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Avaliacdo da interacdo in vitro da Amoxacilina/Clavulanato de Potassio com
Isoniazida, Rifampicina, Etambutol e Linezolida contra Mycobacterium

tuberculosis

RESUMO

A tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa causada por bactérias do Complexo
Mycobacterium tuberculosis, sendo M. tuberculosis a espécie mais importante clinicamente.
De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em 2011 aconteceram 8,7 milhdes
de novos casos em todo 0 mundo. A quimioterapia tradicional da TB tem limitagcdes devido a
cepas resistentes e aos efeitos secundarios de alguns farmacos. Estes problemas tém sido
exacerbados por surtos com TB multidrogas resistentes (MDR-TB) e a co-infeccdo AIDS/TB.
Uma alternativa para o tratamento da TB é a associa¢do de farmacos ja utilizados para outras
bactérias, obtendo efeito sinérgico e consequente diminuicdo de doses. O método
checkerboard é usado para avaliar a combinagdo antimicrobiana e verificar se o efeito dos
farmacos combinados é significativamente maior do que resultados dos farmacos empregados
separadamente. A amoxacilina/clavulanato de potassio (AMO/CLAYV) ja vem sendo estudada
em alguns trabalhos, que apresentam resultados promissores e sugerem novas pesquisas para
melhor interpretacdo. Diante disso, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a acéo
sinérgica, in vitro, da AMO/CLAV em combinacdo com os farmacos isoniazida (INH),
rifampicina (RIF), etambutol (EMB) e linezolida (LINE) contra a cepa de referéncia e 23
isolados de M. tuberculosis. Na combinacdo da AMO/CLAYV com INH, houve sinergismo em
oito isolados clinicos (33,33%). Entre a RIF e a AMO/CLAYV houve sinergismo em dezenove
isolados clinicos (79,16%). Na interacdo com o EMB, houve sinergismo na cepa de referéncia
Hs7Rv e com dezenove isolados clinicos (79,16%). J& em associacdo a LINE, houve
sinergismo em apenas cinco isolados clinicos (20,83%). Nossos estudos mostram que
AMO/CLAV ¢ bastante promissor para estudos futuros como auxiliar no tratamento de cepas
resistente de M. tuberculosis. Da mesma forma com os resultados obtidos da interacdo da
AMO/CLAV com os farmacos anti-TB, seu uso em associa¢cdo no tratamento também poderia
contribuir para a reducdo da dosagem de INH, RIF e principalmente do EMB que apresentam
importantes efeitos colaterais para o paciente.

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis, Checkerboard, Sinergismo,

Amoxacilina/Clavulanato de Potassio



In vitro interaction of Amoxicillin / Clavulanate Potassium with Isoniazid,

Rifampicin, Ethambutol and Linezolid against Mycobacterium tuberculosis

ABSTRACT
The Tuberculosis (TB) is an infectious disease caused by the Mycobacterium tuberculosis
Complex, and M. tuberculosis is, clinically, the most important specie. According to the
World Health Organization (WHO), took place in 2011 8.7 million new cases worldwide. The
traditional chemotherapy of TB has limitations due resistant strains and the side effects of
some drugs. These problems have been exacerbates by outbreaks with multi-resistant strains
(MDR-TB). An alternative for the treatment of TB is the association of new compounds with
the drugs already used, obtaining synergic effect and consequent decrease of doses. The
checkerboard method is used to evaluate the antimicrobial combination and check whether the
effect of the drugs combined is significantly greater than the results of drugs used
separately. The amoxicillin / clavulanate potassium (AMO / CLAV) has already been studied
in some papers, and present an interesting result and suggests further research to better
interpretation. Thus, the objective of this study was to evaluate the in vitro antimicrobial
activity of AMO / CLAV in combination with the drug isoniazid (INH), rifampicin (RIF),
ethambutol (EMB) and linezolid (LINE) against M. tuberculosis and verify the synergistic
action of these compounds. In the combination of AMO / CLAV with INH, there was
synergism in eight clinical isolates (33.33%). Between RIF and AMO / CLAV there was
synergism in nineteen clinical isolates (79.16%). In the interaction with the EMB, there was
synergism in reference strain Hs;Rv and clinical isolates with nineteen (79.16%). Already in
association with LINE, there was synergism in just five clinical isolates (20.83%). Our studies
show that AMO / CLAV is very promising for future studies in treatment of anti-TB drugs
and aid in the treatment of MDR-TB. Similarly to the results of the interaction of AMO /
CLAV with anti-TB drugs, their use in combination in treatment could contribute to reducing
the dosage of INH, RIF and especially the EMB showing important side effects for the

