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RESUMO

As micobactérias nao-tuberculosas sdo espécies ambientais com
crescente relevancia clinica, por sua relagdo com diversos tipos de
infecgbes. Geralmente, apresentam maior resisténcia intrinseca aos
antimicobacterianos convencionais, impulsionando assim a busca de
novas alternativas farmacolodgicas, como as obtidas de fontes naturais.
Este estudo avaliou a atividade de classicos antituberculosos, como
estreptomicina (SMR), etambutol (EMB), isoniazida (INH) e rifampicina
(RIF), bem como extratos vegetais oriundos da Mata Atlantica (Brasil)
frente ao Mycobacterium fortuitum e Mycobacterium malmoense. Foram
observadas as seguintes concentragdes minimas inibitérias (CMI) para o
M. fortuitum: EMB = 16ug/mL; SMR = 4ug/mL; INH e RIF 1ug/mL; extrato
bruto Plathymenia foliolosa = 200ug/mL. Ja para o M. malmoense, as CMI
encontradas foram: SMR = 4ug/mL; INH = 1ug/mL e RIF = 0,25ug/mL. O
EMB n&o inibiu o crescimento bacteriano desta espécie. Os compostos
naturais ativos contra o M. malmoense foram os extratos Siparuna
arianeae, Cedrela fissilis e Peschiera affinis, que apresentaram CMI de
200ug/mL, enquanto a CMI de Ficus gomelleria foi de 100ug/mL.
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ABSTRACT
Natural extracts with anti-mycobacterium activity on
Mycobacterium fortuitum and Mycobacterium malmoense

Non-tuberculous mycobacteria are environmental species of increasing
clinical importance in the last years and have been reported as etiologic
agent in various types of infections. Generally, they have great intrinsic
resistance to ordinary antimicrobials conventional, which motivates to
search new pharmacological alternatives, such as those obtained from
natural sources. This study evaluated the activity of classic anti-
tuberculosis drugs such as streptomycin (SMR), ethambutol (EMB),
isoniazid (INH), rifampin (RIF) and crude extracts of plant from the Atlantic
Forest (Brazil) against Mycobacterium fortuitum and Mycobacterium
malmoense. It was observed the minimum inhibitory concentration (MIC)
for M. fortuitum: EMB = 16pug/mL; SMR = 4pg/mL; INH and RIF 1pg/mL;
crude extract Plathymenia foliolosa = 200ug/mL. For M. malmoense, MIC
were: SMR = 4pg/mL; INH = 1ug/mL and RIF = 0.25ug/mL. EMB did not
inhibit bacterial growth of this species. Active crude extracts against M.
malmoense were Siparuna arianeae, Cedrela fissilis and Peschiera affinis
that showed MIC = 200pg/mL, while Ficus gomelleria showed 100ug/mL.

KEY-WORDS: antimycobacterial activity, vegetable extracts, Mycobacterium fortuitum,
Mycobacterium malmoense

1 - INTRODUCAO

As micobactérias nao-tuberculosas (MNT) sdo microorganismos
de habitat ambiental, cujo potencial patogénico para humanos e animais
varia de colonizagdo inécua até doenca'’. A presenca das MNT em
patologias humanas foi pela primeira vez descrita em 1893, ndo muito
distante da descoberta do Mycobacterium tuberculosis por Robert Koch.
Subseqlentemente, numerosos relatos corroboraram o papel de
patdégeno humano dessas espécies®.

Algumas infecgbes causadas por MNT parecem ser adquiridas
pela inalacdo de aerosséis infectados ou ingestdo; mais rara é a
aquisicdo nosocomial ou iatrogénica. Em contraste com o complexo
Mycobacterium tuberculosis, essas micobactérias normalmente ndo sao
contagiosas, e seu isolamento ndo estd necessariamente associado a
doenga@{

As MNT, por seu potencial patogénico variavel, constituem um
continuo desafio ao sistema imunolégico humano, tornando-se
aparentes em individuos com a imunidade prejudicada, devido ao uso
de medicamentos imunossupressores, na sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS), deficiéncia genética na ativagdo dos macroéfagos,
fibrose cistica, etc.

Atualmente, sdo conhecidas mais de 90 espécies de
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micobactérias. Destas, aproxmadamente um terco tém sido associadas
com doengas em humanos( As espécies de MNT potencialmente
patogénicas ao homem incluem: Mycobacterium avium complex (MAC),
M. kansasii, M. haemophilum, M. intracellulare, M. marinum,
M. malmoense, M. scrofulaceum, M. ulcerans M. xenopi, M. abscessus,
M. chelonae e M. fortuitum complex ® Com o advento da biologia
molecular, novas espécies de micobactérias tém sido descritas. A partir
de 1990, foram descobertas 20 espécies de MNT com atividade
patogénica, como Mycobacterium intermedium, M. interjectum,
M. genavense, M. mucogenicum, entre outras‘”

