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RESUMO

As micobactérias nao tuberculosas de crescimento rapido (MCR) causam infeccoes,
chamadas micobacterioses, com incidéncia crescente, exigem tratamento longo e
dificil. Neste sentido, é necessario buscar alternativas terapéuticas para o tratamento
dessa doenca, o verapamil (VP), um farmaco usado para tratamento de hipertensao
e outras doencas cardiacas, apresentou resultados promissores em outros estudos
quando combinado, in vitro, com antimicrobianos contra Mycobacterium tuberculosis.
Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade combinada entre VP e
clofazimina (CFZ) em Mycobacterium smegmatis (mc? 155), Mycobacterium
abscessus (ATCC 19977) e linhagens de colecdo de MCR. Foi determinado a
concentragdo inibitéria minima (CIM) para o VP e CFZ, por meio do método
resazurin broth microdilution assay, em triplicata, com repiques independentes e a
acao combinada foi determinada pelo método resazurin drugs combination microtiter
assay. A concentracao inibitéria minima para o VP variou de 256 e 1024 pg/mL e
para CFZ os valores ficaram entre 0,012 e 2 pg/mL, enquanto na agdo combinada o
VP modulou a acdo de CFZ entre 4 e 8 vezes. O VP apresentou sinergismo, quando
combinado com CFZ, em todas as linhagens analisadas, porém este resultado deve
ser analisado com cautela, visto que o VP pode ser toxico em concentracdes
elevadas.

INTRODUGAO

As micobactérias de crescimento rapido (MCR) causam infecgdes no organismo
denominadas micobacterioses, sendo um problema de saude publica, endémico
globalmente. Estes bacilos apresentam uma caracteristica de resisténcia intrinseca
(fendtipo esperado resistente) a maioria dos antimicrobianos disponiveis atualmente
e por tais motivos o tratamento indicado € poliquimioterapico e de longa duracao.
Entretanto, esse tratamento prolongado pode levar ao aparecimento de muitos
efeitos adversos no individuo como a hepatotoxicidade, nefrotoxicidade e,
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consequentemente, a baixa adesao e a descontinuagao do tratamento por parte do
paciente. Isso leva a ineficacia do tratamento e o surgimento de mais bacilos
resistentes (Lopeman et al., 2019).

Devido a dificuldade de estabelecer uma terapia eficaz e segura em doencas
por micobactérias, varias pesquisas estdo sendo desenvolvidas. Uma das
estratégias estudadas é o uso de farmacos ja existentes, por meio do
reposicionamento de farmacos, que de alguma maneira, modulam a acao de
antimicrobianos ja existentes no mercado. Neste sentido, o verapamil (VP), um
farmaco utilizado para tratamento de hipertensao e outras doencas cardiacas, e em
pesquisas apresentou resultados promissores quando combinado, in vitro, com
antimicrobianos contra Mycobacterium tuberculosis, no qual seu mecanismo de acao
esta relacionado a inibicdo das bombas de efluxo (BE) e/ou na membrana celular
podendo assim melhorar a biodisponibilidade dos antimicrobianos disponiveis
(Caleffi-Ferracioli et al., 2019).

Portanto, diante do aumento da incidéncia de doencas causadas por MCR, da
dificuldade de estabelecer um tratamento eficiente e da necessidade de buscar
alternativas terapéuticas mais eficazes, este trabalho teve como objetivo avaliar a
atividade combinada do VP com o antimicrobiano clofazimina (CFZ) em cepas
padrao de Mycobacterium smegmatis (mc? 155) e Mycobacterium abscessus (ATCC
19977), bem como frente a linhagens de colecdo destas mesmas espécies.

