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RESUMO

Lippia gracillis Shauer, Verbenaceae, ¢ um arbusto com pequenas folhas aromaticas,
encontrado em regides semi-aridas do Nordeste do Brasil. E conhecida popularmente como
alecrim de tabuleiro e usada no tratamento de infec¢des da boca, garganta e pele. Algumas
espécies do género contém em sua composi¢ao quimica o timol e carvacrol, compostos
majoritarios de reconhecida atividade antimicrobiana. Esta pesquisa objetivou o estudo da
atividade tuberculostatica do o6leo essencial de Lippia gracillis Shauer frente a cepas
selvagens de Mycobacterium tuberculosis, ¢ uma cepa padrao de referéncia Hi;Rv. Estas
cepas foram isoladas e identificadas como Mycobacterium tuberculosis, a partir de escarro
de pacientes com sinais e sintomas de tuberculose pulmonar, que demonstraram diferentes
perfis de sensibilidade aos tuberculostaticos classicos, pirazinamida, isoniazida, etambutol
rifampicina, etionamida e estreptomicina. A extragdo do 6leo essencial das folhas da planta
foi realizada por hidrodestilagdo com aparelho de Clevenger adaptado. A sensibilidade do
Mycobacterium tuberculosis aos tuberculostaticos e ao oleo essencial de Lippia gracillis
foi realizado pelo método das proporcdes teste indireto e determinacdo da concentracio
inibitéria minima. Das quinze cepas estudadas, treze mostraram-se sensiveis ao 6leo
essencial de Lippia gracillis Shauer. Embora resistentes a isoniazida as cepas de
Mycobacterium tuberculosis LC01, LC 02 e LCO7 mostraram-se sensiveis ao 0leo
essencial de Lippia gracillis. Apenas duas cepas LC04 e LC12, que tiveram perfil de
resisténcia a pelo menos trés drogas tuberculostaticas, demonstraram também resisténcia
ao oleo essencial. O 6leo essencial de Lippia gracillis apresentou atividade tuberculostatica
frente a cepas sensiveis aos tuberculostaticos cldssicos, frente a cepas com resisténcia
isoniazida, isoniazida e rifampicina, ndo demonstrou atividade frente a cepas com trés ou

mais resisténcia a diferentes classes de tuberculostaticos.

Palavras chave: Oleo essencial; Lippia gracillis; Mycobacterium tuberculosis.



24

vii

ABSTRACT

Lippia gracillis Shauer, Verbenaceae, is a shurub with small aromatic leaves, which is
found in the semi arid regions of the northeast of Brazil. It is popular known as “alecrim da
chapada”, and it is used in mouth, throat and skin infections treatment. Some species of the
kind contain in its chemical content thymol and carvacrol, majority content of known anti
microbiological activity. This research had as purpose the study of the mycobacterial
activity of the Lippia gracillis Shauer essential oil over the fourteen strains, a H3;Rv
reference. These strains were isolated and identified as Mycobacterium tuberculosis, from
the smear of patients with signals and symptoms of lung tuberculosis, that showed different
sensibility profiles of classical drugs used in the tuberculosis treatment. The extraction of
the essential oil from the leaves of the plants was performed by hydro distillation with
adapted Clevenger device. For the detection of the Mycobacterium tuberculosis strains
resistance to the oil and to the pyrazinamide, isoniazid, ethambutol, rifampicin,
ethionamide, streptomycin drugs was used the method of indirect test proportion, reported
by the World Health Organization. Concomitantly the proportion determination of the
resistant mutants was identified the minimum inhibitory concentration of this oil. From the
fifteen strains studied thirteen showed to be sensible to the Lippia gracillis Shauer essential
oil. Although isoniazide resistant to the LCOl, LC 02 and LCO07 Mycobacterium
tuberculosis showed sensible to the Lippia gracillis essential oil. Only two strains, the
LCO04 and LCI12, that had profile resistance to at least three anti tuberculoses drugs,

showed also resistance to the essential oil.

Keywords: Essential oil; Lippia gracillis; Mycobacterium tuberculosis.
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1 INTRODUCAO

A biodiversidade Brasileira e o conhecimento etno-farmacoldgico colocam o pais
em uma posicao estratégica para explorar racionalmente novas moléculas biologicamente
ativas. A extensdo do Brasil abrange uma vasta amplitude de climas, solos e altitudes o que
favorece a selecdo e adaptacao dos vegetais nestes sitios. A diversidade quimica também ¢
dirigida por estes fatores cuja flora se adapta aos estresses abiodticos, fauna e

microrganismos que coexistem com elas (FERRO, FUNARI, 2005).

A falta de novas opg¢des terapéuticas ou tratamentos mais adequados para as
doengas classificadas como negligenciadas, como a tuberculose, ¢ o resultado de falhas no
mercado e politicas publicas. A Organizagdo Mundial de Satde estima que um terco da

populacao mundial esteja infectada pelo Mycobacterium tuberculosis (WHO, 2005).

No Brasil estima-se a ocorréncia de 90.000 casos novos a cada ano com taxa anual
de cerca de 50 por 100.000 habitantes e o nimero de 6bitos registrados como causa basica
a tuberculose esta em torno de 5.000 por ano (SINAN, 2006).

Em Pernambuco, foram notificados 4.361 novos casos de tuberculose, apresentando
um coeficiente de incidéncia de 51,8 por 100.000 habitantes e especificamente na forma
pulmonar 3955 novos casos (SINAN, 2005). Apesar dos avangos no conhecimento das
bases moleculares e celulares desta patogenia, o desenvolvimento de novas drogas no
combate a esta doenca ¢ lento. A quimioterapia utilizada no Brasil ¢ realizada com uma
associa¢do de drogas durante seis meses que inclui rifampicina, isoniazida e pirazinamida
durante dois meses, seguidos de rifampicina e isoniazida durante os proximos quatro
meses. O tempo de tratamento ¢ demasiadamente longo para garantir taxas elevadas de
aderéncia (BLUMBERG, 2003) e ha relevante toxidade, podendo levar a complicagdes e
abandono ao tratamento que pode resultar em selecdo de bacilos resistentes as drogas e
frequentemente a multidroga resisténcia. (DENKIN, MARTINS, ZANG 2006). O
aumento da emergéncia da tuberculose resistente as drogas e a infeccao pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), que compromete as defesas do individuo e permite a

reativagdo da infeccdo ou expde individuos mais susceptiveis a tuberculose, ¢ um desafio
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adicional para o controle efetivo da doenga (COBERT et al. 2003; NACHEGA,
CHAISON, 2003). A descoberta de novas drogas mais ativas, menos tdxicas e que
diminua o tempo de tratamento ¢ urgente e objeto de pesquisa em todo mundo (DENK,
2005, 2006, PALACI et al. 2004, ZHANG, 2006). Entretanto nos ultimos 40 anos nao
houve desenvolvimento de uma nova classe de droga.

O género Lippia ¢ tradicionalmente utilizado no tratamento de desordens
gastrintestinal, respiratoria e cutanea Algumas espécies como Lippia oregnoides, e Lippia
sidoides tém mostrado atividade frente a bactérias como Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Salmonela enteritidis, Serratia marcescens e
Candida albicans (PESSOA, 2005; SANTOS, 2004).

No presente estudo foi investigado o poder bactericida e/ou bacteriostatico do 6leo

essencial de Lippia gracillis Shauer, frente ao Mycobacterium tuberculosis.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 GERAL

Determinar a atividade antimicobacteriana do 6leo essencial de Lippia gracillis

Shauer frente a cepas de Mycobacterium tuberculosis.

1.2.2 ESPECIFICOS

Isolar e identificar o Mycobacterium tuberculosis em amostras de escarro de

pacientes com quadro clinico de tuberculose pulmonar.

Determinar o perfil de sensibilidade ou resisténcia das cepas de Mycobacterium
tuberculosis 1solados aos quimioterapicos: rifampicina, isoniazida, etambutol,

pirazinamida, estreptomicina e etionamida,

Determinar o perfil de sensibilidade ou resisténcia das cepas de Mycobacterium

tuberculosis ao dleo essencial de Lippia gracillis Shauer.

Determinar o percentual de mutantes resistentes ao 6leo essencial de Lippia gracllis

através do método das propor¢des-teste indireto.

Comparar os resultados dos perfis resisténcia / sensibilidade das cepas, frente ao

0leo essencial de Lippia gracillis e aos quimioterapicos.

Determinar a concentragao inibitoria minima (CIM) do 6leo essencial de Lippia

gracillis frente a cepas de Mycobacterium tuberculosis.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 GENERO Lippia.

A familia Verbenaceae Juss. abrange cem géneros distribuidos em regides tropical
e subtropical de todo o mundo. O género Lippia Houst, cujo nome deriva de August Lippi,
um botanico italiano, ¢ composto de cerca de duzentas espécies representadas por ervas,
arbustos e pequenas arvores que sdo frequentemente aromaticas e distribuidas nas
Américas Central e do Sul e territorios da Africa Tropical (TERBLANCHE,
KORNELIUS, 1996). E tradicionalmente utilizado no tratamento de infeccdes
gastrointestinais, respiratorias e cutdneas. Em geral, o género apresenta composi¢dao
quimica consistente com alguns compostos que sdo encontrados em varias espécies, com
atividades farmacoldgicas antimalérica, anti-viral e citostatica (ABAD et al., 1995;
GASGET et al, 1993; LOPEZ et al. 1997, PASCUAL et al. 2000). Em muitos casos, as
partes usadas sdo as folhas, e flores, sdo comumente preparadas em infusdo ou decocgao, e
administradas oralmente ou através de emplastos e lavagens de ferimentos (LORENZI,
2002; PASCUAL et al. 2001).

Algumas espécies tém mostrado atividade antimicrobiana como Lippia origanoides
frente a bactérias como Staphylococcus aureus meticilino resistente e Lippia siddides
contra Echerichia coli, Enterococcus faecalis, Salmonela enteritidis, Serratia marcescens,
Candida albicans, Mycobacterium smegmatis ¢ fungos (GIRON et al, 1991; LEMOS,
1992; MORTON, 1981; O’BRIEN et al 1987; SANTOS, 2004).

Lippia citriodora e Lippia graveolens sao utilizadas em preparagdao alimentares e
também como estimulador de apetite (MORTON, 1981; PASCUAL, 2001).

Entre espécies deste género algumas estdo bem documentadas como a Lippia
citriodora, devido ao poder aromatico do seu o6leo essencial usado em perfumaria; Lippia
alba (Mill) N. E. Brown que tem grande potencial aromatico, com poderosa propriedade
anti-oxidante semelhante a vitamina E e a Lippia dulcis Trevir com grande potencial

adocante de seu componente (+)-hernandulcin ( PASCUAL, 2001).
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2.2 Lippia gracillis Shauer

O nordeste brasileiro ¢ um celeiro de biodiversidade, com varias espécies
espalhadas em varios ecossistemas. A caatinga ¢ o principal bioma da regido nordeste,
estendendo-se pelo dominio do clima semi-arido. A Lippia gracillis ¢ uma dessas espécies,
propria da regido semi-arida do nordeste do Brasil, de terrenos bem drenados, sendo
comum sua presen¢a nos estados de Piaui, Bahia, Ceard, Paraiba e Pernambuco. E
popularmente denominada de alecrim de tabuleiro, alecrim da chapada e apresenta uma
variedade Lippia aff. gracillis com composi¢do quimica e uso medicinal semelhante
(LORENZI, 2002; MATOS, 2002, 1999).

A Lippia gracillis Shauer ¢ um arbusto que pode atingir até 2 metros de altura, bem
ramificada, caule quebradico, com folhas pequenas, aromaticas e picantes, simples,
cartaceas, com nervagdo impressa bem visivel, de pouco mais que um centimetro de
comprimento. Flores miudas amarelo-esbranquigadas, reunidas em espigas de eixo curto.
Frutos do tipo aquénio extremamente pequenos, cujas sementes raramente germinam.

(FIGURA 1).

