamento ou entdo que a atividade estava relacionado com o efeito

sinérgico de 2 ou mais componentes.
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7. CONCLUSOES

Com base nos objetivos do trabalho conclui-se que:

- o0 estudo anatébmico foram encontradas estruturas morfoldégicas que podem ser

utilizados como caracteres identificadores;

- 0 estudo histoquimico revelou que os principais constituintes quimicos presentes
foram lipidios totais, esteroides, lactonas sesquiterpénicas e terpendides para
substancias apolares; e compostos fendlicos, taninos, alcaldides, polissacarideos
totais e proteinas totais para substancias polares, com diferentes intensidades

de reagcdo em cada espécie;

- quanto a atividade antimicobacteriana, as fragées diclorometanicas das espécies
B. fagifolia e B. basiloba apresentaram maior atividade antimicobacteriana em

relacéo as outras fragoes;

- 0 acido bassico apresentou elevada atividade antimicobacteriana e moderada

atividade citotoxica;

- o0s extratos cloroférmicos das espécies estudadas n&o solubilizaram
completamente no sistema microemulsionado proposto, exceto para B. fagifolia.

Porém, observou morte dos animais controle nesta ultima espécie.

Como desdobramento das conclusbes € possivel afirmar que a estrutura
anatbmica seja uma estratégia para evitar a perda de agua ao meio externo.
Quimicamente, a busca de compostos ativos ressalta a importancia do estudo
biodirecionado: desde do extrato ativo, passando pela fragdo e buscando o
composto ativo. Por fim, é importante salientar que a atividade antimicobacteriana e
a citotoxicidade apresentam relagbes estritas, pois quanto melhor a atividade e
menor deve ser a citotoxicidade, portanto é fundamental realizar estas duas

atividades.
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Figura 1: A: vista geral de Byrsonima basiloba; B: folhas de Byrsonima basiloba; C: folhas de
Byrsonima intermedia; D: vista geral de Byrsonima intermedia; E: folhas de Byrsonima crassa; F:
folhas de Byrsonima fagifolia.
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