patient.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, Checkerboard, Synergism, Amoxicillin /

Clavulanate Potassium.
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CAPITULO |

INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é historicamente um importante problema de salde publica no
mundo, principalmente nos paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento. Trata-se de uma
doenca infectocontagiosa causada principalmente pelo Mycobacterium tuberculosis que
assume evolugdo cronica (BIERRENBACH et al., 2007). Acomete principalmente pessoas na
faixa etaria correspondente a plena capacidade produtiva, afetando os setores de baixa renda
da populacéo, acarretando enorme prejuizo econémico ao pais (MINION et al., 2013).

No ano de 2011, estima-se que ocorreram aproximadamente 9 milhdes de novos
casos de TB (125/100.000 habitantes), responsavel por cerca de 1,4 milhGes de dbitos. Desses
obitos, aproximadamente 430.000 foram de pessoas co-infectadas com o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) (WHO, 2012).

O Brasil ocupa 0 17° lugar no ranking dos 22 paises que concentram 80% dos casos
de TB em todo o mundo, com o maior numero de casos notificados, sendo 84.137
notificacBes e incidéncia de 42/100.000 habitantes (WHO, 2012). Atualmente, a TB € a
segunda causa de Obitos por doencas infecciosas e a primeira entre pacientes com Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (VEZIRIS et al., 2011).

As precéarias condicbes de moradia ocasionadas pela falta de politica social e
habitacional no cenario urbano, atreladas a desemprego, migracdo para grandes centros,
situacdo de pobreza financeira de parte da populacdo, entre outros determinantes sociais,
contribuem para o surgimento de areas vulneraveis ao desenvolvimento da TB. A
vulnerabilidade dos individuos & TB resulta na marginalizacdo da populacdo em relacdo aos
locais de moradia, dificuldade de acesso aos servigcos de salde e falta de representacdo social
(MACQ et al., 2007).

A TB é transmitida basicamente pelo ar e pode atingir todos os 6rgaos do corpo,
porém como o bacilo se reproduz e se desenvolve rapidamente em areas do corpo com alta
concentracdo de oxigénio, o pulmao € o principal 6rgdo atingido. O espirro ou tosse de uma
pessoa doente e bacilifera joga no ar cerca de dois milhGes de bacilos que permanecem em
suspensdo durante horas. Os sintomas da TB sdo geralmente tosse crbnica, febre, suor
noturno, dor no térax, anorexia e adinamia (SOUZA, VASCONCELOS, 2005).
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O diagnéstico da TB resume-se a relacdo entre diagndstico clinico e laboratorial,
embora a confirmagdo ainda depende da baciloscopia e cultura da amostra clinica, seguido de
uma bateria de provas bioquimicas para a identificacdo da espécie micobacteriana. A
microscopia direta, apds coloracdo pela técnica de Ziehl-Neelsen, ainda é o método mais
utilizado no diagndstico bacterioldgico da TB, por ser rapido e barato, embora tenha baixa
sensibilidade e especificidade, necessitando da presenca de pelo menos 5.000 bacilos/mL de
escarro para que haja positividade na baciloscopia (BOLLELA et al., 1999). No Brasil, a
cultura para M. tuberculosis e o teste de sensibilidade aos farmacos no inicio do tratamento
estdo indicados apenas nos casos considerados como de risco para resisténcia primaria
(recidiva de TB, histéria de internacdo hospitalar, ter sido preso, ser morador de rua e
presenca de comorbidades, como infeccdo pelo HIV) ou para resisténcia adquirida
(principalmente historia de problemas de adesdo ao tratamento) (BASTOS et al., 2012;
CONDE et al., 2009).