FIGURA 1 - Lippia gracillis Shauer. Lorenzi, 2002.
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2.3 OLEO ESSENCIAL DE Lippia gracillis Shauer

Os oleos essenciais sdo produtos extraidos de varias partes das plantas, sdo
odoriferos, volateis e lipofilos, sdo instaveis a presenca de luz, calor e umidade. A
atividade antimicrobiana de uma variedade de Oleos essenciais esta bem documentada,
particularmente aqueles que contém concentragdo relativamente alta de compostos
antibacterianos como timol e carvacrol (KUNLE, 2003, LEMOS, 1990). Ensaios
antimicrobianos com este 6leo mostraram forte atividade frente a bactérias Gram negativas
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa;, Salmonella spp. Serratia marcescens,
Morganella morganii, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumonia e Gram positivas
Staphylococcus, Streptococcus, fungos Saccharomyces e Trchophyton (MATOS, 1996,
1999; PESSOA et al. 2005).

A composicao quimica do 6leo essencial da Lippia gracillis reportada na literatura,
mostra flutuagdes quantitativas dos componentes majoritarios, provavelmente devido a
condigdes genéticas, ndo padronizacdo de cultivo e clima. Em trés estudos realizados
demonstraram as seguintes variagdes na composi¢ao dos componentes majoritarios do
6leo: carvacrol 47,8%, 11,8%, 54,4%; o timol 4,8%; 30,6% , 1,9% e o p-cimeno 19,2%,
10,7% e 10,7% (LEMOS, 1992; MATOS, 1999; PESSOA, 2005). As propriedades
farmacoldgicas antimicrobianas, provavelmente devem-se ao fato de possuir dentre outros

compostos, os terpenos timol e o carvacrol (Figura 2).

OH

HO

T
=

a. Timol b. Carvacrol

FIGURA 2 - Estrutura Quimica do timol (a) e carvacrol (b)
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O carvacrol cuja momenclatura quimica ¢ 2-metil-5-(1-metil- etil) fenol (C4H;40) €
isomero de posicdo do timol, possui caracteristicas quimicas e atividades semelhantes.
Possui um aroma forte e irritante. Este composto possui propriedades antimicrobianas,
antiinflamatorias, anti-oxidantes (NOSTRO et al. 2004; LAMBERT et al. 2001).

O timol de momenclatura quimica 5-metil-2-(1-etil) fenol (C;oH;40), é uma
substancia quimica presente no o6leo essencial de varias plantas do género Thymus,
Occimum e Lippia tem aroma forte e irritante. E utilizado como principio ativo de
formulagdes anti-sépticas, para o tratamento de infeccdes na boca, garganta e pele

(GRANGE, 1996).

3 MICOBACTERIAS

3.1 DEFINICAO E CLASSIFICACAO

As micobactérias sdo taxonomicamente descritas no género Mycobacterium, inico
na familia Micobacteriaceae, pertencente a ordem Actinomycetales. O género
Micobacterium compreende cem espécies, vinte e cinco identificadas como patéogenas ao
homen e uma diversidade de espécies, de grande distribuigao na natureza. Sao bactérias
aerdbias, em forma de bacilos retos ou ligeiramente curvos com dimensdes que variam de
0,22 0,6 pm por 1 a 10 pm, sdo imoveis e ndo formadores de esporos (CORTINAS et al.
2001; KONEMAM, 2001; RASTOGI, 2001;VERONESI, 2005).

Na clinica médica as micobactérias sdo classificadas em trés categorias; as que
causam tuberculose humana: Mycobacterium tuberculosis, Mycobacteium bovis,
Mycobacterium africanum e M micriti; A segunda categoria compreende as micobactérias
cultivaveis in vitro designadas de micobactérias atipicas, com varias denominacdes
conhecidas como micobactérias nao pertencentes ao complexo Mycobacterium
tuberculosis ou micobactérias patdogenas oportunistas. S3o consideradas comensais ao
homem e aos animais e dependendo de certas circunstancias podem provocar doengas
chamadas micobacterioses € na terceira categoria o encontra-se Mycobacteium leprae

caracterizado pela incapacidade de crescer em meios de cultura artificiais, esta
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caracteristica pode ser analisada a luz de dados que indicam marcante redu¢ao evolutiva do
genoma desta micobactéria (CHERNOCH, 1994; COLL, 2003).

A diversidade existente no género Mycobacterium ¢é observada através da
variabilidade na morfologia, velocidade de crescimento, requerimentos nutricionais e
patogenicidade (GRANGE, 1999, VERONESI, 2005).

As bactérias deste género tém caracteristicas especiais como o tempo de geracdo
longo de 3 a 18 horas, em média, para bactérias de crescimento rapido e lento,
respectivamente.

Embora ndo sejam corados com facilidade, uma vez corados com carbofucsina,
resistem a descoloragdo pelo alcool acido. Esta caracteristica, evidenciada pelo Método de
Ziehl-Nelsen, deve-se ao alto teor de lipidios presente na parede, aproximadamente 60%
do seu peso seco, e tem grande importancia para seu reconhecimento (BOOKS, 2000;
KONEMAN, 2001).

Com seu metabolismo voltado especificamente para constru¢do da parede, que o
protege dos agentes quimicos, Mycobacterium tuberculosis cresce lentamente,
multiplicando sua populacdo de 18 a 48 horas, dependendo da oferta de oxigénio, pH do
meio, ¢ do acesso aos nutrientes. Entretanto sdo facilmente destruidos por agentes fisicos
como o calor, os raios ultravioletas da luz solar e radiagdes ionizantes. Mycobacterium
tuberculosis ndo se apresenta livre na natureza e depende do parasitismo (VERONESI,

2005).

3.2 Mycobacterium tuberculosis

O microrganismo causador da tuberculose o Mycobacterium tuberculosis foi
descrito em 1882, por Robert Koch que isolou, descreveu, cultivou e reproduziu a
patologia em animais de laboratério. Esta descoberta lhe valeu o prémio Nobel de
medicina em 1905. Os bacilos que causam a tuberculose estdo agrupados no complexo
Mycobacterium tuberculosis, composto por: Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium
bovis, Mycobacterium africanum e Mycobacterium microti. Estudos de hibridizagdo DNA-
DNA, sequenciamento de 16SrDNA, das seqiiéncias intergénicas 16S-23S, evidenciam que
os membros deste complexo constituem de fato uma tUnica espécie Mycobacterium

tuberculosis (BRENNAN, 1991; VERONESI, 2005).
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3.3 IDENTIFICACAO DA ESPECIE

O complexo Mycobacterium tuberculosis pertence ao grupo de micobactérias de
crescimento lento, o qual ¢ caracterizado pelo crescimento de colonias ndo pigmentadas,
rugosas, apos 20 a 28 dias de incubacdo a 37°C, em meio Lowenstein-Jansen ou
Middlebrook. A diferenciacdo entre os componentes deste complexo pode ser realizada
fenotipicamente com provas de acimulo de niacina, reducao de nitritos a nitrato pela acao
nitrorredutase, de catalase termoestavel a 68° C, preseng¢a da pirazinamidase e crescimento
em presenca da hidrazida do 4cido tiofeno-2-carboxilico. (BRASIL, 1994; CANETTI,
1963).

Vérias espécies de micobactérias diferentes do Mycobacterium tuberculosis
emergiram como patdgenos importantes, com diferentes potenciais de producdo de doenga
e frequentemente com perfis singulares de sensibilidade as drogas tuberculostaticas.

A parede celular da micobactéria ¢ uma estrutura que fornece suporte e prote¢ao
para a célula, capaz de induzir hipersensibilidade retardada, bem como resisténcia a
drogas, possuindo mecanismos que permitem a troca de substancias entre a célula e o meio
onde ¢la se encontra (BROOKS, 2000).

Embora haja semelhanca quimica e estrutural entre as paredes celulares da maioria
das bactérias, o comportamento de sua estrutura diante da coloragdao de Gram, dividiu as
espécies em dois grupos: Gram positivas e Gram negativas (DRAPER, 1991, TORTORA,
2003).

As micobactérias sdo consideradas biologicamente Gram positivas, porém
apresentam comportamento irregular diante desta coloragdo devido a diferentes
composi¢des em suas paredes enquanto nas bactérias Gram positivas possuem proteinas e
polissacarideos ligados ao peptidioglicano, nas micobactérias sdo encontradas
predominantemente lipidios (DRAPER, 1991).

A parede celular da micobacteria ¢ formada essencialmente por varias camadas
(Figura 3). A camada interna ¢ a membrana plasmatica, que ¢ similar a membrana
encontrada em outras bactérias, consiste de uma camada bilipidica permeavel interagindo
com proteinas, que cercam o citoplasma da célula (RASTOGI, 1991). Na segunda camada
¢ encontrada a estrutura peptideoglicana/ arabinoglicana que forma a base estrutural da

parede celular. Esta estrutura ¢ uma macromolécula constituida do polimero
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peptidioglicano, um oligossacarideo formado por unidades dissacaridicas de N-acetil-
glicosamina e 4cido N-glicolilmurdmico contendo ligagdes cruzadas de pequenos
peptideos, e arabinogalactana, um complexo polissacarideos ramificado A camada seguinte
encontram-se os acidos micdlicos, que sdo acidos graxos ramificados de cadeia longa 2-

alquil-3-hidroxi, que apresenta variagdes entre espécies bacterianas (BARROW, 1997).

Na camada mais externa da parede celular micobacteriana ¢ muito variavel entre as
espécies, com variagdes na mesma espécie. Contém polissacarideos, glicopeptidios,
lipopeptidios, fosfolipidios, sulfolipideos e outros lipideos complexos (RASTOGI, 1994).

Os principais componentes das paredes externas sdo os glicopeptidios ou
micosidios —C, antigenos sorotipo especificos Unicos nas micobactérias, e também
compostos estruturalmente semelhantes os glicopeptidios apolares (MINOR, 1992;
ZHANG, 2006).

A camada externa ¢ ainda apontada como indutora de varias respostas ao

hospedeiro, e ajuda a proteger a micobactéria dos efeitos danosos do ambiente
fagolisossomal do macréfago hospedeiro (BARROW, 1997; DRAPER, 1991; NINIKIN,
1991; RASTOGI, 1991).

TITTITANT
’ i Arabinogalactana rli
Camada bilipidica

1M Peptideo glicana
p g
Porina
Lipoarabinomanana
Acil lipideos Acidos micélicos

FIGURA 3 - Parede celular micobacteriana. Draper, 1991.
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3.4 RESISTENCIA AS DROGAS

A resisténcia a droga pelas micobactérias ocorre devido a mutagdes espontaneas no
oA e 5 I . . . -
seu genoma na freqiiéncia de 10°-10°. Justificando assim a utilizagdo de esquema

terapéutico com vdrias drogas, visando minimizar a selecdo de cepas resistentes.

As micobactérias sdo caracterizadas por um envelope celular altamente hidrofobico
que atua como uma barreira de permeabilidade para muitos componentes e possui um
sistema de efluxo de fairmacos bem-desenvolvido As micobactérias também produzem
enzimas hidroliticas ou farmaco-modificadoras como B-lactamases e aminoglicosideos
acetil transferases. Estes estdo entre os fatores citados para explicar a resisténcia natural de

muitas espécies de micobactérias aos antibiodticos usados freqiientemente (DAVID, 1991).

Andlises genéticas e moleculares de bacilos resistentes sugerem que a resisténcia ¢
usualmente adquirida por alteragdes no alvo do farmaco como conseqiiéncia de mutagdes
no gene que codifica esse alvo. Durante a exposi¢do do M. tuberculosis ao farmaco, existe
uma pressdo seletiva para mutantes resistentes. As linhagens multi-drogas resistentes
surgem apos uma seqiiéncia de mutacdes nos diferentes genes envolvidos com cada um

dos farmacos (URIBE, 1985).

3.5 DIAGNOSTICO DA TUBERCULOSE PULMONAR ATIVA

A Dbaciloscopia ou pesquisa direta do bacilo alcool-acido resistente (BAAR)
consiste na coloragdo de esfregaco de amostra clinica pelo método de Ziehl-Neelsen (ZN),
apesar de possuir baixa sensibilidade, requerendo cerca de 10.000 bacilos por mililitro da
amostra para um resultado positivo, ¢ o um método largamente utilizado como diagndstico
preliminar de tuberculose e no acompanhamento de pacientes em tratamento por ser
simples, eficaz e de baixo custo. O diagnodstico microbiologico da tuberculose objetiva
detectar a micobactéria por microscopia ou métodos moleculares. A cultura ¢ o método de
1solamento e identificagao de micobactérias viaveis. A sensibilidade da cultura ¢ maior do

que a da baciloscopia, cerca de 10-100 bactérias por mililitro podem ser detectadas, e
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possibilita a realizacdo do teste de sensibilidade as drogas. Entretanto a sensibilidade da
cultura pode ser comprometida em pacientes com poucos bacilos (CRAWES, 2003;

SEVERO, 1993).