Essas micobactérias, embora possam, em geral, ser menos
virulentas que patdégenos classicos como o M. tuberculosis, ao
estabelecerem um quadro infeccioso sdo de dificil erradicagdo, na
medida em que, sendo mlcroorganlsmos ambientais, apresentam maior
resisténcia aos antimicrobianos®

A quimica dos produtos naturais € uma area de investigagdo com
vasto potencial, principalmente nos paises com grande biodiversidade,
como é o caso do Brasil e de outros paises sul-americanos. Recentes
estudos mostram atlwdade antimicobacteriana de certas espécies de
plantas. Newton et al.” estudaram extratos de 138 espécies de plantas
e encontraram 112 metabdlitos puros com moderada a alta atividade
antimicobacteriana. Cantrell et al."” também encontraram at|V|dade
antimicobacteriana em terpendides de plantas. Seidel e Taylor
demonstraram a atividade antimicrobiana in vitro de extratos e
constituintes de Pelagonium reniforme e Pelagonium S|d0|des contra as
micobactérias de rapido crescimento. Ja Okunade et al."? fizeram
extensa revisdo enfatizando a diversidade estrutural de compostos
naturais com propriedades antimicobacterianas, como os alcaldides,
terpendides, cumarinas/cromonas, peptideos e fendis obtidos de
plantas, organismos marinhos e fungos. Justifica-se, portanto, a
renovacdo de esforcos na pesquisa de extratos de plantas e seus
metabdlitos ativos com agao contra MNT.

O presente estudo objetivou a determinagdo da atividade
antimicobacteriana de classicos antituberculosos e de extratos vegetais
da Mata Atlantica frente a cepas de M. fortuitum e M. malmoense. O M.
malmoense, MNT de crescimento lento, pode causar Ilnfadenlte cervical em
criangas e doencgas pulmonares crbénicas em adultos®. Ja o M. fortuitum,
MNT de crescimento rapido pertencente ao M. fortuitum complex, formado
por Mycobacterlum fortuitum, Mycobacterium chelonae e Mycobacterium
abscessus®, causa diferentes tipos de infecgdes esporadicas, incluindo
osteomielite, celulite, infeccdo em ferida oPeratorla e pos-traumatica,
otite média e doengas pulmonares cronicas'
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2 — MATERIAIS E METODOS

Cepas e condigbes de cultivo — Cepas de M. fortuitum (ATCC
6891) e M. malmoense (ATCC 29571), fornecidas em meio
Lowenstein-Jensen (LJ) pelo Instituto Adolf Lutz (IAL) foram
cultivadas, para isolamento e manutencao, em meio sé6lido Ogawa-
Kudoh a 37°C por sete a dez dias. Apés esse periodo, as cepas
cultivadas foram repicadas para meio liquido Middlebrook 7H9,
enriquecido com 10% de OADC (acido oléico, albumina, dextrose e
catalase) e incubadas a 37°C por até quatro dias.

Preparacdo dos indculos — Foram preparadas suspensoes
bacterianas em 7H9 e 10% de OADC, com o auxilio de pérolas de vidro
e vigorosa agitagdo no vortex, cuja turbidez foi ajustada ao tubo um da
Escala de MacFarland. A seguir, as suspensodes foram diluidas 1:25, em
meio 7H9, para a utilizagdo nas microplacas“?’).

Extratos vegetais — Foram avaliados 37 extratos vegetais na
forma bruta (Tabela 1), de duas regides da Mata Atlantica brasileira
(floresta Bela Fama, na cidade de Santana do Deserto — MG, e floresta
Boa Vista, na cidade de Levy Gasparian — RJ): Malouetia arborea,
Cabralea canjerana, Mabea fistulifera, Siparuna arianeae, Psychotria
vellosiana, Cedrela fissilis, Siparuna reginae, Bathysa australis, Pera
heteranthera, Aparisthmium cordatium, Croton floribundus, Virola
aleifera, Sorocea bonplandii, Sparattosperma leucanthum, Guapira
opposita, Melanoxylon bradna, Piptadenia gonoacantha, Astronium
fraxinifolium, Cesearia sylvestris, Apuleia leiocarpa, Bombacopsis
stenopetala, Brosimum guanense, Pouteria filipes, Ficus gomelleria,
Dalbergia nigra, Anadenanthera colubrina, Plathymenia foliolosa,
Zanthoxylum rhoifolium, Senifildera multiflora, Luehia grandiflora, Guettarda
virburnoides, Simira sampaioana, Peschiera affinis, Carpotroche
brasiliensis, Simira glaziovii, Pera leandri e Cariniana estrellensis.

Antituberculosos classicos - Foram usados quatro
antituberculosos classicos: estreptomicina (SMR), etambutol (EMB),
isoniazida (INH) e rifampicina (RIF), todos da marca Sigma.

