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Resumo:

O tratamento padrdo para infec¢cdes causadas pelo complexo Mycobacterium
abscessus (MAB) é poliquimioterapico, baseado na associacdo de macrolideos e
aminoglicosideos, como a amicacina (AMK). Infelizmente, o tratamento de doencas
causadas por esses microrganismos possui baixa eficacia devido a alta resisténcia
de MAB aos antimicrobianos. Para contornar esse problema, a busca por novas
estratégias terapéuticas € uma necessidade. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
determinar o perfil de susceptibilidade e atividade combinatéria de piperina (PIP),
alcaldide isolado da pimenta-do-reino, e AMK em espécies do complexo MAB. A
concentragdo inibitéria minima (CIM) foi determinada pelo método Resazurin
Microtiter Plate Assay.PIP isolada apresentou baixa atividade contra o complexo
MAB (CIM 32-128 pg/mL) e AMK apresentou de maior heterogeneidade vo valor de
CIM (0,125-8 pg/mL). A atividade combinatoria entre AMK e PIP foi avaliada por
meio do ensaio resazurin drug combination microtiter assay. PIP reduziu o valor da
CIM de AMK (2 a 4 vezes) em isolados do complexo MAB. Estudos com um ndmero
maior de isolados sé@o necessarios para um melhor entendimento da interacdo entre
PIP e AMK nesse complexo bacteriano.

Introducgao

Micobactérias do complexo Mycobacterium abscessus (MAB) séo importantes
patdgenos humanos, responsaveis por um amplo espectro de infec¢des pulmonares,
de tecidos moles e infec¢cdes sistémicas em pacientes imunocomprometidos
(GRIFFITH, 2007). Devido a alta resisténcia de MAB aos medicamentos disponiveis,
o tratamento dessas infeccdes € lento, caro e, muitas vezes ineficaz (LEE, 2017).

A resisténcia intrinseca de MAB ¢é atribuida a alta permeabilidade da parede
celular, a presenca de sistemas de efluxo bem ativos e a acdo de enzimas que
neutralizam ou inativam farmacos. A alta taxa de mutacdes espontaneas em genes-
alvo, o que pode ter relacdo com a resisténcia, também €& uma caracteristica que
limita as opg¢Bes terapéuticas disponiveis contra MAB (NESSAR et al., 2012).

A amicacina (AMK) é um dos farmacos utilizados no esquema terapéutico
padrdo. Este farmaco inibe a sintese protéica bacteriana ao se ligar
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irreversivelmente a subunidade 30S do ribossomo (MURRAY, 2017). Vale ressaltar
gue os pacientes com micobacteriose devem tomar multiplos antibiéticos por um
longo periodo de tempo, em especial claritromicina, imipenem, AMK, cefoxitina e
sulfonamidas (MURRAY, 2017). Sendo assim, a administracdo de AMK de maneira
isolada, seria incapaz de eliminar o bacilo. E em alguns casos, mesmo associada a
outros farmacos € muito comum a infeccdo persistir devido a resisténcia de MAB a
multiplos farmacos (FLORES et al., 2018).

Considerando o aumento de infec¢cdes por MAB, nas Ultimas décadas e a
baixa efetividade do tratamento com farmacos tradicionais, a busca por novas
estratégias terapéuticas é de extrema importancia. Piperina (PIP) é um alcaloide
isolado de Piper sp. com importantes propriedades farmacoldgicas ja relatadas,
dentre elas antimicrobiana (MOON et al., 2016), anti-inflamatdria (MURUNIKKARA,
2012), e imunomoduladora (SANTOS, 2018).

Apesar de resultados promissores terem sido encontrados em estudos
prévios, a atividade de PIP no combate a MAB ainda n&o foi completamente
elucidada. Portanto, o0 objetivo deste trabalho foi determinar o perfil de
susceptibilidade de PIP e AMK em MAB e avaliar a atividade combinatdria dos
respectivos farmacos neste grupo bacteriano.

Materiais e Métodos

Cinco isolados clinicos de MAB, pertencentes a micobacterioteca do
Laboratério de Bacteriologia Médica foram reativados em meio de cultura
Lowenstein-Jensen e transferidos para crescimento em meio liquido Mueller Hinton
Broth (MHB) a 30 °C por 3-5 dias.