Virios exames auxiliam no diagnostico da tuberculose como o estudo radioldgico
convencional tordcico; a prova tuberculinica, util como triagem no diagnéstico para
tuberculose, muito embora indique apenas uma infec¢do o que ndo ¢ suficiente para o
diagnodstico da doenga. A técnica do escarro induzido; broncoscopia com lavado bronquio
alveolar e ou bidpsia transbronquica; tomografia computadorizada de térax; mnovas
técnicas de biologia molecular; testes bioquimicos como dosagem da adenosina
deaminase (ADA) que podem ser utilizados apenas em investigacdo da tuberculose
pleuropulmonar (BROOKS, 2000, WHO, 2002).

O processo de transmissao das micobactérias presentes em perdigotos se faz através
da inalagdo. A doenga resulta da instalacdo, proliferacdo dos microrganismos virulentos e
da interagdo com o hospedeiro. A resisténcia, hipersensibilidade do hospedeiro influencia
acentuadamente no desenvolvimento da doenga. As particulas contendo 2 a 3 bacilos,
alcangam os pulmdes onde geralmente sdo fagocitadas pelos macrofagos alveolares
(GOODMAN, 1996; KONEMAN, 2001)

Ocorre entdo a ativagdo do macréfago pela presenca dos bacilos, que em geral nos
individuos saudaveis, os destroem. Entretanto se os bacilos ndo forem destruidos, os
fagocitos tendem a protegé-los dos anticorpos e de outras defesas imunes, muitos se
multiplicam dentro dos fagocitos. Células imunes se acumulam no sitio da infeccao,
formando uma camada circundante fechada que recebe o nome de tubérculo, caracteristica
que da a doenga seu nome. Os macrofagos liberam enzimas e citosinas que causam uma
inflamagdo lesiva ao pulmio. Apods algumas semanas, o interior do tubérculo torna-se
caseoso ¢ os bacilos ndo crescem bem, tornam-se dormentes devido a pouca oferta de
oxigénio, estas lesdes cicatrizam e calcificam-se, sendo denominadas complexo de Ghon.
As lesdes caseosas podem evoluir , tornando-se mais liquidas e com cavidade cheia de ar,
facilitando a dispersdao do bacilo pelo mecanismo da tosse o que favorece a sua

propagac¢do ( BROOKS , 2000; WHO, 2005).
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4 TRATAMENTO

No Brasil, o tratamento da tuberculose ¢ feito através de uma associacdo de
medicamentos bacteriostatico e bactericida com objetivo de promover a cura, prevenir o
obito associado a tuberculose e suas complica¢des, prevenir as recidivas da doenga,
diminuir a transmissdo e bloquear o surgimento de bacilos resistente as drogas
(CONSENTINO et al. 1999; ROCHA, VIEIRA, NEVES, 2004).

O tratamento da tuberculose baseia-se em conceitos muito distintos das demais
infecgdes bacterianas. Mycobacterium tuberculosis tem um tempo de geracao prolongado e
a capacidade de entrar em periodo de laténcia com atividade metabolica limitada, o que
dificulta a acdo dos antibioticos ( BROOKS, 2000; TORTORA, 2003). Existem
populagdes de bacilos diferentes em funcdo da sua localizagcdo e atividade. Os bacilos
presente em cavidades pulmonares se multiplicam ativamente em um ambiente aerdbio; os
localizados no interior dos macrofagos o fazem em um ambiente microaeréfilo que induz
a laténcia e os que se encontram no interior do lesdes fechadas, em presengca de material
caseoso, tém crescimento intermitente ( TORTORA, 2003; VERONESI, 2005). A
penetracdo do antibiotico nos tecidos infectados ¢ facilitado pela irrigagdo ou dificultado
pela presenca de pus e material caseoso; o pH 4cido, encontrado no material caseoso e
interior dos macrofagos, condiciona o a atividade dos farmacos. Os farmacos
antituberculose apresentam um perfil de atividade diferenciada frente a cada uma destas
localizagdes e populacdes, o tratamento prescrito deve ser efetivo frente a estas situacdes
(BROOKS, 2000; COLL, 2003; WHO, 2005).

Usualmente a quimioterapia para tuberculose ¢ feita com associacdo de drogas
utilizadas no esquema de primeira linha, isoniazida, rifampicina, pirazinamida e
etambutol, por seis meses. Se este tratamento falha por resisténcia bacteriana a droga ou
intolerdncia por parte do paciente, uma segunda linha de drogas ¢ usada, como para-
aminosalicilato, kanamicina, fluorquinolonas, capreomicina, etionamida e cicloserine, que
em geral ¢ menos efetiva ou mais toxica com sérios efeitos colaterais sdo reservadas como
alternativas terapéuticas ( BLUNBERG, 2003).

A rifampicina ¢ um antimicrobiano semi-sintético, ¢ um potente inibidor da sintese

de RNA mensageiro, e por tanto da transcricdo genética. Atua em bacilos metabolicamente
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ativos e em laténcia, tanto em focos necrdticos como no interior dos macréfagos, tem
efeito bactericida sobre as células do Mycobaterium tuberculosis. A rifampicina € o agente
anti-micobacteriano mais amplo e ativo sobre todos os grupos em particular em lesdes
caseosas fechadas nas quais a atividade de replicagcdo pode ser lenta e episddica.

A Pirazinamida, um derivado sintético da nicotinamida, ¢ um pro-farmaco que ¢
convertido em sua forma ativa, acido pirocindico, por uma enzima micobacteriana
pirazinamidase. E ativa apenas em pH 4cido e possui um potente efeito esterilizante sobre
os bacilos da tuberculose latentes localizados no interior dos macréfagos, porém tem pouca
atividade frente as demais micobactérias, incluindo outros membros do complexo
Mycobacterium tuberculosis (COLL, 2003; PYFYFER, 2000; ZHANG, 2006).

O Etambutol, etileno-diamino-dibutanol ¢ um produto isomero destrogiro do
derivado da etilenodiamina, ¢ ativo sobre Mycobacterium tuberculosis em crescimento
ativo das células susceptiveis. Tem atividade varidvel sobre as outras micobactérias de
crescimento lento. Inibe de forma especifica a biossintese da parede micobacteriana. Assim
a resisténcia ao etambutol se associa com alteragdes de uma regido gendmica definida, o
operom embCAB, que codifica arabinosil transferase (EmbC, EmbA e EmbB, no
Mycobacterium tuberculosis) relacionadas com a sintese de componentes da parede celular
como o arabinogalactano lipoarabinomanana (RASTOGI, 1991; PFYFER, 2000). O
etambutol, ndo ¢ considerado bactericida e ndo pode ser utilizado isoladamente em
tratamentos de curta duragao.

A estreptomicina ¢ um aminoglicosideos que interfere na sintese protéica
bloqueando a tradugdo do RNAm. Estas mutagdes afetam o gene que codifica o 16sRNAr
(rrs) e a proteina ribossomal S12 (rpsL). A estreptomicina ¢ o mais eficaz para
micobactérias extracelular em divisdo ativa nas cavidades.

A isoniazida ¢ um farmaco sintético introduzida na terapia em 1952, os membros
do complexo Mycobacterium tuberculosis sdo geralmente sensiveis. E um pro-farmaco que
requer ativagao in vivo que produzird um potente derivado capaz de oxidar ou acilar grupos
protéicos, que atuard na sintese de acido micolico. E ativa contra todos os grupos de
micobactérias com divisdo rapida e lenta, encontrados no meio acido dos macréfagos com
algum efeito bactericida mesmo em lesdes caseosas fechadas (COLL, 2003;

TERBLANCHE, 1996; ZHANG, POST-MARTINS, DENKIN, 2006).
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Etionamida (etil-tio-isonicotinamida) ¢ derivado do 4cido nicotinico com potente
atividade frente & Mycobacterium tuberculosis e outras micobactérias. Inibe a sintese de
acidos micolicos e estimula as rea¢des de 6xido reducdo (COLL, 2003; TERBLANCHE,
KORNELIUS, 1996; ZHANG, 2006).

As principais razdes pela busca de novas drogas antituberculose, ¢ a diminui¢cao no
tempo de tratamento, facilitando a adesdo por parte do paciente, promog¢ao de tratamento
mais efetivo contra a tuberculose latente, efetividade no tratamento de tuberculose causada
por bacilos multidroga resistentes.

Cerca de 1200 drogas foram aprovadas para comercializagdo nos ultimos vinte
anos, menos que 1% foi voltada para doencas infecciosas que predominam em paises em
desenvolvimento (TROUILLER, 1999).

Entre as novas drogas candidatas a terapia da tuberculose estdo:

As Rifamicinas de longa atividade, que podem promover o espagamento no
tratamento dos bacilos intermitentes diminuindo o niimero de doses. O mais promissor ¢ a
Rifapentina, aprovada para o tratamento nos EUA em 1998. A Rifabutina, que tem impacto
menor sobre as enzimas hepaticas , ¢ recomendado para pacientes infectado pelo HIV e
tuberculose que ndao podem receber rifampicina devido a interagdes com o agente anti-
retroviral (COLL, 2003; ZHANG, POST-MARTINS, DENKIN, 2006).

Significante avanco no tratamento da tuberculose tem sido feito com o
desenvolvimento de Fluorquinolonas de largo espectro, novos componentes nesta classe
como Moxifloxacin e Gatifloxacin que parece ser mais ativos frente & Mycobacterium
tuberculosis (JACOBS, 1999).

Duas novas classes de componentes sdo de especial interesse como drogas
antituberculose, as oxazolidonas e linezolide. A oxalidona ¢ um antimicrobiano de largo
espectro, aparece como substancial atividade anti-micobacteriana, com atuagdo na sintese
protéica. Nesta classe se destaca PNU-100480. A Linezolide tem demonstrado boa
atividade frente a Mycobacterium tuberculosis em modelo amimal.

Os Nitroimidazopiranos, drogas relatadas como nitroimidazoles , com um
componente promissor PA-824 , com novo mecanismo de acdo frente Mycobaterium
tuberculosis e atividade bactericida comparavel a isoniazida, parece ter atividade sobre
microrganismo sem replicacdo, sugerindo potente acdo esterilizante, capaz de diminuir

significativamente o tratamento da tuberculose (STOVER, 2000).
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A recente descoberta da Diarilquinolina, R207910 uma droga promissora, com
potente atividade bactericida e concentracdo inibitéoria minima de 0,06ug/mL que
demonstra maior atividade bactericida que a isoniazida e rifampicina, diminuindo em pelo
menos | unidade logaritmica o crescimento bacteriano. A R207910 utilizada em
substituigdo a drogas de primeira linha do regime de tratamento da tuberculose
(rifampicina, isoniazida e pirazinamida) em modelo animal, acelerou a atividade
bactericida, conduzindo a completa cultura conver¢do com 2 meses de tratamento em
algumas combinagdes. Os niveis plasmaticos associados com eficacia em ratos, foram bem
tolerados em voluntarios humanos.

A Diarilquinolina ¢ uma droga que atua sobre a ATPSintetase do Mycobacterium
tuberculosis, que ¢ a chave para a sintese do ATP e do geracdo do potencial de membrana

(ANDRIES et al, 2004; HANG, POST-MARTINS, DENKIN, 2006).