Determinacdo da atividade antimicobacteriana - Foi
empregado o método REMA" para a avaliagdo da atividade
antimicobacteriana, utilizando a resazurina como indicador de
viabilidade celular. Resumidamente, em microplacas distintas com 96
pocos, foram colocados os cultivos (M. fortuitum e M. malmoense) em
contato com os extratos a serem avaliados, na forma bruta e particoes.
Incubou-se a 37°C e, passadas 48 horas, para M. malmoense, e quatro
dias, para M. fortuitum, adicionou-se a resazurina. Inicialmente foi
realizado o screening de suscetibilidade, para a determinagdo da
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atividade dos extratos e particbes de extratos vegetais em
concentragdes fixas de 100 ug/mL. A partir dos resultados do screening,
para aqueles extratos que foram efetivos contra as micobactérias em
estudo nessa concentragdo, foram determinadas as concentragdes
minimas inibitérias (CMI), utilizando concentragdes iniciais de 200ug/mL.

4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 37 extratos vegetais avaliados, cinco apresentaram atividade
antimicrobiana frente ao M. malmoense: Siparuna arianeae, Cedrela
fissilis, Ficus gomelleria, Plathymenia foliolosa e Peschiera affinis. O
extrato de Plathymenia foliolosa foi o Unico que apresentou atividade
frente ao M. fortuitum, tendo, portanto, atividade frente as duas
micobactérias avaliadas neste estudo (Tabela 1). Além disso, esse
extrato apresentou atividade frente ao M. tuberculosis, embora em uma
CMI mais baixa do que as observadas frente a M. fortuitum e
M. malmoense (dados nao-mostrados). O fato de que um mesmo
extrato tenha sido ativo a distintas espécies pode indicar tanto uma
inespecificidade quanto ao alvo ou, ao contrario, que o alvo seja de
natureza tdo essencial que seja conservado apesar da diversidade
filogenética.

As CMI maiores para as MNT provavelmente se devam ao fato de
que estes microorganismos sao ambientais, o que, em %eral, lhes
confere maior resisténcia aos antimicrobianos e desinfetantes™.

TABELA 1 — Determinagdo das CMI dos extratos vegetais, na forma
bruta, frente a M. fortuitum e M. malmoense

Extratos vegetais na forma M. fortuitum M. malmoense
bruta
Siparuna arianeae Resistente 200pg/mL
Cedrela fissilis Resistente 200ug/mL
Ficus gomelleria Resistente 100pg/mL
Plathymenia foliolosa 200pug/ml 100pg/mL
Peschiera affinis Resistente 200pg/mL

A estreptomicina inibiu o crescimento das duas micobactérias
com uma concentragdo de 4 ug/mL. O etambutol foi ativo frente ao
M. fortuitum na concentragdo 16 pug/mL e ndo mostrou atividade frente
ao M. malmoense. A isoniazida inibiu o crescimento de ambas as
espécies na concentragao de 1ug/mL, enquanto a rifampicina foi ativa
nas concentragbes de 1ug/mL e 0,25ug/mL para M. fortuitum e
M. malmoense respectivamente.

Varios estudos tém mostrado que o perfil de sensibilidade as
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drogas observadas nas MNT & bastante distinto daquele observado no
M. tuberculosis. Em geral, mecanismos como mudangas na
permeabilidade da parede celular, presenca de [-lactamases,
aminoglicosideo acetiltransferases e bombas de efluxo parecem ser
bem mais relevantes que muta¢gdes como ocorre no M. tuberculosis®®.

Dentre os extratos que inibiram o crescimento dos
microorganismos em questéo, ha possibilidade de se encontrar principios
ativos mais potentes, apresentando, quando purificados, uma CMI
menor. E possivel que alguns compostos ativos tenham tido a sua acéo
minimizada pela interagdo anatémica com outras moléculas presentes
nos extratos, ou, ainda, que a concentragao do principio ativo na mistura
possa estar reduzida. A determinagcdo da CMI de um extrato, em sua
forma bruta, pode ou ndo ser um confiavel indicador das chances de
sucesso no isolamento de um agente antimicobacteriano potente. Ha a
possibilidade de determinado extrato com alta atividade (CMI
relativamente baixa) conter grandes quantidades de compostos com
moderada atividade antimicobacteriana. Em contrapartida, extratos com
CMI moderadas podem ter, dentre seus componentes, quantidades
pequenas de compostos com alta atividade antimicobacteriana™®. A
inibicado do crescimento bacteriano por alguns extratos avaliados neste
estudo permite inferir que essas plantas podem apresentar potencial
como fonte para o desenvolvimento de novos antimicrobianos. Outros
estudos que busquem identificar principio(s) ativo(s), mecanismos de
acdo, determinacdo da citotoxicidade, avaliagdo de sinergismos e
antagonismo sdo necessarios para o encaminhamento dos ensaios
in vivo.

Neste estudo, demonstramos os altos niveis de resisténcia do
M. malmoense e M. fortuitum frente aos classicos anti-TB, bem como a
atividade frente a essas micobactérias, de extratos de plantas da Mata
Atlantica.
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