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de PIP, AMK, e ciprofloxacino (CIP)
(controle interno de diluicdo) para cada isolado clinico de MAB foi determinada pelo
meétodo Resazurin Microtiter Plate Assay (Palomino et al., 2002). As concentracdes
utilizadas para cada farmaco variaram de 0,06-16 ug/mL para AMK e CIP e de 4-
1024 pg/mL para e PIP. O inéculo micobacteriano foi padronizado utilizando escala
de McFarland 0,5, diluido 1:200 e semeado (100 yL) nos orificios das microplacas
contendo as diluigbes dos farmacos e PIP . As microplacas foram incubadas a 30°C
por 3 dias. ApOs incubacédo, 30 pL de resazurina 0,01% foram adicionados aos
orificios e as mesmas reincubadas por mais 24h. A CIM foi definida como a menor
concentracdo do farmaco capaz de inibir o crescimento micobacteriano,
caracterizado pela mudanca de cor da resazurina de azul para réseo. Controles de
esterilidade e crescimento bacteriano foram incorporados aos experimentos. Todos
0s experimentos foram realizados em triplicata.

A interacdo entre PIP e AMK foi avaliada pelo método Resazurin Drugs
Combination Microtiter Assay (CALEFFI-FERRACIOLI et al., 2013). As microplacas
foram preparadas com AMK (0,06-16 pg/mL, no eixo X) e PIP (4-1024 ug/mL, no
eixo Y) e os farmacos foram diluidos seriadamente. Apds, 100 uL da suspenséo
bacteriana em concentracdo ajustada com escala McFarland 0,5 e diluida 1:200 foi
adicionada em cada orificio da microplaca. As microplacas foram incubadas por 3
dias a 30°C. ApoOs esse periodo, 30 uL de resazurina 0,01% foram adicionados aos
orificios das microplacas, contendo as combinacdes de farmacos, e incubadas
novamente por 24 h. A mudanca de cor de azul para rosa indicou reducdo da
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resazurina e, portanto, do crescimento bacteriano. O efeito de PIP sobre a atividade
de AMK em bactérias do Complexo MAB foi determinado pelo fator de modulacéo
(FM), onde FM = (CIM AMK)/(CIM [AMK+PIP]). FM reflete a reducéo de valores da
CIM de AMK na presenca de PIP. Consideramos resultados significativos, quando
FM = 4 (COELHO et al., 2015). Controles de esterilidade e crescimento bacteriano
foram incorporados aos experimentos. Todos os experimentos foram realizados em
triplicata.

Resultados e Discussao

A CIM de PIP e AMK variaram de 32 al28 pg/mL e 0,125 a 8 pg/mL,
respectivamente. A CIM de CIP também foi determinada e os valores encontrados
variaram de 0,25 a 8 pg/mL. PIP isoladamente n&o apresentou atividade
antimicobacteriana significante, porém resultados interessantes foram observados
na combinacdo com AMK. Nos isolados testados, PIP reduziu a CIM de AMK de 2 a
4 vezes. Os resultados encontram-se na tabela 1.

PIP néo foi capaz de reduzir a CIM de AMK em isolados com elevado grau de
resisténcia a AMK, e apresentou efeitos mais proeminentes apenas nos isolados
com maior suscetibilidade. O perfil de resisténcia dos isolados selecionados néao é
conhecido, e informacdes relacionadas a presenca de mutacdes em genes-alvo, por
exemplo, seria interessante para investigar a fundo o efeito de PIP e AMK em MAB.
Além disso, poucos isolados clinicos foram testados até o momento, uma das
perspectivas futuras é testar em um numero maior de isolados clinicos de MAB.

Tabela 1. Concentracdo inibitéria minima e atividade combinatoria de amicacina
com piperina em isolados do complexo Mycobacterium abscessus.

Concentracao inibitéria minima ( pg/mL) FM
Espécie PIP AMK CIP PIP+AMK
Mycobacterium abscessus
ATCC 19977 32 4 4 2
Mycobacterium abscessus
LACEN 128 0,125 0,25 4
Mycobacterium abscessus
HCRP/USP 32 8 8 NR
Mycobacterium massiliense
LACEN 64 0,125 0,25 4
Mycobacterium bolletii LACEN 64 8 4 2

PIP: piperina; AMK: amicacina; CIP: ciprofloxacino (controle interno de diluicao); FM: fator de modulag&o; NR: néo realizado.

Conclusdes

Os isolados de MAB apresentaram diferentes niveis de suscetibilidade a
AMK, porém a CIM de PIP foi alta para a maioria dos isolados. Mesmo n&o tendo
atividade sozinha, PIP reduziu a CIM de AMK de dois isolados. A reducao da CIM de
AMK indica um possivel potencial de PIP como um adjuvante no tratamento de
infeccbes causadas por MAB. Para obter um panorama mais representativo da
combinacdo de AMK e PIP, um estudo com um maior numero de isolados clinicos e
com perfis de resisténcia diferente se faz necessario.
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