5. MATERIAL E METODOS

5.1 MATERIAL VEGETAL

Amostras de Lippia gracillis Shauer foram coletadas na cidade de Ibimirim,
Pernambuco. Uma amostra deste espécime foi depositada no Herbarium Professor Dardano

de Andrade, Universidade Federal Rural de Pernambuco sob o niumero 12470.
5.1.2 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

O o6leo essencial utilizado neste trabalho foi gentilmente cedido pelo Professor
Cristiano Marcelino Junior do Departamento de Quimica, da Universidade Federal Rural
de Pernambuco, que realizou a extragdo por destilagdo timida, utilizando um sistema de

Clevenger adaptado a um baldo de vidro (Figura 4).
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Figura 4 Sistema de Clevenger

As folhas secas foram transferidas para um baldo de destilacao de capacidade
de 5L e adicionado um volume de dgua suficiente para cobrir a massa folhar. O material
foi aquecido a 80°C, com o auxilio de manta de aquecimento, até a producao de vapores e
extragdo dos constituintes volateis das folhas. A mistura 6leo/agua foi condensada na parte
da vidraria que contém uma torneira, formando duas fases. A agua foi eliminada, por ser
mais densa, e o 6leo essencial foi coletado. O 6leo obtido foi separado da dgua, seco pela
adicdao de sulfato de magnésio e armazenado em frasco de vidro ambar sob refrigeragao

(CRAVEIRO et al. 1998).

5.2 MICRORGANISMOS

Foram incluidas neste estudo uma cepa de referéncia Mycobacterium tuberculosis
Hi7Rv e quatorze cepas de Mycobacterium tuberculosis isoladas e identificadas a partir do
escarro de pacientes, com quadro clinico de tuberculose pulmonar. O isolamento destes

microrganismos foi realizado no Laboratério Municipal do Recife “Professor Oswaldo
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Lima Sobrinho” e os testes de sensibilidade aos tuberculostaticos foram realizados no

Laboratorio Central de Saude Publica “Dr. Milton Bezerra Sobral” LACEN-PE.

5.3 DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

As amostras clinicas foram inicialmente submetidas a baciloscopia pelo método de
Ziehl-Neelsen, seguida da descontaminagdo pelo método de Petroff. As amostras
descontaminadas foram semeadas em meio de Lowenstein-Jensen. Apds a incubagdo a
temperatura de 37°C durante oito semanas, as culturas foram submetidas ao teste de
sensibilidade a rifampicina, estreptomicina, isoniazida, etionamida, etambutol,

pirazinamida e ao Oleo essencial da Lippia gracillis Shauer utilizando o método das
proporgdes-teste indireto (AZIS et al, 2003; BRASIL, 1994; CANETTI, RIST, GROSSET,
1963).

5.31 BACILOSCOPIA

Esfregacos das amostras clinicas (escarro) foram realizados, com posterior
fixagdo em chama e coragdo pelo método de Ziehl-Neelsen. Apos a fixacdo, a 1amina foi
coberta com solucdo de fucsina fenicada a 0,3% (p/v), em seguida a lamina foi aquecida
até obter trés sucessivas emissdes de vapores. A fucsina foi eliminada e toda a
superficie da lamina coberta com solug¢do de alcool-acido. A lamina foi entdo lavada e
contra-corada com solugdo de azul de metileno (BRASIL, 1994; WHO, 2003). O
esfregaco foi lavado e seco para observagdo ao microscopio Optico com aumento de

1000X.
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5.3.2 DESCONTAMINACAO DAS AMOSTRAS

As amostras foram tratadas a fim de eliminar os microorganismos contaminantes,
que por se desenvolverem mais rapidamente que as micobactérias, impedem a
multiplicagdo dessas. O método utilizado para esta finalidade foi o de Petroff cujo
procedimento consiste em adicionar a solu¢do de NaOH IN, em volume correspondente
ao mesmo do espécime. O tubo foi agitado periodicamente ¢ incubado a 37°C por um
periodo de 15 a 30 minutos, até uma possivel homogeneizacdo. Agua destilada foi
adicionada no mesmo volume desta preparagdo, esta etapa foi realizada para reduzir a
viscosidade da solucdo e aumentar a eficacia da centrifugacdo. O material foi neutralizado
por gotejamento com solugdo de &cido cloridrico a 1N até o aparecimento da cor ambar.
Esta preparagao foi centrifugada a 3.000 x g por 20 minutos. O sobrenadante foi
desprezado em recipiente a prova de respingos. O sedimento foi semeado em volumes de
0,1 mL em meio de Lowestein-Jansen (BRASIL, 1994; CANETTI, RIST, GROSSET,
1963, WHO, 2003).

5.3.3 ISOLAMENTO DO Mycobacterium tuberculosis

O meio de cultura Lowenstein-Jensen ¢ um meio solido a base de ovo e contém
glicerol e asparagina como fontes de carbono e nitrogénio, respectivamente.

O meio base desidratado foi pesado e dissolvido em agua destilada, conforme
recomendacdes do fabricante. Em seguida foi adicionado o glicerol a base ¢ o meio foi
esterilizado em autoclave a 121°C, por 15 minutos. Ovos foram assepticamente limpos e
secos, apds homogeneizagdo da clara e gema, foram filtrados, adicionado ao meio base
recém autoclavado e resfriado. O balao foi agitado suavemente ¢ o meio distribuido em
volumes de 4,5 mL em tubos de ensaio com tampas rosqueaveis. Em seguida este meio foi
coagulado a temperatura de 80°C por 45 minutos e incubados a 37° C por 24 horas para

controle de sua esterilidade.

Uma aliquota de 0,1 mL da amostra de escarro descontaminada foi semeada em

meio Lowenstein-Jansen, os tubos foram colocados em posicao inclinada, com as tampas
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parcialmente fechadas para permitir a absor¢ao do inoculo e incubados a uma temperatura
de 37° C por um periodo de 20 a 28 dias. Controles de crescimento sem droga ou dleo

foram semeados paralelamente.

5.3.4 IDENTIFICACAO DO Mycobacterium tuberculosis

A identificacdo do Mycobacterium tuberculosis foi realizada de acordo com a
velocidade de crescimento, auséncia de pigmentacdo, aspecto da colonia, producdo de
niacina; crescimento em presen¢a de agentes inibidores como acido p-nitrobenzoico (PNB
500 pg/mL), hidrazida do 4cido tiofeno-2-carboxilico (TCH 2 pg/mL), (BRASIL, 1994;
CANETTI, RIST, GROSSET, 1963; WHO, 2003).

6 TESTE DE SENSIBILIDADE

A sensibilidade das cepas isoladas do Mycobacteium tuberculosis as drogas foi
avaliada pelo método das proporcdes-teste indireto , um dos métodos bacterioldgicos mais
empregados e aceitos pela Organizagdo Mundial de Satde (WHO, 2003). O método das
proporgdes consiste em detectar a propor¢ao de bacilos resistentes em uma populagdo de
M. tuberculosis, frente a uma concentracdo da droga que ¢ capaz de inibir o
desenvolvimento das células sensiveis mas ndo o das resistentes “concentracdo critica”.
Para cada droga foi definida uma propor¢do de mutantes resistentes em uma populagdo
bacilar, igual ou acima da qual a amostra ¢ considerada resistente “propor¢do critica”

(Tabela. 1).

As drogas utilizadas, em concentragdes criticas, para este teste foram Isoniazida,
Rifampicina, Pirazinamida, Estreptomicina, Etambutol, Etionamida, e o 6leo essencial de
Lippia gracllis em concentragdes que variaram de 5 a 0,009% v/v (RASTOGTI et al. 1998).
Estas concentracdes do 6leo essencial foram conseguidas através de dilui¢des seriadas de

razao dois do 6leo em solugao de tween 80 a 1%.
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TABELA 1 Concentragdes critica das drogas empregadas no teste de sensibilidade do

Mycobaterium tuberculosis e proporcao critica de mutantes resistentes.

DROGAS CONCENTRACOES PROPORCOES
(ng/mL) (%)
ISONIAZIDA 0,2 1,0
RIFAMPICINA 40,0 1,0
PIRAZINAMIDA 100,0 10,0
ESTREPTOMICINA 4,0 10,0
ETAMBUTOL 2,0 1,0
ETIONAMIDA 20,0 10,0
BRASIL, 1994.

A preparagdo das solugdes e as diluigcdes para incorporagdo no meio Lowenstein-Jansen

estdo representados na tabela 2.

As drogas utilizadas no teste de sensibilidade foram incorporadas ao meio de Lowenstein-

Jansen, apds a esterilizacdo da base e antes da coagulacdo do mesmo, assim como o dleo

essencial.

TABELA 2 Preparagdo das solucdes e das dilui¢des das drogas para incorporagdo no meio
de Lowenstein-Jansen

Droga Poténcia | Pesagem Diluente Dilui¢des Volume a ser
Sigma) | ) | (@ (10mL) meorporado em
’ Lowenstein-Jansem
Isoniazida 100 0,1 Agua destilada 1/100 0,4
Rifampicina 100 0,1 Etileno glicol - 0,8
Pirazinamida |100 0,1 Agua destilada - 2,0
Estreptomicina | 80 0,125 Agua destilada 1/10 0,8
Etambutol 100 0,1 Agua destilada 1/10 0,4
Etionamida 100 0,1 Etileno glicol - 0,4

BRASIL, 1994.
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6.1 PADRONIZACAO DO INOCULO BACTERIANO

A partir de um crescimento em meio sélido, foi preparada uma suspensao,
utilizando o maior nimero de colonias para obter uma turvagdo correspondente ao tubo
numero 1 da escala de MacFarland que corresponde a 10 Unidades Formadoras de

Coldnia por mL.

A partir desta suspensio padronizada, foram efetuadas diluicdes decimais até 10° ¢
semeados 0,1 mL das dilui¢des 10'3, 10° , 10 nos tubos de meio de cultura controle (sem
droga ou 6leo). Nos tubos de meio de cultura com drogas (Figura 5) ou 6leo (Figura 6)
somente foram semeadas as dilui¢des 10~ e 10 e 107, 10~ respectivamente. Estes tubos
foram inclinados horizontalmente de forma que o inoculo se distribuiu e foi absorvido
sobre toda a superficie do meio e incubados por 24-48 horas. Apds este periodo os tubos
foram reincubados na posi¢do vertical a 37° C por 20 dias. Leituras foram realizadas e
anotados os resultados do teste quando houve crescimento eugonico nos tubos controle,
quando ndo houve crescimento nos tubos-controle de PZA, eles foram reincubados e

realizadas nova leitura com 28 dias.

Tubos contendo meio Lowenstein-Jansen adicionado de PNB e de TCH foram
utilizados se como agentes inibidores de crescimento para auxiliar no diagndstico da

espécie de Mycobacterium.
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%} Preparar uma suspensac em 1 ml de dgua destiada com pérolas de virdo,
Agitar em virte
Repousar

Q Transferir 1 mL dosta susponsdo em um tubo com 9 ml de sgua & assim SuUCes Svamento,
1ml 1mL 1mil mL 1mL
Sderi Ay lubros com 9 ml de
Agun desblada estisl
101 107 102 10 104 104

Sére o lubos
com 4 mL
da Loweintein-
Jarson
twbo LJ
b som droga
RMP - 40,0 w'ml fubo
INH - 0,2 il ST M a
BZA- 100 pimL Eontroks P2A
ETH - 20,0 wmlL {contels PEA)
R
- piml
TCH - 2,0 pwml tubo LJ hiboLJ
com droga som droga
¥
fubo LJ
Sem a
pH= 5.2&4
{controke PZA)

Figura 5 Esquema para teste de sensibilidade indireto. Cultura em Lowenstein-Jansen (L-J)
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Proparagho do inoculo

Ajusle a lurvacho comparivel 80 lubo numero 1 da escala de Mac Farand

Sirie o ubos com § mL de dgua

1 mL 1mL 1 mbL 1mL 1mL

Diluicao seriada
a0 mdoulo
10 104
0.1 mL
Tubo controle em o
oloo essencal de
Lippea graciis
Séive de ubos com 2.5 mL de L-J
Sioo aen0nit 0o Lhs prociy
om diferenies concentragdes

I | I | | | | I I |

5% v 25% w  1.28%w  062%w 031%w  015%w 00M8%w 0.039%w 0019% e  0,009% w

Semeio do Mycobaclenum luberculosis

Figura 6 Teste de sensibilidade indireto. Cultura em Lowenstein-Jansen (L-J) incorporado
com 6leo essencial de Lippia gracillis
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6.2 CRITERIOS DE INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

PARA O OLEO ESSENCIAL DE Lippia gracillis.

