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RESUMO

As espécies de micobactérias ndo tuberculosas (MNTs), Mycobacterium avium e
Mycobacterium intracellulare, pertencentes do Complexo Mycobacterium avium, séo
importantes causadoras de doencas pulmonares e tém sido amplamente estudadas,
em virtude do aumento do niumero de casos de doencas causadas por essas e pelo
aumento da resisténcia aos farmacos disponiveis para tratamento. Tendo
conhecimento que o composto natural piperina (PIP), quando utilizado como
adjuvante, € uma possivel estratégia farmacoldgica devido as suas propriedades
antimicrobianas, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade combinatoéria de
PIP com os antimicrobianos amicacina (AMK), rifampicina (RIF), claritromicina
(CLA), moxifloxacino (MOX) e etambutol (EMB), pelo método Resazurin Drugs
Combination Microtiter Assay, em isolados clinicos de M. avium e M. intracellulare. A
analise da atividade combinatéria foi determinada pelo fator modulador (FM), em que
reducdo de pelo menos 4 vezes da concentracdo inibitoria minima do
antimicrobiano, quando combinado com PIP, foi considerado como a¢cdo modulatéria
de PIP. O fator modulador apresentou valores maiores que 4 para combinacao de
PIP+RIF em M. avium e M. intracellulare, além de PIP e CLA em M. intracellulare.
Para as combinacées com AMK, MOXI e EMB n&o houve acdo modulatoria de PIP.
Vale salientar que, existe a necessidade da realizacdo de testes incluindo um
numero maior de isolados clinicos, além de ampliar os estudos com outras espécies
de MNTs para ter uma visdo melhor da acdo de PIP como farmaco adjuvante no
tratamento de micobacterioses.

INTRODUCAO

As micobactérias nao tuberculosas (MNTs) tém apresentado destaque na literatura
em saude, em virtude da alta incidéncia de doencas pulmonares causadas por tais
patdégenos em humanos, especialmente em pacientes imunocomprometidos (HAN et
al, 2005). Dentre as espécies de MNTSs, destacam-se as pertencentes ao complexo
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Mycobacterium avium (MAC), que engloba as espécies Mycobacterium avium e
Mycobacterium intracellulare.

Os farmacos, disponiveis atualmente e recomendados para o tratamento de
micobacterioses, sdo combinacdes de macrolideos, como a claritromicina (CLA) e
aminoglicosideos, como a amicacina (AMK) (GRIFFITH, 2018). Além do mais,
preconiza-se a associacao de farmacos com diferentes mecanismos de acdo como
etambutol (EMB), moxifloxacino (MOX) e rifampicina (RIF), visando evitar o
desenvolvimento de resisténcia a antimicrobianos, o0 que € comum nas
micobactérias deste grupo (GRIFFITH, 2018).

Dentre as possiveis estratégias farmacologicas para impedir o surgimento de
resisténcia ou restabelecer a acao de antimicrobianos contra bacilos resistentes,
destaca-se 0 uso de compostos de origem natural como adjuvantes no tratamento,
como a piperina (PIP), devido as suas atividades antimicrobiana, anti-inflamatoria,
analgésica, entre outras (HAQ et al, 2021). Considerando a promissora atividade
gue a PIP demonstra e a atual limitagdo do tratamento de doencas causadas por
MNTs do complexo MAC, torna-se interessante e importante avaliar a atividade da
PIP em combinacdo com outros antimicrobianos contra M. avium e M. intracellulare.
Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar, in vitro, a atividade da PIP
associada aos antimicrobianos AMK, RIF, CLA, MOX e EMB nessas espécies de
micobactérias.

MATERIAIS E METODOS
Selecéo e cultivo de isolados clinicos de M. avium e M. intracellulare

Trés isolados clinicos (dois de M. avium e um de M. intracellulare) presente na
micobacterioteca no Laboratério de Bacteriologia Médica da Universidade Estadual
de Maringa, foram descongelados e cultivados em meio Mueller Hinton Broth com
ajuste de cétions e 5% de OADC (acido oleico, albumina, dextrose e catalase)
(CAMHB) a 37 °C por 5 dias.

