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RESUMO

INTRODUGCAO: Com o surgimento da tuberculose multidroga-resistente, ha uma
necessidade urgente de novas drogas com capacidade de reduzir a complexidade e
tempo do tratamento, e de erradicar as infeccbes duraveis, desde modo foi avaliada a
atividade antimicobacteriana do extrato etandlico de casca de tronGodmmatia
polymorphae as drogas padrdo Isoniazida, Rifampicina, Estreptomicina e Etambutol.
METODOS: O estudo da atividade amii- tuberculosisfoi realizado através da
metodologia de reducdo da resazurina, onde a mudanca de cor do indicador
diretamente proporcional ao niumero de micobactérias viaveis no meio. Realizou-se a
pesquisa de CIM (concentracdo inibitéria minima) do ext@©SULTADOS: O

extrato bruto de Gochnatia polymorpha gresentou CIM > a 500ug/mL.
CONCLUSAOQO: O extrato etandlico bruto d&ochnatia polymorphando possui
atividade antiMycobacterium tuberculosisEstudos adicionais sdo necessarios para
investigar outras atividades potenciais.

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosisGochnatia polymorphaOxi-Reducéo

Resazurina.



ABSTRACT

INTRODUCTION: With the emergence of multidrug-resistant tuberculosis, there is an
urgent need for new druge reduce the complexity and duration of treatment, and
eradicate durable infections, in order to access it, the antimycobacterial activity of the
ethanol extract of bark trunkochnatia polymorphaand standard drugs Isoniazid,
Rifampicin, Streptomycin and Ethambutol was realiZd&THODS: The study of the
anti-M. tuberculosisvas accessed by the reduction of resazurin methodology, where the
color change of the indicator is directly proportional to the number of viable
mycobacteria in the middle. We carried out research of MIC (minimum inhibitory
concentration) of extractRESULTS: The crude extract oochnatia polymorpha
showed a MIC > 500pug/mL. CONCLUSION: The ethanol extract oGochnatia
polymorphahas showed no activity againstycobacterium tuberculosisAdditional
studies are needed to investigate other potential activities.

Keywords: Mycobacterium tuberculosisGochnatia polymorpha Oxi-Reduction

Resazurin.

INTRODUCAO

A tuberculose € uma doenca infecciosa transmissivel, cujo agente etiologico é o
Mycobacterium tuberculosidactéria de morfologia bacilar, também conhecida como
bacilo de Koch (BK), por ter sido identificada em 1882, pelo pesquisador Heinrich
Hermann Robert KochFoi estimado que um terco da populagédo mundial esta infectada
pelo M. tuberculosis Estima-se que ocorram cerca de 8 a 9 milhdes de casos novos de
tuberculose a cada ano, e 1 a 2 milhdes de mortes anuais devido & tulfe/Colmse
principais causas para a gravidade da situacdo atual da tuberculose no mundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) aponta os seguintes fatos: desigualdade social,
aumento da coinfecgdo com AIDS, envelhecimento da populag&o, grandes movimentos
migratorios.

A terapia incorreta ou incompleta e o abandono do tratamento por parte do
paciente estdo associados ao surgimento da tuberculose multidroga resistente (MDR-

TB)” (doenca causada pela resisténcia de cepas. deberculosisa pelo menos duas



drogas de primeira linhap da tuberculose extremamente resistentes as drogas (XDR-
TB) (doenca causada por cepasMletuberculosisque possuem resisténcias as mais
importantes drogas anti-TB de primeira e segunda finha) efetividade das drogas
utilizadas para tratamento da tuberculose resistente as drogas de primeira linha é menor,
tendo um custo superior e maior toxidade se comparado aquelas utilizadas no esquema
bésico, causando o prolongamento do tempo de tratamento, diminuicdo da adeséo, o
aumento das chances de falha no tratamento e obviamente aumento nos séus custos

Em paises desenvolvidos como os Europeus e Norte Americanos, a tuberculose
tornou-se uma doenca reemergente, devido principalmente as cepas multirresistentes a
drogas e a AIDS. Contudo no Brasil ela ndo se enquadra em um problema de saude
publica emergente ou reemergente, mas sim € um problema presente e constante desde
seu surgimentd.