O critério para interpretacao do método das proporgdes-teste indireto para o 6leo
essencial de Lippia gracillis foi definido, a propor¢ao de mutantes resistente foi
estabelecida em 1% acima da qual a populacdo foi considerada resistente (MOREIRA,

ANNO, LEITE, 1997).

Paralelamente a determinagdo da populacdo de mutantes resistentes ao Oleo
essencial de Lippia gracillis, foi determinada a concentragdao inibitéoria minima (CIM),
definida como a menor concentragdo do dleo essencial de Lippia gracillis que inibiu mais

que 99% da populagdo bacteriana (RASTOGI et al. 1998).

Apos a leitura do teste das proporgdes foi realizado o célculo da porcentagem de
bacilos resistentes. A proporcao entre células resistentes e a populagao do inoculo original
foi calculada e expressa em porcentagem. Quando esta porcentagem foi superior ou igual a
proporgdo critica estabelecida para cada droga, a amostra foi considerada resistente e para
o 6leo essencial de Lippia gracillis esta propor¢do critica foi estabelecida em 1%. Acima

da qual a proporcao de mutantes foi considerara resistente.

Célculo da Porcentagem de Bacilos Resistentes

N° de colénias no tubo com droga ou dlec , 4gq
N°. de colénias no tubo controle
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7. RESULTADOS

7.1 IDENTIFACACAO - BACILOSCOPIA

Apds analise da baciloscopia dos esfregacos, realizados a partir de escarro
de pacientes apresentando sinais e sintomas de tuberculose pulmonar, corados pelo método
de Ziehl-Neelsen foram observados, por microscopia 6tica, com objetiva de 100X e ocular
de 10X, bacilos finos e longos, alguns ligeiramente curvos, corados pela fucsina fenicada
em vermelho, classificados como 4lcool acido resistentes (Figura. 7). Observa-se um fundo
azul da contra coloragdo com azul de metileno formando um contraste com o bacilo corado

pela fucsiana em vermelho.

Figura 7 Mycobacterium tuberculosis microcopia 6tica aumento de 1000X
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7.2 ISOLAMENTO

O crescimento em meio de cultura Lowenstein-Jansen, ocorreu em uma
temperatura de incubagdo de 36 a 37°C, em um periodo de 20 a 30 dias caracterizando
micobacteria de crescimento lento. As colonias desenvolveram-se na superficie do meio
sem alterar a cor do mesmo, com aspecto rugoso, com coloragdo caracteristica camurca e

auséncia de pigmentagao (Figura 8).

Figura. 8 Cultura de Mycobacterium tuberculosis em meio de Lowenstein-Jansen.

7.3 IDENTIFICACAO DA ESPECIE

O teste de inibicdo de crescimento foi realizado em presenga do acido p-amino
benzodico (PNB 500 pg/mL) para identificagdo do complexo Mycobacterium tuberculosis,
que teve seu crescimento inibido, diferente de outras micobactérias que sdo resistentes.
(Figura 9). Foram também realizados, o teste de crescimento em presenca da hidrazida do
acido tiofeno-2-carboxilico (TCH 2 pg/mL) (Fig. 10), que separou o Mycobacterium

tuberculosis, que ¢ resistente dos outros membros do complexo Mycobacterium
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tuberculosis que sao sensiveis. O teste de acimulo de niacina (Figura 11), a reducao de

nitrato a nitritos (Figura 12) e a producao de catalase termoestavel a 68°C (Figura 13).

Figura. 9 Testes de inibi¢do  de
crescimento em presenca de PNB
(500 pg/mL).

Figura.10 Crescimento em presenga
TCH (2 pg/mL).

do

Figura.1l Teste de acumulo de
niacina.

Figura.12 Reagao positiva para a
reducao de nitrato a nitrito.




36

Figura. 13 Reagdo positiva (a esquerda) presenga da catalase a 68° C.

Através destes testes foram isoladas e identificadas quatorze cepas de

Mycobacterium tuberculosis.

7.4 SENSIBILIDADE DO Mycobacterium tuberculosis AS DROGAS E AO
OLEO ESSENCIAL DE Lippia gracillis.

O perfil de sensibilidade das cepas estudadas foi determinado, cinco delas foram
resistentes a isoniazida (33,3%), duas ao etambutol (13,3%), uma a etionamida e
estreptomicina (6,7%), trés a rifampicina (20%) e todas foram sensiveis a pirazinamida
(100%).

A percentagem de mutantes resistente de Mycobacterium tuberculosis as drogas
tuberculostaticas e ao o6leo essencial de Lippia gracillis bem como a concentragdo

inibitéria minima deste Gltimo estdo apresentados na Tabela 3.
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TABELA.3 Comparagdo de atividade antimicobacteriana do 6leo essencial de Lippia gracillis com os tuberculostaticos

M tuberculosis Oleo essencial de Lippia gracillis Drogas tuberculostaticas (pg/mL )
Cepas MIC (% v/v) PMR % (x+3)  PZA EMB ETH RPM INH SM
LCO1 0.31 0.64 (£ 0.15) <10 <1 <10 >1 <1 <10
LCO02 0.31 0.67 (=0.21) <10 <1 <10 >1 <1 <10
LCO03 0.31 0.35 (£ 0.07) <10 <1 <10 <1 <1 <10
LC04 1.24 1.55 (£ 0.35) <10 >1 >10 >1 >1 >10
LCO05 0.31 0.07 (£ 0.09) <10 <1 <10 <1 <1 <10
LCO06 0.31 0.66 (£ 0.15) <10 <1 <10 <1 <1 <10
LCO07 0.25 0.60 (+0.28) <10 <1 <10 >1 >1 <10
LCO08 0.31 0.64 (£ 0.21) <10 <1 <10 <1 <1 <10
LCO09 0.31 0.35 (£ 0.21) <10 <1 <10 <1 <1 <10
LC10 0.62 0.76 (= 0.30) <10 <1 <10 <1 <1 <10
LCl11 0.31 0.78 (+ 0.14) <10 <1 <10 <1 <1 <10
LCI12 0.62 1.5 (£0.07) <10 >1 <10 >1 >1 <10
LC13 0.15 0.44 (£ 0.33) <10 <1 <10 <1 <1 <10
LCl14 0.31 0.66 (£0.15) <10 <1 <10 <1 <1 <10
H37Rv 0.31 0.24 (£ 0.14) <10 <1 <10 <1 <1 <10

CMI - Concentracdo inibitoria minima determinada a 1% método das proporcdes- teste indireto com meio de Lowenstein-Jensen.

PMR- Propor¢ao de mutantes resitentes, x - média aritimética, d- desvio padrdo. valores estabelecidos pela OMS em pg/mL para classificagdo
em micobacteria sensivel ou resistente para PZA (pirazinamida) , EMB (etambutol), ETH (etionamida), INH (isoniazida), RPM (rifampicina)
e SM (estreptomicina).
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Os resultados apresentados neste trabalho mostram que 86,7% das cepas de
Mycobacterium tuberculosis foram sensiveis ao Oleo essencial de Lippia gracillis cuja
propor¢do de mutantes resistentes foi inferior a 1%, em concentragdes do oleo que
variaram de 0,15 a 0,62 % v/v.

Embora resistentes a isoniazida, as cepas LCO1, LCO02 e a isoniazida associada a
rifampicina LCO7, as quais perfizeram 20% do total das cepas de micobactérias estudadas,
mostraram-se sensiveis ao Oleo essencial de Lippia gracillis demonstrando o poder
bacteriostatico deste composto. Analisando as cepas de Mycobacterium tuberculosis
multidrogas resistentes (13,3%), representadas neste estudo pelas cepas LC04, resistente ao
etambutol, etionamida, isoniazida, rifampicina, estreptomicina e LCI12 resistente
etambutol, isoniazida, e rifampicina apresentaram resisténcia ao 6leo essencial de Lippia
gracillis com indices de mutantes resistentes, cujos valores foram da ordem de 1,5% v/v.
Os resultados apresentados em concentragdo inibitdria mimina (CIM) do 6leo essencial de
Lippia gracillis situaram-se entre 0,15 a 0,62% v/v para as cepas sensiveis ou que
mostraram resisténcia a rifampicina e isoniazida, e de 0,62 a 1,2% v/v para as cepas
multidrogas resistentes.

A propor¢cdo de bacilos resistentes em cada populagdo de Mycobacterium
tuberculosis frente ao 6leo essencial de Lippia gracillis variou de 0,24 a 0,78 % e foi

dependente da cepa estudada.

8 DISCUSSAO

Os oleos essenciais sdo fontes potenciais de componentes antimicrobianos. Os
resultados de pesquisas anteriores, contudo, dificilmente podem ser correlacionados com
estudos atuais, visto que os métodos empregados para testar a atividade dos compostos nao
sdo padronizados (LEMOS et al. 1990; MOREIRA et al. 1997).

A terapéutica disponivel para o tratamento da tuberculose ¢ reduzida quando a
comparamos com outras doencas infecciosas. O aumento do nimero de casos de
tuberculose causado por cepas resistentes aos farmacos tuberculostaticos tém impulsionado
as pesquisas que visam a obtengdo de novas drogas mais ativas € menos toxicas
(RASTOGI et al, 1998; ZHANG, POST-MARTINS, DNKIN, 2006).

A rica biodiversidade brasileira representa uma fonte inesgotavel destas novas

moléculas. Muitas plantas sdo utilizadas no tratamento de varias doencgas tropicais como
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maldria, esquistosomose, leishimaniose, infeccdes fungicas e bacterianas pelas populagdes
de baixas classes economica (ALVES et al. 2000; MATOS, 2000).

Lippia gracillis ¢ uma destas plantas, nativa da regido semi-arida do nordeste do
Brasil ¢ utilizada popularmente como vermifugo, anti-séptico e antimicrobiano (LEMOS
1992;GIRON et al 1991). Quanto a sua atividade antimicobacteriana até o momento no se
tem relato algum.

Os componentes majoritarios dessa espécie sdo o carvacrol ou seu isomero o timol,
compostos com reconhecida atividade antimicrobiana. A sensibilidade das micobatérias ao
Oleo essencial de Lippia gracillis poderd estar relacionada a interagdes dos seus
componentes majoritarios com os lipideos da parede celular apdés a qual haveria
desorganizagdo na sua estrutura. Esta hipotese foi defendida por Maruzella and Sicurella
(1960) quando estudaram a atividade antimicrobiana de cento e trinta e trés diferentes
0leos essenciais e observaram a alta susceptibilidade do Mycobacterium avium em relagdo
aos outros microrganismos. Esta hipotese foi confirmada em estudos com Escherichia.
coli e Salmonella typhimurium mnos quais o timol e o carvacrol em concentragdes
inibitorias do crescimento microbiano desintegrou a membrana externa (KNOBLOCH et
al. 1988; LEMOS et.al.1992).

O caréter lipofilico destes monoterpenos ciclicos os conduzira preferencialmente
para a membrana citoplasmatica. Isto resultara na expansao, aumento na fuidez membranar
e inibicdo de enzimas ligadas a respiracdo celular (AGUIAR, MATOS,1983). O dleo
essencial de Lippia gracillis mostrou atividade inibitéria sobre o Mycobacterium
tuberculosis e diferencas na sensibilidade a este 6leo essencial foi dependente da cepa

estudada.

Este estudo mostrou que 6leo essencial de Lippia gracillis Shauer foi
ativo frente a cepas selvagens de Mycobacterium tuberculosis, um dos microrganismos
mais patogénicos ao homem. Este 6leo também apresentou atividade frente a cepas
resistentes a dois quimioterdpicos do esquema primario de tratamento da tuberculose,
ressaltando a possibilidade do desenvolvimento de uma nova droga ativa para inclusdo no
esquema basico de tratamento da tuberculose

As cepas mutidroga resistente citadas neste estudo ndo responderiam ao tratamento
com os esquemas basicos rifampicina, isoniazida, pirazinamida ou mesmo esquema

adicionado de etambutol. Nestas cepas o 6leo essencial de Lippia gracillis nio mostrou
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atividade, provavelmente por estes microrganismos terem sofrido pressao seletiva exercida
por exposicdo prévia a varias drogas, o que poderia ter levado ao desenvolvimento de
diferentes mecanismos de resisténcia.