Preparacao das solu¢des de antimicrobianos

Com base em uma busca na literatura e manuais de referéncia acerca dos
antimicrobianos usados no tratamento de doengas causadas por MNTs, bem como a
disponibilidade do farmaco no Laboratério de Bacteriologia Médica, foram escolhidos
os AMK, RIF, EMB e MOX para o estudo. A PIP foi utilizada para avaliar sua
atividade combinada com os antimicrobianos. Os farmacos foram preparados
segundo recomendacao dos fabricantes e PIP diluida em dimetilsulfoxido (DMSO).

Analise da atividade combinatéria de piperina com antimicrobianos

A analise foi realizada em microplacas de 96 orificios, pelo método Resazurin Drugs
Combination Microtiter Assay (REDCA) com modificacdes. Primeiro foi realizada a
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diluicdo dos antimicrobianos no sentido vertical e da PIP horizontalmente, nos
orificios da microplaca contendo 100 pL de CAMHB. Os indculos bacterianos foram
previamente preparados, padronizado a concentragédo utilizando escala McFarland
n° 0,5 e diluidos na razéo 1:200 em CAMHB. Foram distribuidos 100 pL do inéculo
bacteriano padronizado em cada orificio da microplaca, as quais foram incubadas a
37 °C por 5 dias. Apos o periodo de incubacdo, foram adicionados 30 pL de
resazurina 0,01% em cada orificio da microplaca e novamente incubada por 24
horas para posterior leitura visual. A atividade combinatoria foi determinada pelo
fator modulador (FM), sendo FM = (CIM A/ CIM A+B), onde A é o antimicrobiano e B
0 composto piperina, na formula. Uma reducédo de pelo menos 4 vezes no valor da
concentragdo inibitéria minima (CIM) do antimicrobiano, quando combinado com
PIP, foi considerado como a¢do modulatéria de PIP.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da analise das microplacas, o FM foi determinado para as combinacdes e
isolados clinicos testados, gerando resultados que estao apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Determinacéo do fator modulador a partir da combinac&o de piperina com
farmacos antimicobacterianos em isolados clinicos pertencentes ao Complexo
Mycobacterium avium.

Isolados clinicos Fator modulador (FM)
PIP+RIF  PIP+AMK PIP+MOX PIP+CLA PIP+EMB
M. avium 1 32 2 1 NT NT
M. avium 2 4 1 1 NT NT
M. intracellulare ODS 4 NT NT 32 1

Legendas: NT (NAO TESTADO); PIP (PIPERINA); RIF (RIFAMPICINA); AMK (AMICACINA); MOXI (moxifloxacino); CLA
(claritromicina); EMB (etambutol). Resultados destacados sé&o significativos.

Os resultados destacados na tabela indicam acdo modulatéria de PIP em RIF
(PIP+RIF) nos trés isolados estudados pertencentes ao MAC, uma vez que 0S
valores de FM foram maiores ou iguais a quatro. A combinacdo de PIP+CLA
mostrou acdo modulatéria de PIP em CLA somente em M. intracellulare ODS. Ja a
combinacao entre PIP e AMK, MOX ou EMB apresentou valores de FM abaixo de 4,
nao havendo reducéo significativa no valor da CIM de cada antimicrobiano.

Os dados obtidos com PIP+RIF corrobora resultados demonstrados em estudos
prévios com Mycobacterium tuberculosis H;,Rv, uma cepa de referéncia usada em
estudos in vitro, que representa o agente causador da tuberculose (HEGETO et al,
2018), além de um estudo in silico que demonstra que PIP e RIF possuem 0 mesmo
sitio de ligacdo na enzima RNA polimerase de Mycobacterium (MURASE et al,
2022).

CONCLUSOES
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Com base nos resultados obtidos, € possivel concluir que a combinacdo do
composto natural PIP com o farmaco RIF teve acdo adjuvante significativa, contra os
isolados clinicos de M. avium e M. intracellulare ODS. O mesmo efeito da acao
modulatéria foi observado na associacédo de PIP com a CLA, contra o isolado clinico
da espécie M. intracellulare ODS. Vale salientar que, existe a necessidade da
realizacdo de testes incluindo um ndamero maior de isolados clinicos, além de
ampliar os estudos com outras espécies de MNTs para ter uma visdo melhor da
acao de PIP como farmaco adjuvante no tratamento de micobacterioses.
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