Com o surgimento da multidroga resisténcia, ha uma necessidade urgente por
novas drogas com capacidade de reduzir a complexidade e tempo do tratamento, e de
erradicar as infeccdes duraveis. Entretanto, nos ultimos 40 anos, nenhuma nova droga
foi desenvolvidd. As plantas medicinais s&o vastamente utilizadas como adjuvantes no
tratamento de diferentes doencas. Todavia, sabe-se que as plantas produzem metabdlitos
secundarios com atividades biolégicas dimefs A etnobotanica assim como a
etnofarmacologia tém confirmado serem ferramentas importantes na investigacdo de
substancias naturais de funcionamento terapétifiana varias doencas.

Nos ultimos anos ocorreu uma valorizacdo das fontes naturais na busca por
produtos ou processos com aplicacfes Uteis, sendo desenvolvido um campo de pesquisa
cientifica denominada bioprospecc¢ao, ou prospeccado da biodiversidade. Trata-se de uma
busca por compostos organicos Uteis em microorganismos, plantas ou fungos que
crescem em diferentes ambientes, tais como florestas, desertos e fonte§'termais

Dye et al(2002)"° relata em seu trabalho o alerta da OMS sobre a necessidade de
novas drogas para o tratamento da tuberculose. Produtos naturais sdo candidatos
promissores para o desenvolvimento de novos farmacos por serem disponiveis em
abundéancia e por apresentarem a oportunidade de gerar produtos seguros, estaveis,
padronizados e eficazes para uso em tratamentos primarios de saude. Estes podem
também levar a descoberta de novos derivados de plantas biologicamente ativos, os

quais poder&o ser candidatos a novas dfagas



Desde antes da descoberta dos antibidticos, indigenas tém utilizado plantas e
seus extratos para o tratamento de doencas infecciosas. Um estudo recente identificou
88 plantas utilizadas popularmente para o tratamento da tuberculose em'®)gearda
Collins e Franzblau (199%)existe uma urgéncia no desenvolvimento de técnicas e
ensaios para a triagem de novas drogas, que possuam maior rapidez, baixo custo e alto
rendimento, devida ao aumento da necessidade de novas drogas para combater cepas
resistentes as drogas de primeira e segunda escolha.

Estudos recentes tém identificado atividades medicinais em plantas, por
exemplo, o géneroBauhinia vem sendo estudado quanto a possivel acédo
hipoglicemiante, uma vez que se observou sua utilizacdo na medicina popular, para o
tratamento da diabetés™

A planta Cymbopogom citratugDC) Strapf., popularmente utilizada contra
gripes, disenteria, dores de cabega, como calmante e antiespasmaddico, teve seu 0leo
essencial testado, e apresentou atividade antimicrobiana e anti-hipeftensiva

O extrato etandlico das folhas deassiflora edulis apresentou atividade
analgésica, anti-inflamatéria e antipirética, quando testado em labdratério

Na Bolivia, 30 espécies de plantas utilizadas popularmente contra os sintomas da
malaria foram estudadas, e a espd&ieguianensisdestacou-se por apresentar bons
resultados, amenizando os sintomas associados a p&tologia

Outro estudo realizado por Schuchaét mostrou que extratos hidralcodélicos
(EHAs) das planta®8. grupo trimera, B. pilosg Eucalyptus spp P. punctatume
T.minutaapresentam atividade antifingica frente a dermatdfitos de interesse na saude
animal e humarfa

Destaca-se, ainda, um estudo realizado com 16 plantas provenientes do viveiro
de plantas medicinais da Universidade Federal de Vigosa, que evidenciou acentuada
atividade bacteriostatica do extratippia sidoides(alecrim-pimenta), que levou a uma
inibicdo completa do crescimento SethyphimuriumS. aureusL. monocytogenesY.
enterocoliticd”.

Existem diversos estudos realizados com plantas em busca de potendl anti-
tuberculosis onde extratos vegetais foram testados e apresentaram resultados positivos

como das espécies de plan#shatoda vasicd, Aristolochia taliscan®, Acalypha



indica, Adhatoda vasica Allium cepa Allium sativum ,Aloe vea®’ e Mallotus
philippensis®.