Analisando a efetividade das drogas classicas e do 6leo , percebemos que todas as
cepas sensiveis as drogas tuberculostaticas também foram sensiveis ao 6leo essencial de
Lippia gracillis; apenas duas cepas mutidroga resistente foram resistentes ao o6leo
essencial de Lippia gracillis e as drogas cldssicas simultaneamente; as cepas tiveram uma
performance de sensibilidade ao 6leo maior que aos tuberculostéticos testados, 86,7 %

contra 66,6%.

9 CONCLUSOES

O ¢leo essencial de Lippia gracillis Shauer apresentou atividade frente a cepas de
Mycobacterium tuberculosis e diferencas na sensibilidade a este 6leo essencial, foi

dependente da cepa estudada.

O oleo essencial de Lippia gracillis apresentou atividade frente a cepas com
resisténcia a dois tuberculostaticos isoniazida e isoniazida mais rifampicina,

demonstrando o potencial de acdo deste 6leo.

Novos estudos serdo necessarios para elucidar os componentes do dleo, identificar

a atividade dos compostos e isolar as moléculas responsaveis por esta atividade.

Quatorze cepas de Mycobacterium tuberculosis foram isoladas e identificadas

através de técnicas preconizadas pela OMS.
Das quinze amostras avaliadas quanto a sensibilidade aos antituberculostaticos
cinco foram resistentes a isoniazida, duas ao etambutol, uma a etionamida ¢

estreptomicina, trés a rifampicina, e todas foram sensiveis ao pirazinamida.

As cepas LC 04, LC07, e LC12 mostraram resisténcia a varias drogas.
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Embora resistente a isoniazida as cepas LCO1, LC02 e LC07 mostraram-se

sensiveis ao 0leo essencial de Lippia gracillis.

Treze cepas mostraram-se sensiveis ao Oleo, inclusive aquelas que

demonstraram resisténcia a isoniazida (LCO1, LC02, LC07).

Apobs comparacdo da sensibilidade drogas e 6leo, concluimos que todas as
cepas sensiveis aos tuberculostaticos testados também foram sensiveis ao 6leo essencial

de Lippia gracillis.

Sessenta por cento das cepas que se demonstraram resistente a alguma droga

tuberculostatica apresentaram-se sensiveis ao 6leo essencial de Lippia gracillis.

Apenas 02 cepas LC04 e LC12 classificadas como multidrogas resistentes foram
também resistente ao Oleo, apresentando uma populagdo de mutantes resistente

equivalente a 1,5%.

O percentual de Mycobacterium tuberculosis resistente ao 6leo essencial de Lippia
gracillis variou de 0,24 a 0,78 % e foi dependente da cepa estudada. A CIM também

variou em fung¢do da cepa, cujos valores foram enquadrados entre 0,15 a 1,25% v/v.

10 PERSPECTIVAS

Este estudo avaliou que o 6leo essencial de Lippia gracillis mostrou atividade
frente a cepas de Mycobacterium tuberculosis analisadas.

Abre perspectivas para estudos de elucidacdo dos componentes majoritarios,
identificacdo das moléculas ativas, determinacdo de possiveis sinergismos entre
componentes, toxidade, estudos in vivo e de desenvolvimento em tecnologia farmacéutica.

Modificagdes estruturais das moléculas ativas podem potencializar a agdo dos

mesmos vindo a atingir cepas mutidrogas resistentes.



42

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGUIAR, L. B. M. A; MATOS, F. J. A. Atividade antibiotica de plantas medicinais da
flora nordestina. Ciéncia e Cultura, v. 36, p. 464, 1983.

ANDREWS, R.E; PARKS, L.W; SPENSE, K. D. Some effects of Douglas-fir terpenes on
certain microorganisms. Applied Environmental Microbiology, v. 40, n. 2, p. 301-304,
1980.

ALVES, T. A; SILVA, A. S; BRANDAO, M; GRANDIL T. S. M; SMANIA, E. F; ZANI,
C. L. Biological screening of Brazilian medicinal plants. Memorias do Instituto Oswaldo
Cruz, v. 95, p. 367-373, 2000.

AZIS, M. A; LASZLO, A; RAVIGLIONE, M; REITER, H; ESPINAL, M; WRIGHT, A.
Guidelines for surveillance of drug resistance in tuberculosis. World Health Oganization,
Geneva, 2% ed. 71 p. 2003.

BARROW, W. Processing of mycobacterial lipids and effects on host responsiveness.
Frontiers in Bioscience, v.2, p. 387-400, 1997.

BLUNBERG, H. M. Treatment of tuberculosis. American Journal Respiratory Critic Care
Medicine, v.167, p.603-662, 2003.

BRASIL. Ministério da Satde. Fundagao Nacional de Saude. Centro de Referéncia
Professor Hélio Fraga. Manual de Bacteriologia de tuberculose, 2* edicao, Rio de Janeiro,
1994. 115p.

BRENNAN, P. J; DRAPER, P. Ultraestruture of Mycobacterium tuberculosis. IN: Bloom
,B. R. Tuberculosis: pathogenesis, protection, and control. Washington, D.C: American
Society Medicine Press, p. 271-284, 1994.

BROOKS, G.F; BUTEL, J.S; MORSE, S.A. Jawetz, Melnick & Adelberg. Microbiologia
Meédica, 21 ed. Rio de Janeiro: ed. Guanabara Koogan S.A. 2000.

CANETTI, G. N; RIST, N; GROSSET, J. Mesure de la sensibilité du bacille tuberculeaux
aux drogues antibacillaires por la méthode des proportions. Rev. Tuberc. Pneumol., 27:

217-272, 1963.

CHERNOCH, P; ENNS, R. K; SAUBOLLE, M. A; WALLACE JR. R. J. Cumulative
techniques and procedures in clinical microbiology- Cumitech, 16a: Labiratory.

CYNAMOM, M. H; KLEMENS, S. P; SHARPE, C. A; CHASE, S. Activities of several
novel oxazolidones against Mycobacterium tuberculosis in a murine model. Antimicrobial
agents chemotherapy, v. 43, p.1189-1191, 1999.

COBERT, E. L. The growing burden of tuberculosis: global trenes and interactions wiyh
the HIV epidemic. Archives Internal Medicine, 163, 1009-1021. 2003.



43

CONSENTINO, S; TUBEROSO, C. L.G; PISANO, B; SATTA, M; MASCIA, V;
ARZEDI, E; PALMAS, F. In vitro antimicrobial activity and chemical composition of
Sardiniam Thymus Essential Oils. Letters Applied Microbiology v.29, p.130-135, 1999.

COLE, S. T; EIGLMEIR, K; PARKHILL, J. Massive gene decay in the leprosy bacillus.
Nature, v. 409, 1007-11, 2001.

COLL, P. Farmacos com atividade frente a Mycobacterium tuberculosis. Enfermidades
infecciosas y Microbiologia Clinica, v. 21, supp. 6, p. 299-308, 2003.

CORTINAS N. C; FERNANDEZ, M; VALETA, M. [; URIART, M. R; MOGDASY, M.
C. Caracterizacion genotipica de 80 cepas Del género Mycobacterium in Uruguay,
Revista Médica, Uruguay, v. 18, p.230-23, 2001.

COX, S. D; MANN, C. M; MARKAHAM, J. L; BELL, H. C; GUSTAFSON, J. E;
WARMINGTON, J. R; WYLLIE, S. G. The mode of antimicrobial action of essential oil
of Malaleuca alternifolia (tea tree oil). Journal Applied Microbiology, v. 88, supp. 1, p.
170, 2000.

COX, S. D; GUSTAFSON, J. E; MANN, C. M; MARKHAM, J. L; LIEW, Y. C;
HARTLAND, R. P; BELL, H. C; WARNINGTON, J. R; WYLIE, S. G. Tea tree oil cause

K+ leakage and inhibit respiration in Escherichia coli. Letters Applied Microbiology, v.
26, p. 355-358, 1998.

CRAVEIRO, A. A; ALENCAR, J. W; MATOS, F. J. A; ANDRADE, C. H. S;
MACHADO, M. |. L. Essential oil from Brazilian Verbenaceae genus Lippia. Journal
Natural Products, v.44, supp.5, Jul-Aug. 598-601, 1981.

CRAVEIRO A. A; MATOS, F. J; ALENCAR, J. W. Oleos essenciais na produgdo
industrial. Revista Quimica Industrial, n. 19, p. 60-64, 1989.

CRAWS, M; DROBNIEWSHI, F. A. Molecular techniques in the diagnosis of
Mycobacterium tuberculosis and the detection of drug resistance. Annal New Y ork
Academy of Sciences, p. 138-145, 2003.

DAVID, H. L; RASTOGI, N; CLAVEL-SERES, S; CLEMENT, F; THOREL, M. F.
Structure of the envelope of Mycobacterium avium. Zbl. Bakt HYG, v. 264, p. 49-66, 1987.

DAVID, H. L. Basis for lack of drug susceptibility of atypical mycobacteria. Journal
Infectious Diseases, v. 3, 878-884, 1981.

DAVID, H.L; LEVY-FREBAULT, V; THOREL, M.F. Methods de Laboratoire pour
Mycobacteriologie Clinique. Institut Pasteur, Paris, 1989.

DRAPER, P. The estructure of the mycobacerial cell envelope is not yet understood.
Research Microbiology, v.1 42, p. 420-422, 1991.



44

DRAPER, P. The outer parts of the mycobacterial envelope as permeability barriess.
Frontiers in Bioscience, v. 3, p. 1253-1261, 1998.

ELZEBT, I.P. Listo of bacterial names with stading in momenclature. Societé de
Bactériologie Systématique et a Veterinare. Franca. Disponivel em: <
url://http//www .bacteria.cit.fr > Acesso em 7/8/2006.

ESTEVES, A. Propriedad intellectual, patenttes y accesso a los medicamentos em los
paises em desarrolo. GAC Sanet, v.15 (6), p. 546-549, 2001.

FALKINHAN, J. O. Epidemiology of infection by nontuberculous mycobacteria. Clinical
Microbiology Reviews, v. 9, n. 2, p. 1777-215, 1996.

FILHO, A. C; KRISTI, A. L; BARRETO, W. A; LEMOS, A. C. M; NETTO, A. R;
GUIMARAES, C. A; SILVA, C. A; SANT’ANNA, C. C; HADDAD, D. J; LIMA, D. S;
MATOS, E. D. II Consenso brasileiro de tuberculose. Journal Brazilian Pneumology,
v.30, Suppl. 1, Sao Paulo, June, 2004.

FEITOSA J. G. R. Avaliagdo antimicrobiana do dleo essencial de Lippia sidoides
realizada pelo método de difusdo em placa. Revista da Sociedade Brasileira de Quimica.

FUNARLI, C. S; FERRO, V. O. Uso ético da biodiversidade brasileira: Uma necessidade e
oportunidade. Revista Brasileira de Farmacognosia. Journal of Pharmacology, vol. 15,
supl. 2, p. 178-182, Abr./Jun., 2005.

GIRON, L. M; FREIRE, V; ALONZO, A; CARCERES, A. Ethnobotanical survey of the
medicinal flora used by the Caribs of Guatemala. Journal Ethnopharmacology,
v. 34, p. 173-187, 1991.

GRANGE, J.M. The biology of the genus Mycobacterium. Journal of applied Bacteriology,
v. 81, p. 1-9, 1996.

GUIA DE VILANCIA EPIDEMIOLOGICA. Comité técnico-cientifico de assessoramento
a tuberculose e Comité assessor para co-infec¢cdo HIV-tuberculose. Brasilia: Ministério da
Saude, Fundacao Nacional de Saude. 100p. 2002.

GOODMAN, G. 4s Bases famacologicas da terapéutica, 9 ed. Rio de Janeiro. MC grow
hill, 1996.

GUTIERREZ, R. S; PAULOTT, W. P. Métodos diagnosticos. In: Tuberculose
epidemiologia, diagnostico e tratamento em clinica e saude publica. PICON, P. D; Rizzon,
C.F. C; OTT, W. P. Editora médica e cientifica, p. 21-34, Rio de Janeiro, 1993.

