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1. INTRODUCAO

Ibicella lutea (Lindl.) Van Eselt., é uma planta pertencente a familia
Martyniaceae restrita a América do Sul (Giulietti; Harley, 2013). E conhecida
popularmente como “Garra-do-Diabo” e utilizada na medicina popular uruguaia
como antimicrobiano para o tratamento de infec¢cdes de pele e olhos (Wallace;
Vasquez, 2011).

Compostos provenientes de matérias vegetais tendem a ter uma maior
eficiéncia do que compostos sintéticos, pois podem atuar como substrato para
sistemas transportadores para o meio intracelular do alvo (Harvey et al., 2015).
Somado a isto, produtos naturais sdo o ponto de partida de diversas farmacos ja
disponiveis no mercado, como p-lactamicos, aminoglicosideos, tetraciclinas,
rifampicinas, entre outros (Harvey et al., 2015). Desde 2000, 22 novos
antimicrobianos, de origem natural e sintética, tém sido lancados para o
tratamento de infeccbes em humanos, mas apenas cinco destes sao
considerados novas classes (Butler et al., 2013).

Dentre as patologias de grande importancia atualmente, a tuberculose, é
uma doenca altamente infecciosa transmitida pela micobactéria Mycobaterium
tuberculosis. Desde 1993 a tuberculose € considerada uma emergéncia em saude
publica mundial, estimando-se uma incidéncia de 9,6 milhbes de novos casos e
um total de 1,5 milhdes de mortes ao redor do mundo, principalmente em paises
em desenvolvimento (WHO, 2015). Embora possa se observar, na Ultima década,
um progresso em relacdo a adeséao ao tratamento da doenca, ainda ha a busca
por novas alternativas de tratamento, como por exemplo medicamentos que
diminuam o tempo de tratamento, que minimizem os efeitos toxicos e interacdes
com outras drogas, como € o caso dos anti-retrovirais, € compostos que
apresentem atividade contra cepas resistentes aos farmacos disponiveis no
mercado (Silva; Ainsa, 2007).

Com base no exposto, este estudo teve como objetivo avaliar o potencial in
vitro dos extratos etandlico e cloroférmico de I. lutea, e de fracbes destes, frente a
M. tuberculosis, assim como determinar a citotoxicidade destes produtos a células
macrofagicas.

2. METODOLOGIA

Para o estudo foram utilizados os extratos etanolico e cloroférmico
provenientes de partes areas de I. lutea, assim como duas fracdes originadas por
cromatografia a vacuo do extrato cloroférmico (AcOE e MeOH). A extracdo dos
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produtos e fracdes, foi realizada de acordo com Cerdeiras et al. (2000) pelo
Departamento de Farmacognosia da Faculdade de Quimica — Uruguai.

A fim de determinar a atividade antibacteriana dos extratos, foi utilizado o
método REMA (Palomino et al., 2002) em placa de 96 pocos, utilizando meio de
cultivo Middlebrook 7H9 broth com 10% de OADC (Acido Albumina Oléico
Dextrose Catalase). Um inéculo preparado a 3,2 x 10° UFC/mL da cepa de M.
Tuberculosis H37Rv pan-suscetivel (ATCC 27294) foi adicionado a este meio,
contendo diferentes concentragdes do extrato e de suas fragbes previamente
seriadas (1:2) iniciando com 200 pg/mL a 0,19 pug/mL. As placas foram incubadas
37°C durante sete dias, e ap0os este periodo, foi adicionado a todos os pocos da
placa 30 pl de resazurina (0,02%), indicador de viabilidade celular. Apds o periodo
de 24h de nova incubacdo da placa, foi realizada a leitura da concentracéo
inibitéria minima (CIM), a qual foi definida como a menor concentracdo capaz de
inibir o crescimento bacteriano.

Para o ensaio de citotoxicidade dos compostos, foram utilizadas células
macrofagicas J774A.1 (ATCC TIB-67). Em uma placa de microtitulacdo de 96
pocos, foi adicionado 200 pl de suspenséo contendo macréfagos (1x10° cel/mL)
cultivados em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, mantido
sob condi¢cdes de umidade atmosférica de 5% CO, e 37°C por 24h. Logo apos
este periodo, as células foram expostas a diferentes concentracées (200 pg/mL >
0,78 ug/mL) dos extratos e fracles, e a placa incubada overnight. Para a leitura
foi adicionado 30 pl de resazurina a 0,01%, e o IC50 (concentracdo que mantém a
viabilidade de 50% das células) foi mensurado apds 24h por espectrofotométria a
620 nm (Ahmed et al., 1994). O experimento foi realizado em duplicata.