Gochnatia polymorphélLess) Cabr. € uma arvore de médio porte encontrada em
véarios estados brasileiros e também no Paraguai, Uruguai e na Argentina. E conhecida
no Brasil como Cambard, nome dado também a vérias outras espécies do género. As
suas folhas tém sido usadas na medicina popular contra afecgbes do sistema
respiratorio. Sao reconhecidas trés subespé&oagmorpha ceanothifoliae floccosa
sendo a Ultima amplamente dispersa no estado do Parana

Apesar da ampla utilizacdo popular observada¢goastudos foram realizados a
fim de avaliar a atividade biologica, potencial terapéutico e/owittade da planta, bem
como estudos biomonitorados com o objetivo de identificar e isolar carmspgsie
poderiam estar relacionados com tais atividade

Um estudo evidenciou a atividade antimicrobiana da planta citebcoccus
lutus, Staphylococcus aureusS. epidermidis Streptococcus mutangEnterococcus
falcalis e Candida albican%.

Além do uso na medicina popular e escassez de estudos farmaxlagic
variabilidade quimica encontrada no extratoGlgpolymorph& corroborou a sua escolha
para os testes contké& tuberculosis

Liu (1981) propds o teste bioguimico de toxicidade baseado na reducdo do
corante resazurina por meio da desidrogenase microbiana, com a resazurina atuando
como um aceptor de elétrons, havendo mudanga de cor na presenca da enzima
desidrogenase ativa, proveniente de uma cultura de bactérias crescente. A reacao
guimica que representa a conversao da resazurina no seu produto reduzido, representada

na figura £2
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Figura 1 - Reacéo quimica de reducdo de resazurina para resorufina, com mudanca de derazul
para rosa.



Apenas por intermédio da desidrogenase pode ocorrer a redugdo da resazurina
pelo sistema de transporte de elétrons microbiano, a desidrogenase pode ser usada para
medir as atividades metabdlicas de respiracdo e crescimento de uma cultura bacteriana
pura, e na presenca de téxicos. Caso haja inibicdo da desidrogenase pelo composto
quimico investigado ndo ocorrera a reducdo quimica da resazurina e a amostra
permanecera com a coloragdo azul. Caso o extrato ou drogas testados ndo apresentem
efetividade sobre as bactérias, entdo a resazurina é reduzida para resorufina, assumindo

a Ccor ros.

METODOS

A metodologia deste estudo se baseia na utilizacdo de um indicador de oxi-
reducdo, a resazurina, para identificacdo e quantificagdo da atividade anti-
Mycobacterium tuberculosido extrato etandlico déochnatia polymorphaplanta do
cerrado, através da andlise da viabilidade celular dos bacilos submetidos ao extrato
testado.

A coleta da planta e preparacédo do extrato foram realizados em parceria com a
Dra. Candida Aparecida Leite Kassuya. Para o preparo do extrato etandlico da casca do
tronco de Gochnatia polymorpha o material boténico (cascas do tronco da G.
polymorpha ssp. floccosa) apds os processos de secagem e moagem, foi submetido a
extragcdo em temperatura ambiente (macerag¢do) com solventes em ordem crescente de
polaridade (hexano e etanol), com renovacdo em intervalo de 24 horas. O volume de
solvente foi de 500 mL para cada 100 g de material. As solu¢cbes obtidas foram
concentradas em evaporador rotativo a pressado reduzida, rendendo 0s extratos em
hexano e EtOH. Os residuos vegetais foram descaftadas utilizado no estudo

apenas o extrato etandlico da planta Gochnatia polymorpha.

5.1. Estudos farmacolégicos

Para a realizagcdo do teste de susceptibilidadesitro, foram preparadas
solugbes-mae do extrato d&ochnatia polymorphaa 10.000 pg/mL, bem como as
drogas padrdo utilizadas como controle no teste, Isoniazida e Rifampicina,

Estreptomicina e Etambutol.