HELANDER, I. M; ALAKOMI, H. L; KYOSTI, L-;. MATTILA-SANDHOLM, T;
POL, I; SMID, E.J; GORRIS, L. G. M; VON-WRIGHT, A. Caracterization of the
action of selected essential oil components on Gram negative bacteria. Journal
agriculture Food Chemistry, v. 46, p. 3590-3595, 1998.



45

HUXLEY, A. The new royal horticultural Society Dictionary of Garden. p. 94, Macmilian
press, México, p. 94, 1992.

JACOBS, M. R. Activity of quinolonas against Mycobacteria. Drugs, v. 58, Suppl. 2,
p. 19-22, 1999.

JOLY, A. B. Botdnica: Introdugdo a taxonomia vegetal. Companhia editora Nacional, Sao
Paulo, ed.11, 1993.

KARAPMAR, M; AKUTUG, S. E. Inhibition of foodborne pathogens by thymol, eugenol,
menthol and anethole. Journal Food Microbiology, v. 4, p. 161-166, 1987.

KNOBLOCH, K. PAULI, A; IBERL, B; WEIS, N; WEIGAND, H. Antibacterial activity
and antifungical properties of essential oil components. Journal Essential Oils Reserach v.
1, p. 119-128, 1988.

KONEMAN, E. W. Diagnéstico microbiologico. Texto e atlas colorido.
5% edigdo. Rio de Janeiro, Ed. Médica e cientifica Ltda., 2001.

KREMER, L; BESRA. G. Re-emergence of tuberculosis: strategies and treatment. Expert
Opin. Investigation Drugs, v. 11, p. 153-157, 2002.

KUNLE, O. Antimicrobial activity of various extracts and carvacrol from Lippia
multiflora leaf extract. Phytomedicine, v. 10, p. 59, Nigeria, 2003.

LEAL-CARDOSO, J. H; Fonteles, M. C; Pharmological and anticrobial studies on
different tea-tree oils Maleleuca alterniflora, leptospermum Scoparium or Manuka and

Kunzae ericoides or Kanuca, originating in Australia and New Zeland. Pytotherapy
Research, v.14, p. 623-629, 1999.

LEMOS, E. L. G; MATOS, F. J.A; ALENCAR, J. W; CRAVEIRO, A. A; CLARK, A. M;
MCCHESNEY, J. A. Antimicrobial Activity of essential oils of Brazilian plants.
Phytoterapy Research. v. 4, n.2, p. 82-84, 1990.

LEMOS, E. L. G; MONTE, F. J. Q; MATOS, F. J. A; ALENCAR, J. W; CRAVEIRO, A.
A; BARBOSA, R. C. S. B; LIMA, E. O. Chemical composition and antimicrobial activity
of essential oils from Brazilian plants. Fitoterapia, V. 63,P. 266-268,1992.

LORENZI, H; MATOS, F. J.A. Plantas medicinais no Brasil: Nativas e Exoticas
Cultivadas. Farmacologia, Ed. Nova Odessa, Sdo Paulo, 615p. 2002.

MARUZELLA, J. C; SICURELLA, N. A. Antibacterial Activity of Essential Oil Vapors.
Journal American Pharmaceutical Association, Scientific edition. New York, v. 49, p. 692-
694, 1960.

MATOS, F. J. A; Plantas medicinais. Guia de selecdo e emprego medicinal de plantas do
Nordeste. IOCE Fortaleza, 1885.




46

MATOS, F.J.A; MACHADO, M. I. L; CRAVEIRO, A. A; ALENCAR, J. W; SILVA, M.
G. V. Medicinal plants of northeast Brazil containing thymol and carvacrol — Lippia
sidoides Cham. and Lippia gracilis H.B.K. (Verbenaceae). Journal Essential Oil Research,
v. 11, p. 666-668, 1999.

MATOS, M. L. L. Essential oils of Lippia allnifolia Shau. (Verbenaceae) and Lippia aff-
Gracilis H. B. K., two aromatics medicianal shurubs from Notheast Brazil. Journal
Essential Oil Research. 2000.

MATOS, MACHADO:; M. I. L; ALENCAR, J. W; MATOS, M. E. O; CRAVEIRO, A. A.
Plants used in traditional medicine of Chine and Brazil. Memdrias do Instituto Oswaldo
Cruz, Rio de Janeiro, v. 86, p. 13-16, 1991.

MATOS, F. J. A. Plantas Medicinais, Guia de Sele¢do e Emprego de Plantas Usadas em
Fitoterapia no Nordeste do Brasil. 2 ed, UFC: Imprensa Universitaria, 2000.

MATOS, F. J. Farmadcias vivas: Sistema de utilizacdo de plantas medicinais projetado para
pequenas comunidades. 2 ed. Fortaleza: EUCF, p. 43-46, 1996.

MINOR, L. L; VERON, M. Bacteriologie medicale. Flammarion Médicine- Sciences.
Paris, 1 ed. p. 657-658, 1982.

MOREIRA, R. R. D; ANNO, L. S; LEITE, C. Q. F. Sensitivity of Mycobacteria to different
species of Eucalyptus L’HERIT. Revista de Microbiologia, v.28, p.256-260, 1997.

MORTON, C. Atlas of Medicinal Plants of middle América, Springfield, Illinois, USA, v.
1, p.745-750, 1981.

O’BRIEN, R. J. The epidemiology of non tuberculosis mycobacterial diseases in the
United States: results from a national survey. American Review of Respiratory Disease, v.
135, p. 1007-1014, 1987.

NACHEGA, J. B; CHAISON R. E. Tuberculosis drug resistance: a global treatment..
Clinical Infectious Disases, 36, suppl. 1, S24-S30, 2003.

NINIKIN, D. Chemical Pricipiles in the organization of lipid components in the
mycobacterial cell envelop. Research Microbiology, v. 142, p. 423-429, 1991.

PASCUAL, M. E; SLOWING, K; CARRETERO, E; SANCHES, M. D; VILLAR, A.
Lippia: Traditional uses, chemistry and pharmacology: a review. Journal
Ethnopharmacology, v. 76, p. 201-214, 2001.

PAULIL A; HEINZ, S. Specific seletion of essential oil compounds for treatment of
children’s infection diseases. Pharmaceuticals, v. 1, p. 1-30, 2004.

PENSO, G. L e indentification ds micobactérias a la lumiére constituition antigenic. In:
Premier colloque International sur Iés mycobactéries, Ed. P.G. Janssens.



47

PESSOA, O. D. L; CARVALHO, C. M. B; SILVESTRE, J. O. V. L; LIMA, M. C. L;
NETO, R. M; MATOS, F. J. A; LEMOS, T. L. J. Antibacterial activity of the essential oil
from Lippia aff. gracilis. Fitoterapia, v. 76, p. 721-714, 2005.

RASTOGI, N; ABAUL, L. J; GOH, K. S; DEVALLOIS, A; PHILOGENE, E;
BOURGEOIS, P. Antimycobacterial activity of chemically defined natural substances
from the Caribbean flora in Guadeloupe. FEMS Immunology Medical Microbiology, v.
20, p. 267-273, 1998.

RASTOGI, N. Structure and functions of the cell envelope in relation to mycobacterial
virulence, pathogenicity and multiple drug resistance. Research Microbiology, v.142, p.
419, 1991.

RASTOGI, N. The introduction to momenclature and pathogeniseis. Reveu Scientifique
techniques, v. 20, suppl. 1, p. 21-54, 2001.

RASTOGI, N. Potencial drug targets for Mycobaterium avium defined by usig radiometric
drug-inhibitor combination techniques. Antimicrobial Agents Chemotherapic, v. 145, p.
243-252, 1994.

ROBBERS, J. E; SPEEDIE, M. K; TYLER V. E. Farmacognosia biotecnologia. Sao
Paulo: Ed. Premier, cap. 6, p. 97, 1997.

ROCHA, K. B; VIEIRA, N. C; NEVES, F.A.R. Novas drogas e patentes

Conselho Nacional Pesquisa, Instituto do milénio, disponivel em:

< http//www.cqee.org.br/arquivos/thf p1 nd francisco neves.sdf. > acesso em 8§ agos.
2006.

SANTOS, F. J. B. Composition and biological activity of essential oils from Lippia
oregnoides HBK. Journal of Essential Oils Research, set/out. 2004.

SEVERO, L. C. Micobacteriose e SIDA (AIDS) In; epidemiologia, daignostico e
tratamento em clinica e saude publica (Picon, P. D; Rizzon, C. F. C; OTT, W. P)
Editora Médica cientifica, Rio de Janeiro, p. 619-630, 1993.

SIKKEMA, J; BONT, J. A. M; POOLMAN, B. Interactions of cyclic hydrocarbons with
biological membranes. Journal of Biological Chemistry, v.269, p. 8022-8028, 1994.

SINAN, Sistema Nacional de Agravos e Notificacdo. Disponivel em
< http//saude.gov.br/sina.web > acessado em junho 2006.

STOVER, C. K; WARRENER, P; VanDEVANTER, D. R; SHERMAN, D. R; ARAIN, T.
M; LANGHORNE, M. H; ANDERSON, S. W; TOWELL, J. A; YAN, Y. A. Small
molecule nitroimidazopyran drug candidate for the treatment of tuberculosis. Nature,

2000, 405,961-966, 2000.

PALACI, M; HADAD, D. J; DETTONI, V. V; DIETZE, R. Atividade bactericida
precoce: uma metodologia segura enecessaria. Jornal Brasileiro de Pneumologia, v. 30, n.
2, Sao Paulo, mar/apri, p. 26, 2004.



48

PFYFFER, G. E. Drug-resistant tuberculosis: resistance mechanisms and rapid
susceptibility testing. Schweiz Med Wochenschr, v. 130, p. 1909-13, 2000.

Terblanché, F. C; Kornelius, G. Essential oil constituintes of genus Lippia
(Verbenaceae) A literatura review. Journal of Essential oil Research, v. 8, p. 471-484,
1996.

The Merck Index. U.S.A.: Whitehouse Station. 12 ed. p. 308 and p. 1604, 1996.

The New York Botanical Garden. Cataloque vascular plant species of eastern Brazil.
Disponivel em:

< http//www.nybg.org/bsci/hcol/sebc/Verbenaceae. htm > acessado em 08/ago. 2006.

TORTORA, G. J; FUNK, B. R; CASE, C. L. Microbiologia. 6 Ed , Porto Alegre, editora
Artmed, 2003.

TROUILLER, M P; OLIARO, P. Drug developement output during 1975-96: what
proportion for tropical diseases? International Journal infectious Diseases, v.3, p. 61-63,
1999.

URIBE, S; RAMIREZ, T; PENA, A. Effects of f-pimene on yeast menbrane functions.
Journal Bacteriology, v. 161, p.1195-1200, 1985.

VERONESI: Tratado de Infectologia, 3* Ed. Editor cientifico: FOCACCIA, R. vol. II, Sao
Paulo 2005.

WORD HEALTH ORGANIZATION. Global tuberculosis control: Surveillance,
planning, financing. WHO report 2005, Genebra, (WHO/HTM/tuberculose/2005.349).

WOLINSKY, E. Non tuberculous mycobacteria and associated diseases. American
Review of Respiratory Diseases. v. 119, p. 107-159, 1979.

ZHANG, Y; POST-MARTINS; K. DENKIN, S. New drug candidates and therapeutic
targets for tuberculosis therapy. DDT-v. 11, n. /2 ,p. 21-27 Jan., 2006.



