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Resumo:

O objetivo do estudo foi avaliar a agdo combinada dos farmacos de primeira
linha usados no tratamento da tuberculose (TB) tais como: isoniazida,
etambutol, estreptomicina e rifampicina com piperina, uma substancia
promissora como inibidora de bombas de efluxo de farmaco na cepa de
referéncia Hs;Rv e em isolados clinicos de Mycobacterium tuberculosis
multidroga resistente. A concentracao inibitdria minima dos farmacos e da
piperina foi determinada pelo método Resazurin Microtiter Plate Assay e 0
efeito combinatério entre os farmacos foi avaliado pelo método Resazurin
Drugs Combination Microtiter Assay. Fator de Modulacdo (FM) = 4 foi
considerado como modulacéo positiva do inibidor em relacdo aos farmacos
antituberculosos. Foi observado FM > 4 para todos os bacilos de M.
tuberculosis quando exposto a combinacdo PIP + RIF e PIP +SM. Estes
resultados satisfatérios podem agora nortear outras pesquisas na busca por
novos tratamentos da TB.

Introducéo

A tuberculose (TB) € uma doenca infectocontagiosa causada
principalmente pelo bacilo Mycobacterium tuberculosis. De acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude, dados publicados em 2016 no Relatério
Anual da Tuberculose revelam que em 2015 foram estimados 10,4 milhdes
de novos casos de TB no mundo e 1,4 milhdes de mortes decorrentes da
doenca. A prevaléncia da doenca € fundamentada na dificuldade dos
pacientes em seguir o longo tratamento poliquimioterapico, mas
principalmente pela resisténcia adquirida pelos bacilos (WHO, 2017).

Depois de confirmado o diagnostico da TB, a terapia poliquimioterapica
inicia-se por dois meses (fase de ataque) com a combinacdo de isoniazida
(INH), rifampicina (RIF), etambutol (ETB) e pirazinamida (PZA) seguido por
mais quatro meses com RIF e INH. Caso essa terapia ndo se mostre eficaz,
inicia-se entédo o uso dos farmacos de segunda linha, com injetaveis como a
estreptomicina, canamicina, etionamida, amicacina, terizidona e as
quinolonas (ofloxacina, levofloxacina, moxifloxacina). Com o aparecimento
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de M. tuberculosis multidroga resistente (MDR) e extensivamente resistentes
(XDR) caracterizadas pela perda da sensibilidade a RIF e INH no primeiro
caso e no segundo perda também de sensibilidade aos farmacos de
segunda linha, alguns pacientes ndo sao curados pelo esquema terapéutico
bésico. As micobactérias possuem diferentes mecanismos que promovem a
resisténcia aos farmacos, tais como: permeabilidade seletiva de membrana,
bombas de efluxo, producdo de enzimas capazes de modificar e inativar
medicamentos ou mutacdo em genes alvo de farmaco.

As bombas de efluxo (BES) induzem a resisténcia ao bombearem para
fora das micobactérias os farmacos que nelas adentram, assim, tendo em
vista esse processo, o0 uso de inibidores de bombas de efluxo (IBES) ja
comprovados na literatura tais como verapamil, reserpina, haloperidol, entre
outros, mostra-se uma opgao promissora para uso na pratica clinica.

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito combinatorio
de farmacos de primeira linha usados no tratamento de TB com o inibidor de
BE denominado piperina em M. tuberculosis multidroga-resistente e a cepa
de referéncia Hs;Rv.

Materiais e métodos
Cepa de referéncia e isolados clinicos de M. tuberculosis

Foram utilizadas para o presente estudo a cepa de referéncia M.
tuberculosis Hz7Rv ATCC 27294, e cinco isolados clinicos de M. tuberculosis
MDR com diferentes perfis de resisténcia provenientes da micobacterioteca
do Laboratério de Bacteriologia Clinica da Universidade Estadual de
Maringa.

Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM).

Solucbes de RIF, INH, ETB, estreptomicina (SM) e PIP foram
preparadas de acordo com as recomendacdes do fabricante. A concentragéo
inibitéria minima (CIM) da piperina e dos farmacos antituberculose para os
bacilos, foi determinada pelo método Resazurin Microtiter Plate Assay
(REMA) em microplacas de 96 orificios descrito por Palomino et al. (2002)
que usa resazurina como indicador de crescimento bacteriano.

Avaliacdo da Combinacdo entre farmacos antituberculose e o inibidor de
bomba de efluxo piperina.