A reducdo da resazurina foi aplicada para os teéstggro, conforme método
descrito por Palomino et al., 2082 A leitura dos resultados foi realizada em
microfluorimetro Spectra Plus, TECAN.

5.2. Preparo das culturas estoque

O preparo das culturas estoque foi realizado por meio da inoculagédo da cepa
padrdo M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177) em meio Middlebrook 7H9
suplementado com AODC, e posterior encubacdo a 37°C por 15 dias. Apos a
verificacdo do crescimento bacteriano, realizou-se lavagem da cultura.

Para a lavagem a cultura foi aliquotada em tubos de 15 mL. Centrifugou-se por
15 minutos de 1500 a 2000 rpm. Aguardou-se 10 minutos e foram abertos os tubos,
posteriormente desprezou- se o sobrenadante e acrescentg-estétil, agitou-se a
solucéo no vortex, centrifugaee repetiu-se a lavagem por mais duas vezes.

Depois de lavada a solucéo foi ressuspendida gineHoi reduzida a urtubo,
desta maneira conseguiu-se uma solugdo com maior concentracao bacilar.

Em seguida ajustou-se para + duas escalas acima da Mac Farland 1 através da
adicdo de agua estéril. Aliquotou-se essa suspensado em criotubos com volume médio de
1mL. Posteriormente a suspenséo foi exposta a uma temperatura de -20°C por 2 horas
para seu congelamento e seguido esse tempo a uma temperatura de -80°C.

Ap6s o congelamento a -80°C aguardou-se um tempo minimo de dois dias
retirou-se o criotubo do freezer e aguardou-se o descongelamento para o inicio das
diluicdes seriadas (em.B estéril). Semeou-se 100 uL em 7H10 + OAC (a 65°C) para
contagem das Unidades Formadoras de Colonia (UFC).

As diluicdes de -2 a -9 foram semeadas e contadas. Foram determinadas as
guantidades de UFC por mL no criotubo. (expandiu-se para todos os tubos do mesmo
lote essa contagem, identificados pela data de congelamento). Para o ensaio € necessario

uma concentracdo de 1 a 5XLIFC/mL.

5.3. Preparo das drogas e reagentes
Tanto as drogas de primeira quanto de segunda linha utilizadas para o tratamento
da tuberculose foram empregadas como controle para os testes. Apés a solubilizacao (de

acordo com as recomendac0des do fabricante) as drogas foram armazenadas em aliquotas



a temperatura de -20°C. A resazurina foi diluida na concentracdo de 1mg/mL no

momento do uso.

5.4. Ensaio de Reducédo da Resazurina (REMA)

As placas foram preparadas de acordo com o descrito por Palomino et al.
(20027! para o ensaio de reducdo da resazurina. Utilizou-se meio de cultura
Middlebrook 7H9 suplementado com OADC e acrescido de PANTA (mistura de
antibiéticos liofilizados) para inibir possivel contaminacdo do extrato. Foram
adicionados de 100 a 150 pL de meio de cultura aos pocos determinados, e 200 uL na
coluna de hidratacdo (Coluna 12 da microplaca). Especificam-se na figura 2 os pocos de
controle da microplaca.

Apos a adicdo do meio, realizou-se a diluicdo do extrato e drogas controle na
microplaca, iniciando a uma concentracao de 500 pg/mL para o extrato, e 1 pug/mL para
as drogas. Partindo dessas concentragdes, realizou-se diluicdo seriada, para ensaio de
CIM. Manteve-se ainda uma coluna para verificar a esterilidade do extrato e das drogas
(contendo meio de cultura e extrato/droga).

A solucdo bacteriana (congelada, previamente contada) na concentracdo e 1x10
UFC/mL foi adicionada.

Selou-se as placas com papel filme e papel aluminio, e incubou-se por 7 dias a
36°C.

Ao final do sétimo dia de incubacédo, as placas foram retiradas da incubadora,
abertas, e foi adicionada a solu¢do de resazurina 1 mg/mul(3®r poco). Em
seguida as placas foram embaladas e incubadas por 24 horas a 36°C (+1°C).