No Brasil, 0 esquema bésico de tratamento para todos os casos de TB em adultos e
adolescentes (mais de 10 anos de idade), exceto a forma meningoencefalica, consiste em dois
meses de tratamento com isoniazida (INH), rifampicina (RIF), pirazinamida (PZA) e
etambutol (EMB), em comprimidos com dose fixa combinada dos quatro farmacos (4 em 1),
seguido por quatro meses com INH e RIF (ARBEX et al., 2010).

A INH é um dos mais importantes farmacos no tratamento da TB. INH é um pro-
farmaco que necessita ser ativado pela enzima catalase/peroxidase (KatG) do M. tuberculosis,
consequentemente produzindo radicais reativos de oxigénio (superdxido, peroxido de
hidrogénio e peroxinitrato) e radicais organicos que inibem a formacdo de acido micolico da
parede celular, causando dano ao DNA e subsequente morte do bacilo (ARBEX et al., 2010;
ZHANG, 2005; SLAYDEN et al., 2000).

A RIF, um farmaco de grande importancia no tratamento da TB, inibe a transcricédo
génica da micobactéria por blogueio da RNA polimerase DNA dependente, 0 que impede a
sintese de RNA mensageiro (RNAm) e de proteinas pelo bacilo, produzindo morte celular
(ARBEX et al., 2010; RAMASWAMY, MUSSER, 1998).

O EMB foi sintetizado em 1961 e é utilizado no tratamento da TB desde 1966.
Apresenta acdo na biossintese de arabinogalactano, principal polissacarideo da parede celular
da micobactéria. Atua inibindo a enzima arabinosil transferase codificada pelo gene embB,

que media a polimerizagéo de arabinose para arabinogalactano (ARBEX et al., 2010).
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Com base nos modelos in vitro e in vivo, atualmente compreendem-se bem as
particularidades da multiplicacédo diferenciada do M. tuberculosis, conforme a oferta de
oxigénio. Isto é, distintas velocidades de crescimento nos meios intra e extracelulares, nas
lesbes caseosas fechadas, e nas paredes das lesdes cavitarias. Com isso se diferenciam
populacbes de multiplicacdo geométrica (mais sensiveis a acdo dos medicamentos) daquelas
persistentes (multiplicacdo lenta ou intermitente), que exigem tempo prolongado de uso dos
medicamentos para sua eliminagdo. Assim se fundamentam as bases terapéuticas da
associagdo medicamentosa para neutralizar os bacilos naturalmente resistentes, e do tempo
longo de tratamento para eliminagdo dos persistentes, como ocorre nas formas resistentes
(COLE,1994).

No Brasil, apesar da disponibilizacdo gratuita dos medicamentos, a taxa de cura
ainda é baixa, 72%, enquanto a OMS preconiza 85% (WHO, 2011). As principais
dificuldades no tratamento da TB estdo na duracdo do tratamento, de seis a doze meses, no
numero de doses e nos efeitos colaterais como nauseas, vomitos, ictericia, perda de equilibrio,
asma, alteracdes visuais, diminuicdo de audicdo, neuropatia periférica e até cegueira
(SOUZA VASCONCELOS, 2005).

Os pacientes portadores de bacilos resistentes a INH e RIF constituem um grupo de
doentes classificados como portadores de TB multidrogas resistente (MDR-TB). Para esses
casos, foi proposto um esquema constituido por estreptomicina, EMB, terizidona,
pirazinamida e uma quinolona (levofloxacina ou ofloxacina). Na impossibilidade de se
utilizar estreptomicina, essa deve ser substituida por amicacina (MINISTERIO DA SAUDE,
2011; CONDE et al., 2009; ARBEX et al., 2010). Pacientes portadores de TB extensivamente
resistente (XDR-TB) que sdo aquelas resistentes também a qualquer fluoroquinolona e aos
farmacos injetaveis de segunda linha, devem ser encaminhados para centros de referéncia
terciarios e utilizarem esquemas individualizados com farmacos de reserva, que incluem
capreomicina, moxifloxacina, cido para-aminossalicilico e etionamida (ARBEX et al., 2010;
CONDE et al., 2009).

