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Resumo:

O objetivo do estudo foi avaliar a combinacdo de derivados da isoniazida
(isoniazida S-limoneno (INH-S) e R-limoneno (INH-R)) com o composto
piperina (PIP), uma substancia inibidora de bombas de efluxo de farmacos
em dois isolados clinicos de M. tuberculosis multidroga-resistente (3614 e
71A). A concentracgdo inibitéria minima dos derivados da isoniazida e da
piperina foi determinada pelo método Resazurin Microtiter Plate Assay
(REMA) e o efeito combinatorio entre os farmacos foi avaliado pelo método
Resazurin Drugs Combination Microtiter Assay (REDCA). Foi considerado
sinergismo quando o indice da Fracdo Inibitoria (IFI) < 0,5 e Fator de
Modulacdo (FM) 24. Foi observado para a combinagcdo PIP + INH-R, IFI =
0,27 (isolado 71A) e 0,185 (isolado 3614), para PIP + INH-S, IFI = 0,26
(isolado 71A) e 0,158 (isolado 3614). O FM confirmou o sinergismo (MF=4)
indicado pelo IFI. Estes resultados satisfatorios podem agora nortear novas
pesquisas na busca por novos tratamentos da tuberculose.

Introducao

A tuberculose (TB) € uma doenca infectocontagiosa causada pela
bactéria Mycobacterium tuberculosis. Segundo o Relatério Anual da
Tuberculose publicado em 2017 pela Organizacdo Mundial da Saude, 84%
dos casos confirmados de TB estdo distribuidos entre 22 paises, ranking no
qual o Brasil ocupa o 20° lugar (WHO, 2016). Ainda por este relatério, a
complexidade do esquema terapéutico desta moléstia € um dos fatores que
acarreta o abandono do tratamento pelos pacientes, favorecendo um quadro
oportunista ao surgimento e multiplicacdo cada vez mais frequentes de
isolados resistentes aos farmacos utilizados. Neste contexto, o objetivo do
estudo foi avaliar a combinacdo de derivados da isoniazida com o composto
piperina (PIP), uma substancia inibidora de bombas de efluxo (BEs) de
farmacos em dois isolados clinicos de M. tuberculosis multidroga-resistente.
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Materiais e métodos
Amostras Bacterianas

Foram selecionados e estudados dois isolados clinicos de
Mycobacterium tuberculosis multi-droga resistente, 71A e 3614, e como
controle a cepa M. tuberculosis (Hsz7Rv) sensivel a todos os farmacos
proveniente da micobacterioteca do laboratorio de Bacteriologia Médica da
Universidade Estadual de Maringa.

Inibidores de Bombas de Efluxo e Antimicrobianos

Os derivados da isoniazida, isoniazida S-limoneno (INH-S) e R-
limoneno (INH-R), foram produzidos e gentilmente cedidos pelo Laboratério
de Quimica da Universidade Tecnologica Federal do Parana (UTFPR)
coordenado pelo professor Fabio Vandresen. A piperina foi adquirida da
Sigma e preparada conforme orientacdo do fabricante.

Determinacéo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM )

A concentracéo inibitoria minima (CIM) dos derivados de isoniazida para
os isolados de M. tuberculosis e a cepa de referéncia, foi determinada pelo
método Resazurin Microtiter Plate Assay - REMA em microplacas de 96
orificios descrito por Palomino et al. (2002). A CIM foi definida como a
menor concentracdo do farmaco capaz de inibir a mudanca de cor da
resazurina de azul para réseo (inibicdo do crescimento bacteriano).