MATERIAIS E METODOS

Foi determinado a concentragéo inibitéria minima (CIM) para o VP e CFZ por meio
do método resazurin broth microdilution assay (CLSI, 2018), em triplicata, com
repiques independentes. Inicialmente as MCR foram cultivadas em Mdueller Hinton
Broth cation ajustado e incubado por 3 dias a 30°C. A partir desse cultivo foram
preparadas suspensdes bacterianas padronizadas em espectrofotdmetro de acordo
com a escala de McFarland 0,5 e diluidas 1:200 em MHB. Os farmacos foram
diluidos em razao 2 em microplaca com MHB, no qual a concentracéo de VP variou
entre 16.384 a 8.192 pg/mL enquanto a CFZ variou de 256 a 16 ug/mL. Apds
diluicdo seriada dos farmacos, foi adicionado 100 pL do in6culo bacteriano
padronizado em cada poco, posteriormente foi incubada por 3 dias a 30°C. Depois
dos 3 dias, foi adicionado 30 uL de solugédo de resazurina 0,02% e, apds 24 horas,
foi realizada a leitura da placa, em que a CIM corresponde a menor concentracao de
farmaco capaz de inibir o crescimento bacteriano.

Para avaliagao da atividade combinatéria de VP e CFZ foi utilizado o método
resazurin drugs combination microtiter assay (Caleffi-Ferracioli et al.,2013), portanto
foi realizado a diluicao do VP (farmaco A), nas mesmas concentracdes usadas para
CIM, a partir da coluna 11 até a coluna 3 e a CFZ foi diluida a partir da linha A até a
linha G. Os pogos da coluna 2 e linha H receberam diluicées seriadas com a VP e
CFZ de forma isolada. Em seguida o in6culo bacteriano foi padronizado e adicionado
100 uL em cada pogo da microplaca. Para interpretar o efeito do VP com CFZ foi
utilizado o indice de concentracao inibitéria fracionaria (FICI): FICI = (CIM A + B/CIM
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A) + (CIM B + A/CIM B), sendo valores de FICI < 0,5 indica sinergismo entre os
farmacos, FICI > 0,5-4 indica indiferenca e FICI > 4 antagonismo. Além disso foi

determinado o fator modulador (FM), sendo FM = (CIM A/ CIM A + B) e valores = 4

serdo considerados significativos. Controles de esterilidade e crescimento bacteriano
foram incorporados aos experimentos. Todos os experimentos foram realizados em
triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A CIM foi avaliada para as duas cepas padrao de referéncia e 6 linhagens de
colecdo, a CIM para VP variou de 256 e 1024 ug/mL e para CFZ os valores ficaram
entre 0,012 e 2 yg/mL (tabela 1). Na avaliacdo da acdo combinatéria a partir do
checkerboard, a agao combinada de VP e CFZ, podemos observar que o VP foi
sinérgico com CFZ em todas as cepas testadas, modulando a acéo dela entre 4 e 8
vezes (tabela 2). Estes resultados sao similares aos encontrados na literatura
cientifica, como no trabalho de Mudde (2022), que relatou sinergismo entre VP e
CFZ em cepa de Mycobacterium abscessus (ATCC 19977).

Tabela 1. Concentracao inibitoria minima (CIM) de verapamil e clofazimina em
micobactérias nao tuberculosas

Isolados Concentracao Inibitéria Minima
(ug/mL)

VP CFz
M. smegmatis mc2155 512 0,12
M. abscessus ATCC 19977 1024 2,00
M.smegmatis 1 256 0,50
M. abscessus subsp.abscessus 256 0,12
M. abscessus subsp. massiliense 256 0,25
M. abscessus subsp. bolletii 256 0,25
M. chelonae 512 1,00
M. fortuitum 512 0,12

M.: Mycobacterium

Tabela 2. Avaliacao da acao combinada de clofazimina (CFZ) e verapamil (VP)
em micobactérias nao tuberculosas

Cepas e isolados clinicos CFZ+VP
FICI FM
M .smegmatis mc?155 0,22 8
M. abscessos (ATCC 19977) 0,28 4
M. smegmatis 0,37 8
M. abscessus subsp.abscessus 0,37 4
M. abscessus subsp. massiliense 0,37 8
M. abscessus subsp. bolletii 0,37 4
M. chelone 0,24 8
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M. fortuitum 0,37 4

M.: Mycobacterium

CONCLUSOES

Podemos concluir que o verapamil, quando combinado com CFZ, apresentou
sinergismo em todas as linhagens bacterianas analisadas. Porém apesar do
resultado promissor in vitro, a CIM elevada de VP ndo nos permite considera-lo
como uma opg¢ao terapéutica in vivo, visto que em concentragdes elevadas ele pode
ser téxico.
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