ANEXO

Antimycobacterial Activity to Essential Oil from Lippia gracillis Shauer

Cristiano Marcelino Junior >
Valdelucia Oliveira Cavalcanti |

Eulalia Azevedo Ximenes >*

'P6s Graduacio em Ciéncia Farmacéuticas da Universidade Federal de Pernambuco
* Departamento de Quimica , Universidade Federal Rural de Pernambuco

3 Departamento de Antibioticos, Universidade Federal de Pernambuco

*eulaliaximenes@yahoo.com.br
phone: 0xx8121268346
fax: 0xx812126834

49



50

ABSTRACT

Lippia gracillis Shauer , Verbenaceae, it is a native shrub of the region northeast Brazil.
The essential oil from leaves Lippia gracillis Shauer was obtained by hydrodestilation
using Clevenger-type system. This oil was screened to chemical composition and
antimicrobial activity against fifteen strains to Mycobacterium tuberculosis. The chemical
composition of this oil was analyzed using GC-MS and Proportion Method Indirect Test
was performed to detect resistant bacilli to essential oil Lippia gracillis and tuberculostatic
drugs. The minimum inhibitory concentration (MIC) was determinated. The chemical
analysis of the oil revealed that Lippia gracillis contained carvacrol (56.36%), thymol
(7.46%), and p cymene (18.91%) as main components. Mycobacterium tuberculosis
strains 86.7% were sensible to the essential oil of Lippia gracilis in concentrations of 0.15
0.62% v/v whose resistant percentage of mutants was inferior 1%. The strains sensible the
tuberculostatics drugs (66.6%) also were sensible to oil in the concentration of the 0.31%
v/v, but two strains were presented high percentage of resistant mutants to the essential oil
of Lippia. Three strains were sensibles to the oil even so has been classified as resistant to
the isoniazid one. The essential oil of Lippia gracillis is active on Mycobacterium
tuberculosis. Differences found in sensitivity to this oil were dependents of the strain
studied.

Key-words: Lippia, Lippia gracilis, antimycobacterial activity, Mycobacterium

tuberculosis, essential oil.
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INTRODUCTION

The genus Lippia (Verbenaceae), comprises approximately 200 species, mainly
distributed in tropical and temperate America and tropical Africa, with only a few species
growing in the Old World (Salimena, 2002). Additionally, the higher number of them is
placed on Brazil (Romero et al., 1998). Most Lippia species are utilized on folk medicine,
mainly for the treatment of gastrointestinal and respiratory disorders (Pascual et al., 2001).
Some plants also employed as a local antiseptic, as Lippia gracillis used for mouth, troath
and skin diseases (Lemos et al., 1992).

Lippia gracillis is a plant common in the Northeast Brazil, where grow widely in
the semi-arid region, named “caatinga”. Studies revealed that the leaves essential oil have
antimicrobial ativity against Gram-positive and Gram negative bacteria yeast and
filamentous fungi ( Pessoa et al., 2005, Lemos et al., 1992). Furthermore, the chemical
composition of leaves essential oils from L. gracillis from two different Northeast
Brazilian regions shown carvacrol (47,7%) and thymol (30,6%) monoterpenoids as majors
components for Piaui (Craveiro et al., 1999) and Ceara states (Lemos et al., 1992) oils
respectively.

Although many reports showing that Lippia gracillis possesse antimicrobial
properties no study have been published sobre antimycobacterial activity on this plant.

The WHO a tuberculosis is responsible for about 1,7 million deaths per year in the
world. Exactly after the implementation of the therapy directly observed (DOTS) millions

of patients with tuberculosis continue, mainly in countries in development (OMS 2005).
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Research directed toward the application of new therapies, obtention of more
efficient drugs against MDR —TB are priority (Ducan 2003).

The previous knowledge of the therapeutical potential of the essential oil of Lippia
gracillis, a study of its chemical composition and its antimicrobial activity against fifteen
strains of Mycobacterium tuberculosis of which 20% were characterized as Multi Drugs

Resistant (MDR-TB) were objectives of the present work.

MATERIALS AND METHODS

Plant material. Lippia gracillis Shauer leaves were collected in Ibimirin city,
Pernambuco State, Brazilin march 2001.A voucher specimen was deposited in Herbarium

Professor Dardano de Andrade, Universidade Federal Rural de Pernambuco N° 12470.

Essential oil extraction and identification of components

Sample of 1 Kg of air-dried leaves were submitted to steam distillation for 2 hours. The
essential oil obtained was died with anhydrous NA;SOs, sealed in amber vials and stored at 8° C
before using to characterization by gas chromatography and antimicrobial assays. The
components were identified through CG/MS analysis using a HP5995 GC/MS spectrometer
equipped with a DB-5(30mm x 0.25mm) silica fused capillary column using helium as carrier
gas and the programmed temperature (4° C/mim from 35-180° C, 20° C min to 180-280). The
components of the oil were identified using a library search program developed by Craveiro et
al 1999 by retention time (RT) and Kovat's Indexes (KI) as auxiliary confirmation by

comparison with literature data.
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Microorganisms

Mpycobacterium tuberculosis H37Rv and fourteen clinical isolated was used in this
investigation. These microorganisms were grown as fresh Lowenstein-Jensen slant (Difco)
at 35 a 37°C for 28 days. Previous a sensibility evaluation of these strains to pirazinamide
(PZA), ethambutol (EMB), ethionamid (ETH), isoniazid (INH), rifampicin (RPM) and
streptomycin (SM) was stability by Proportion Method. (David et al. 1989, Canetti et al.,

1963)

Proportional Method Indirect Test and Determination of the Minimal Inhibition
Concentration (MIC)

To determination the mycobacterium resistance against differents concentrations to
essential oil was used the proportion method indirect test with modifications (Aziz et
al.2003, Moreira et al 1997)

The bacteria suspensions were adjusted to the optical density of McFarland
standard n°l and subsequent dilutions ( 107,10* and 10”) were prepared in tween 80 /
water system (1:100). Three dilutions ( 107, 10 and 10” ) were used to inoculate the
control tubes and two others ( 107 and 107) to inoculate the test tubes. To detect
mycobateria susceptibility against essential oil or tuberculostatics drugs, the number of
colony forming units grown on oil or drugs medium (test tubes) was compared with the
number on the control Lowenstein-Jensen (without oil). The test was realized using ten
differents concentrations 5 a 0,009 % v/v to oil or the critical concentration to
tuberculostatic drugs. The microorganisms were incubated at 37°C for 30 days. The ratio
between resistants cells and the total viable population of the original inoculum was
calculated and expressed as a percentage. A rate of resistant mutants to essential oil below

1% was considered the limit of resistant mycobacteria that can be present in a bacilli
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population. When the rate was equal or higher than 1% the sample was considered
resistant. (David et al. 1989, Canetti et al.,1963).

The minimal inhibition concentration was evaluated by agar dilution method
Rastogi et al 1998. The MIC was defined as the lowest drug concentration that inhibited

more than 99% of the bacterial population. These assays were performed in duplicate.

RESULTS E DISCUSSION

The average yield of the essential oil the representative samples of L. gracillis air-
dried leaves was 1.5 %( w/v).

Quantative and analytical results are showed in table 1. Essential oil consisted
mainly of hydrocarbon and phenolic monoterpenes, contained as majors components:
carvacrol (56.36%), p-cymene (18.91%) and thymol (7.46%). Its minor components were
y-terpinene (4.22%), B-myrcene (2.29%), methyl thymylether (2.79%) and thymol acetate
(2.98%). As observed in other chemical oil studies from Lippia species aromatic
monoterpenes co-occur with the structurally related cyclic dienes, terpinen-4-ol and acyclic
B-myrcene, suggesting the related biosynthesis these compounds. The same major L.
gracillis essential oil components (carvacrol/p-cymene/thymol) has been reported
previously in the Craveiro et al. 1999 study. It’s could be an indicative for a possible
chemotype from Lippia gracillis leaf essential oil in the “caatinga” natural conditions.

The percentage of Mycobacterium tuberculosis resistant mutants to tuberculostatics
drugs, to essential oil of Lippia gracillis and the Minimal Inhibitory Concentration (CMI)
were presented in the table 2.

The results presented in this work show that 86.7% of the strains are sensible to

essential oil of Lippia gracillis whose ratio of resistant mutants was inferior 1%.
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The sensible strains of Mycobacterium tuberculosis to all the tuberculostatic drugs
(66,6%), were sensible to essential oil in the concentration to 0.31% v/v.

The strains LC04 e LCI12 presented high percentage of the resistant mutants to
essential oil to Lippia gracillis whose values were of the 1.5%.

This strains presented a resistance profile, previous determinate to ethambutol,
isoniazid e rifampicin.

The strains LC01, LC02 e LC7, whose resistance to isoniazid was observed show
sensibility of the essential oil of Lippia gracillis.

The therapeutical available for the treatment of the tuberculosis is reduced when we
compare it with other infectious disease.

The increase in the cases of tuberculosis for MDR-TB has stimulated the research
of the new and more active molecules (Ducan 2003).

The Brazilian biodiversity represents an inexhaustible source of these new
molecules. Many Brazilian plants are used by the population, in the treatment of some
disease as malaria, schistossomiasis, leishimaniasis and fungical and bacterial infections
(Sartoratto et al., 2004, Lemos et al., 1992, Leal Cardoso et al., 2002).

Lippia gracillis is one of these plants, native of the northeast of Brazil is popularly
used as antiseptic and antimicrobial (Lemos et al 1992, Pascoal et al., 2001, Pessoa et al
2005)

The main components these specie are the carvacrol and thymol. They have
recognized biological activity.(Lemos et al., 1992, Pascoal et al 2001 Terbranché 2001)

The sensibility of micobacteria to essential oil of Lippia gracilis could be related
the interactions of the main components of the oil with the lipids of the cellular wall
disorganizing its structure. This hypothesis was published by Maruzella and Sicurella et al.

1960. They studied the antimicrobial activity of one hundred and thirty and three different
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essential oils and verified that Mycobacterium avium has a high sensibility when compared
with the other microorganisms.

The carvacrol will preferentially partition from an aqueous phase into membrane
structure. This resulted in membrane expansion, increased membrane fluidity and
inhibition of a membrane—embedded enzyme. (Andrews 1980, Uribe 1995, Veldhuizen et
al 2006).

The essential oil of Lippia gracillis is active on Mycobacterium tuberculosis.

Differences found in sensitivity to this oil were dependents of the strain studied.
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Table 1- Chemical composition of Lippia gracillis essential oil

Percentage

COMPONENTS Kl RT (%)
a-thujene 925 6.29 0.92
986 8.35 2.29

-Myrcene
o-Terpinene 1008 9.11 0.87
p-Cymene 1022 9.57 18.91
y-Terpinene 1053 10.64 4.22
Terpinen-4-ol 1176 14.82 0.92
Methyl thymylether 1240 16.97 2.79
Thymol 1309 19.30 7.46
Carvacrol 1331 20.05 56.36
Thymol acetate 1381 21.76 2.98
2-Hydroxymethyl-carvacrol 1492 25.50 1.68
Caryophyllene oxide 1566 28.02 0.58

KI = Kovats indexes

RT = Retention tim
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Tabela 2. Comparative antimycobacterial activity of the essential oil of Lippia
gracilliswith tuberculostatic drugs

Essential oil Lippia

M. s tuberculostatics drug
tuberculosis gracillis
strains MIC (% PMR% (X% py0 pMB  ETH  INH RPM  SM
V/V) d)
LCO1 0.31 0.64 (+0.15) <10 <1 <10 >1 <1 <10
LCO02 0.31 0.67 (=£0.21) <10 <1 <10 >1 <1 <10
LCO3 031  035@007) <l0o <1 <10 <l <l <I0
LC04 1.24 1.55(*0.35) <10 >1 >10 >1 >1 >10
LCO05 0.31 0.07 (£0.09) <10 <1 <10 <1 <1 <10
LC06 0.31 0.66 (£ 0.15) <10 <1 <10 | <1 <10
LCO07 0.25 0.60 (=0.28) <10 <1 <10 >1 >1 <10
LCO08 0.31 0.64 (=0.21) <10 <1 <10 <1 <1 <10
LC09 0.31 0.35(x0.21) <10 <1 <10 | <1 <10
LCI10 0.62 0.76 (£ 0.30) <10 <1 <10 <1 <1 <10
LCI11 0.31 0.78 (£ 0.14) <10 <1 <10 | <1 <10
LCI2 0.62 1.50 (£0.07) <10 >1 <10 >1 >1 <10
LC13 0.15 0.44 (£0.33) <10 <1 <10 <1 <1 <10
LC14 0.31 0.66 (£0.15) <10 <1 <10 <1 <1 <10
H37Rv 0.31 0.24 (£0.14) <10 <1 <10 | <1 <10

MIC- minimum inhibitory concentration determined by 1% proportion method with
Lowenstein-Jensen medium

PMR- proportional of the mutants resistents, X - média atiritimética, d- desvio padrao,
PZA (pirazinamide), EMB (ethambutol), ETH (ethionamide), INH (isoniazid), RPM
(rifampicin) e SM (streptomycin)
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