Avaliacdo da Combinagdo entre derivados da isoniazi da e
inibidores da bomba de efluxo por REDCA

A combinagéo entre os inibidores de bombas de efluxo e os derivados de
isoniazida foi realizada em duplicata pelo método REDCA (Resazurin Drugs
Combination Microtiter Assay), um chequerboard modificado desenvolvido
no Laboratorio de Bacteriologia Médica da Universidade Estadual de
Maringa, que emprega resazurina como indicador de viabilidade celular
(CALEFFI-FERRACIOLI et al., 2013).
Para interpretar o efeito sinérgico entre os farmacos estudados foi utilizado o
indice da Frac&o Inibitoria (IF1): sendo, IFI = (CIM A + B/ CIM A) + (CIM B +
A/ CIM B), onde: CIM A + B representa a CIM do farmaco A quando
associada ao farmaco B; CIM B + A representa a CIM do farmaco B quando
associada ao farmaco A; CIM A representa a CIM do farmaco A quando
testado isoladamente; e CIM B representa a CIM do farmaco B quando
testado isoladamente. O efeito das combinagcbes dos agentes
antimicrobianos foi classificado em: sinérgico (IFI < 0,5); aditivo ou
indiferente ou sem interacdo (IFlI > 0,5 - 4); e antagbnico (IFlI > 4) (ODDS,
2003). O fator de modulacéo FM reflete a reducédo de valores de CIM de um
dado antibidtico na presenca do inibidor de efluxo e foi considerado
significativo quando FM = 4 (reducdo de quatro vezes) (COELHO et al.,
2015).

Resultados e Discussao
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Tabela 1. Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) para' 0s compostos estudados em M.

Cepa/ CIM (pg/mL)
Isolados PIP INH-R INH-S | PIP+ INH-R | PIP+INH-S
Ha7RV 125 3,9 78 - -
71A 625 625 625 19,5 9,75
3614 312 625 625 39 19,5

Tabela 2. indice de Frac&o Inibitria (IF1) e o Fator de Modulagio (FM) para as combinagfes
estudadas entre derivados da isoniazida e piperina em M. tuberculosis

Cepa/ IFI FM
Isolados
Hs,Rv PIP+INH-R PIP+INH-S | PIP+INH-R | PIP+INH-S
71A 0,27 0,26 32 64
3614 0,185 0,158 16 32

Neste trabalho, o IFI foi o primeiro parametro utilizado para interpretar
0 sinergismo entre os compostos derivados da isoniazida e a piperina. Os
procedentes estruturais da isoniazida apresentaram sinergismo com a
piperina. O segundo parametro utilizado foi o FM que indica quantas vezes a
CIM de um composto foi reduzida quando em associacdo com uma
substancia inibidora de bombas de efluxo, desse modo, constata-se que
para ambos compostos estudados as reducfes foram significativas.
Diante dos resultados expostos existem algumas especulagbes para essa
combinacdo positiva: primeiramente a incorporacdo dos radicais S e R-
limoneno & molécula original de isoniazida pode ter aumentado o tamanho
da molécula permitindo assim que a mesma comecasse a utilizar as bombas
de efluxo para sair da célula bacteriana — visto que a isoniazida original por
ser uma molécula pequena entra e sai da micobactéria por difusdo passiva-
assim, como as BEs estavam bloqueadas pela acdo da piperina, a
concentracdo da droga no interior da célula bacteriana aumentou e
consequentemente a CIM diminuiu. Uma segunda hipotese é de que proprio
radical limoneno unido aos derivados da isoniazida tenha contribuido com a
diminuicdo da CIM dos farmacos, visto que 0 mesmo juntamente com outros
terpenos possui propriedades antimicrobianas (DEANS; RITCHIE, 1987).

Conclusbes

O surgimento de isolados de M. tuberculosis resistentes circulantes
na populacédo reforca a necessidade de novas opcdes terapéuticas para o
tratamento da TB. Como a formulagcdo de um farmaco novo € dispendioso,
demorado e burocréatico, estudar derivados estruturais dos farmacos
atualmente disponiveis, bem como estudar a combinacdo dos mesmos com
inibidores de bomba de efluxo pode ser uma opcdo promissora. A
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combinacéo de piperina com derivados da isoniazida se mostrou promissor
indicando a necessidade da continuidade dos estudos com outros isolados
clinicos a fim de se compreender melhor o sinergismo. Estes resultados
satisfatérios podem agora nortear novas pesquisas na busca por novos
tratamentos da tuberculose.
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