Apoés o periodo final de incubacdo, as placas foram retiradas, abertas, e foi
realizada a leitura em fluorimetria, através de Leitora de microplacas Spectra Plus,

TECAN utilizando-se filtros de excitagdo em 530 nm e de emissao em 590 nm.
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Figura 2 - Esquema de microplaca

Primeiramente foi realizado um teste, em duplicata, com a concentracao inicial
do extrato em 250ug/mL. Como a CIM>250ug/mL, foi realizado um segundo teste, em
duplicata, com a concentracéao inicial do extrato em 500ug/mL.

As leituras de fluorimetria foram tratadas através de calculos especificos, apresentando
resultados de CIM em pg/mL. Os resultados encontrados foram compativeis em todos

os testes realizados.

RESULTADOS

O teste de atividadm vitro contraM. tuberculosisfoi realizado contra cepas
H37RV ATCC 27294 e a CIMncontrada foi > 500 pg/mL.



O método de reducdo da resazurina foi utilizado para avaliar a atividade
antimicobacteriana do extrato vegetal @echnatia polymorphaA ndo emissao de
fluorescéncia, e a manutencao da coloracdo azul inicial do indicador nos pocos teste,
séo consistentes com muito baixos niveis, ou auséncia de crescimento de micobactérias,
demonstrando agdo da droga/extrato. Por outro lado, elevadas leituras de fluorimetria e
desenvolvimento de coloracdo rosa, sdo referentes a niveis elevados de proliferacéo
micobacteriana.

As leituras de fluorimetria dos poc¢os de controle positivo, que adquiriram cor
rosa apdés 24 horas de incubacdo, eram condizentes com o0s niveis elevados de
crescimento de micobactérias, enquanto 0os po¢os com o0 meio de cultivo estéril
mantiveram cor azul apos o periodo de incubacéo, e evidenciaram a falta de crescimento
e auséncia de contaminacao.

Os valores de CIM esperados e encontrados para o extrato etandlico de casca de
tronco deGochnatia polymorphdGP) e das drogas padrédo Isoniazida, Rifampicina,
Estreptomicina, Etambutol sdo apresentados na tabela 1 e os resultados aproximados

observados na microplaca de teste sdo apresentados na figura 3.

Tabela 1 Valores encontrados e valores esperados de CIM das drogas padrdo e do extrato
etandlico de G.P.

CIM ENCONTRADA CIM ESPERADA
G.P. > 500 pg/mL
INH 0,06 pg/mL 0,05 pg/mL
RFP 0,02 pg/mL 0,11 pg/mL
EST 0,18 pg/mL 0,26 pg/mL
BEM 1,7 pg/mL 1,64 pg/mL

Figura 3 - G.P- Extrato de Gochnatia polymorpha; INH- Isoniazida;, RFP- Riampicina; EST-
Estreptomicina; BEM- Etambutol.

Os pocgos controle contendo rifampicina e isoniazida também revelatdm CI
condizentes com o0 esperado. Rifampicina e isoniazida inibiram efetivamente o
crescimento d&l. tuberculosisA CIM das drogas padrao encontrada nos téstesro

esta de acordo com o encontrado na literatura (INH 0,05 pg/mL; RFP 0,105 pg/mL;).
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Figura 4 - Esquema de microplaca com a mudanca de cor de acordo com os resultadbtidos no
teste.

O extrato testado deGochnatia polymorphando apresentou atividade
antimicobacteriana nas concentracfes testadas, sendo que todos 0s pocos teste, do 2 ao
10 apresentaram crescimento micobacteriano, com reducdo da resazurina ocorrendo
assim alteracdo de cor de azul para rosa, indicando crescimento micobactedano e n

eficiéncia do extrato, portanto considera-se a CIM > 500 pg/mL (concentracao inicial).

DISCUSSAO

O presente estudo demonstra que 0 extrato etandlico bruto da casca dodronco d
Gochnatia polymorph@aéo apresenta atividade aWicobacterium tuberculosivisto
a concentracéo inibitéria minina500 pg/mL. Extratos de plantas que ndo sdo capazes
de inibir o crescimento déM. tuberculosisa concentragdo > a 200 pg/mL s&o
considerados inativos, enquanto que extratos apresentando CIM < a 128 pg/mL séo
ativos”.