O Indice de Seletividade (IS) dos compostos foi calculado com base nos
resultados da CIM e do IC50 de cada composto, com a seguinte férmula:
IC50/CIM. IS com valores maiores ou iguais a 10 indicam que o composto é 10
vezes menos toxico para o macrofago em comparacdo a toxicidade ao M.
tuberculosis (Pavan et al., 2010).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os extratos brutos de |. lutea avaliados neste estudo (etandlico e
cloroformico) apresentaram atividade inibitéria nas concentragbes utilizadas
contra M. tuberculosis, assim as duas fracdes originadas do extrato cloroférmico
apresentaram atividade antimicobacteriana (tabela 1), 50 ug/mL para ambas as
fracOes.

De acordo com os resultados, pode-se observar uma maior atividade
antimicobacteriana quando 0 micro-organismo €& exposto aos extratos nao
fracionados. Para o extrato bruto cloroférmico, a CIM frente a espécie bacteriana
€ de 0,19 pg/mL, porém guando o teste € realizado com fragdes deste extrato, as
CIM sobem para 50 pg/mL. A mistura de constituintes bioativos presentes em um
extrato natural bruto, sem ter sido fracionado, pode ter um efeito sinérgico,
potencializando a ac&o antibacteriana do composto (Wagner; Ulrich-Merzenich,
2009). Entretanto, ao fracionar um composto, algumas destas substancias podem
se perder, diminuindo assim seu potencial antibacteriano, como pode ser
observado no presente estudo.
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Tabela 1. Concentracéo Inibitéria Minima (CIM), IC50 (pug/mL) e indice de
Seletividade (1S) dos extratos e fracdes de Ibicella lutea frente a Mycobacterium
tuberculosis.

Extrato/Fracao CIM IC50 IS
(ug/mL)  (pg/mL) (IC50/CIM)
Ibicella lutea extrato bruto etandlico 0,78 76,58 98,17
Ibicella lutea extrato bruto cloroférmico 0,19 74,47 391,94
Ibicella lutea fragdo AcOE 50 30,35 0,60
Ibicella lutea fracdo MeOH 50 128,24 2,56

Com os dados obtidos pelo teste de citoxicidade (tabela 1), pode-se analisar
um IC50 variando de 30,35 pug/mL (para a fracdo AcOE) a 128,24 ug/mL (para a
fracdo MeOH). Apesar de menos toxica as celulas macrofagicas, a fracdo obtida
com Metanol (MeOH) ndo apresentou um IS satisfatorio (>10), demonstrando
pouca acao seletiva frente M. tuberculosis. Entretanto, quando analisados pelo IS,
0s extratos brutos, etanodlico e cloroférmico, apresentaram melhores resultados,
ambos com toxicidade maior as células bacterianas do que aos macréfagos,
células as quais representam o sitio primario de infeccdo deste patogeno (Russel,
2007), fornecendo uma indicacdo de que novos experimento com estes produtos
possam ser feitos com seguranca. Levando em consideracdo os dados obtidos
com os testes de inibicAo micobacteriana e citotoxicidade, a determinacédo da
acdo antimicobacteriana destes compostos em cepas resistentes de M.
tuberculosis e testes com bacilos internalizados em macrofagos, podem ser novas
etapas promissoras deste estudo, a fim de aproximar os resultados in vitro com o
processo de infec¢do por este patdgeno in vivo.

4. CONCLUSOES

Os dados obtidos no presente estudo demonstram o potencial do uso de
compostos derivados dos extratos brutos etandlicos e cloroférmicos de Ibicella
lutea no controle de infeccbes causadas por Mycobacterium tuberculosis. Somado
a isso, 0 exposto neste estudo da suporte de que testes in vivo com estes extratos
possam ser realizados com seguranca, visto que os resultados demonstram uma
possivel toxicidade seletiva por parte dos extratos brutos de I. lutea frente as
células de M. tuberculosis.
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