A combinacao entre PIP e farmacos antituberculose foi realizada de
acordo com o perfil de resisténcia de cada isolado em duplicata pelo método
REDCA (Resazurin Drugs Combination Microtiter Assay), um chequerboard
modificado desenvolvido no Laboratério de Bacteriologia Médica da
Universidade Estadual de Maringa, que emprega resazurina como indicador
de viabilidade celular (CALEFFI-FERRACIOLI et al., 2013). Para interpretar
os resultados foi calculado o fator de modulacdo (FM) que reflete a reducéo
de valores de CIM, de um dado antibidtico, na presenca do inibidor de BE.
Foi considerado como acéo significativa do inibidor em modular uma
melhora na atividade do farmaco antituberculose quando FM = 4 (reducao de
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quatro vezes no valor da CIM do farmaco anti't'u'bérculose) (COELHO et al.,
2015).

Resultados e Discusséo
Os valores de CIM estdo apresentados na tabela 1 e estdo de acordo
com o perfil de susceptibilidade de cada bacilo aos farmacos estudados.

Tabela 1. Tabela da Concentracéo inibitéria minima (CIM) para os farmacos
de acordo com a micobactéria estudada.

PERFIL DE CIM
ISOLADOS o )SCEPTIBILIDADE ~ PIP RIF SM__ INH _ ETB
Ha,Rv S 125 0,004 0,25 0,06 2
47S INHR/RIFR 62,5 0,004 0,25 - -
45 INHY/RIFR 31,2 31,2 0,25 4 -
109 INHY/RIFR 31,2 50 0,25 0,36 -
71A INHR/RIFR/ETBR 125 50 1 12,5 8
3614 INHY/RIFF/ETBR 62,5 25 0,5 6,25 16

PIP = piperina; RIF = rifampicina; SM = estreptomicina; INH = isoniazida; ETB = etambutol.

Na tabela 2 estdo apresentados os resultados da combinagdo dos
compostos estudados. Foi observado sinergismo entre a RIF ou SM com PIP
(FM >4).

Tabela 2. Tabela demonstrativa dos resultados do Fator de modulacao (FM)
referente aos isolados clinicos estudados.

PERFIL DE FM
ISOLADOS g \ysCEPTIBILIDADE RIF/PIP  SM/PIP  INH/PIP ETB/PIP
Hs/Rv S 4 4 . -
47S S 2 4 - -
45 INHR/RIFR 1 2 1 -
109 INHR/RIFR 4 4 2 -
71A INHY/RIFR/ETBR 8 4 1 1
3614 INHR/RIFR/ETBR 8 4 1 1

PIP = piperina; RIF = rifampicina; SM = estreptomicina; INH = isoniazida; ETB = etambutol.

A combinacédo entre a PIP e a RIF foi previamente estudada por Sharma et
al. (2014), no qual a PIP foi responsavel por diminuir de 4 até 8 vezes a CIM
da RIF para os isolados utilizados. A concentragdo bactericida minima
também foi testada, obtendo-se valores de 1 mg/L para a RIF sozinha e 0,25
mg/L e 0,5 mg/L para a RIF combinada com 25 mg/L de PIP. No citado
trabalho também foi analisado o efeito pds-antibidtico da RIF sozinha e em
combinagdo com PIP, e em todos os tempos e concentragdes testadas, a
RIF exibiu efeito prolongado quando aliada a PIP.

Em relacio a SM, o mecanismo de resisténcia dos bacilos a esse
aminoglicosideo ainda ndo é comprovadamente por bombas de efluxo, sabe-
se que ocorre principalmente por modificacao estrutural do alvo da droga. No
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entanto, o fato de RIF e SM possuirem mecanismo de a¢do semelhante, ou
seja, inibicdo da sintese proteica, poderia ser a razdo da ocorréncia do
sinergismo em ambos os farmacos quando aliados a PIP. A combinacéo
aditiva dos efeitos farmacolégicos entre SM e PIP reforca a possibilidade do
uso desta combinagdo em paciente infectados por bacilos multi-resistentes
(Hegeto et al., 2018).

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 formulagdo de um farmaco novo € dispendioso,
demorado e burocratico, estudar a combinacdo dos medicamentos que ja
sdo utilizados com inibidores de BE pode ser uma opg¢do promissora. A
combinacdo de PIP com 0os mesmos se mostrou promissora indicando a
necessidade da continuidade dos estudos com outros isolados clinicos a fim
de se compreender melhor o sinergismo. Estes resultados satisfatorios
podem agora nortear novas pesquisas na busca por novos tratamentos da
TB.
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