As plantas tem demonstrado serem agentes antimicrobianos menos eficientes em

comparagcdo com 0s microrganismos. Contudo um grande numero de extratos e
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compostos vegetais tém demonstrado atividade antimicobacteAlina sativum
Borrichia frutescensFerula communisHeracleum méaximdarwinskia humboldtiana
Leucas volkensii Moneses uniflora Oplopanax horridus Salvia multicaulis e
Strobilanthus cusiaestdo inclusos entre as espécies mais efetivas no controle no
crescimento de micro-organismos. Em determinados casos 0s compostos isolados
apresentaram atividade antimicobacteriana comparaveis a medicarhentos

Os componentes identificados a partir de plantas ativas contra 0s micro-
organismos sao aromaticos ou compostos organicos saturados, sendo mais
frequentemente obtidos por meio do etanol e da agua. Tentando transcrever a medicina
popular utilizou-se, nesse e em outros estudos, o etanol absoluto, que tem polaridade
semelhante a agua, o solvente tradicional para a extragcdo de compostos semelhantes.
Utilizou-se o etanol uma vez que é mais rapido para extrair e reduz a contaminacao
microbiana.

Foi relatado, em estudos realizados por Stefanello et al.*20f/idade
antimicrobiana concentrada no extrato emyCj{diclometano) das cascas do troco de
G. polymorphassp floccosa No entanto, o extrato testado por ele anteriormente foi
mais potent€. As Unicas substancias puras obtidas desta fragéo (acetato de baurenila e
11aH,13-diidrozaluzanin C), que foram testadas se mostraram inativas. Esse resultado
pode ser explicado pelo fato de que as substancias ativas podem ser constituintes
minoritarios no extrato. Por outro lado, muitas vezes a atividade de um extrato € funcéo
de um sinergismo entre os seus Varios componentes e ndo das substancia¥.isoladas
Por esse motivo foi preferivel o teste inicial do extrato completo da casca de tronco de
G. polymorphaContudo o presente estudo demonstrou que o extrato etandlico da casca
do tronco deG. polymorpha preparado de uma maneira tradicional, ndo exibe forte
atividade antituberculosm vitro com niveis comparaveis ao do controle positivo, a
rifampicina e isoniazida.

A preocupacdo com o controle da emergéncia e da transmissdo de cepas
resistentes motiva o teste de novas metodologias fenotipicas para detectar
susceptibilidade aos farmacos anti-TB, sobretudo INH e RMP, que possuam
praticidade, eficiéncia e que permitam resultados mais rapidos do que o fornecido pelo

método convencional. Dessa maneira, métodos fenotipicos de simples execucéo,
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rapidos e confiaveis também veem sendo desenvolvidos no intuito de diminuir o tempo
e o custo dos test8saapud’.

O método de microtitulacdo da placa de ensaio com resazurina (REMA) é
realizado em meio liquido, sendo uma 6tima alternativa de validacdo por apresentar as
vantagens desejadas, ja que sdo muitas as limitagcbes do método convencional de
contagem de colénias em meio solido, caracteristicas como dificil disperséo,
crescimento lento dos micro-organismos e dificuldades na padronizacédo das condi¢cfes
de trabalhd’.

Sais de resazurina e de tetrazolium utilizados como indicadores para detectar
viabilidade celular sdo uma boa opcéo para melhor visualizacdo da leitura desses testes
em microplacas. Esses substratos agem como cromogénicos de enzimas desidrogenases,
como indicadores de oxi-reducéo, e sdo reduzidos através do ganho de hidrogénio por
flavinas ligadas a enzimas relacionadas com o sistema de transporte durante o
metabolismo celuldfapud’.

O extrato deGochnatia polimorphando apresentou resultados de atividade anti-
M.TB. promissores, todavia outros estudos contra diferentes microrganismos ou para
diferentes atividades biologicas poderiam ser realizados para aproveitar o potencial

medicinal dessa espécie de planta.
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