A necessidade de novos farmacos tem causado renovado interesse, tanto em testar
moléculas derivadas de antituberculosos e outros farmacos ja conhecidos, quanto na busca de
novas substancias isoladas de extratos de vegetais ou de fermentagcdo microbiana (TELLES et
al., 2000).
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Amoxacilina/Clavulanato de Potassio (sal do acido clavulanico) (AMO/CLAV) ¢
um antibiotico betalactdmico associado a um inibidor das betalactamases. Essa combinagéo
permite o tratamento de infec¢des por bactérias que resistem a amoxicilina, por produzir beta-
lactamases. A amoxicilina possui acdo bactericida e seu efeito depende da sua capacidade
para unir-se as proteinas ligadoras de penicilinas (PLPs), localizadas na parede celular
bacterianas. Inibe a divisao celular e o crescimento e produz lise e elongacdo das bactérias
sensiveis, particularmente as que sofrem répida divisdo, pois possuem maior grau de
sensibilidade a agdo das penicilinas. O clavulanato de potéassio inibe de forma irreversivel as
beta-lactamases. N&o possui atividade antibacteriana prépria e utiliza-se uma relacdo
clavulanato:amoxicilina de 1:4 (GILMAN et al., 2006).

A AMO/CLAYV tem sido utilizada com sucesso no tratamento de pacientes com
MDR-TB quando a combinacdo foi administrada com medicamentos de segunda linha
(NADLER et al.,1991; SEGURA et al., 1998).

Chambers et al. (1998), evidenciaram que o uso de AMO/CLA reduziu a carga de
M. tuberculosis no escarro dos pacientes com TB pulmonar, sugerindo que B-lactdmicos
possuem atividade antimicobacteriana e propondo que estudos adicionais seriam necessarios

para avaliar o seu papel na terapia.

Abate et al. (1998), obtiveram bons resultados testando diferentes concentracdes de
AMO/CLA em cepas de M. tuberculosis tratadas com EMB. Os autores sugererem que a
combinagdo de B-lactdmicos com acido clavulanico, foi mais eficaz do que a amoxacilina

sozinha.

Estudos in vitro demonstraram que B-lactdmicos tem atividade antimicobacteriana
quando associados com o clavulanato, portanto, eles tem um efeito sinérgico quando
combinado com EMB. Além disso, os dados clinicos indicaram que B-lactdmicos tem uma
perspectiva promissora para 0 uso em tratamento de pacientes com MDR-TB (GETAHUN,
2000; VARSHOCHI et al., 2006).

Varshochi et al. (2006), relataram que AMO/CLA foi eficaz contra as cepas
sensiveis e resistentes de M. tuberculosis, e ainda sugere que avaliagdo das atividades de -
lactdmicos em combinagdo com outros farmacos antituberculosos poderiam ser de grande

ajuda.
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Normalmente os p-lactdmicos sdo ineficazes contra o M. tuberculosis, sendo
rapidamente hidrolisados pelo produto do gene BlaC codificado cromossomicamente. A
classe carbapenem de B-lactamicos é um substrato muito pobre para a enzima BlaC , porém
quando associada com o clavulanato, é bem mais eficaz. De acordo com Hugonnet et al.
(2009), AMO/CLAV ¢é um dos melhores substratos para BlaC, e a inativacdo completa da

enzima BlaC seria necessaria para manter as concentragdes inibitdrias do antibidtico.

Em 2011, Veziris et al. testaram carbapenémicos combinados com clavulanato, em
ratos tuberculosos, e tiveram um resultado encorajador e justificando novos testes.
Demostraram in vivo que carbapenémicos foram agentes promissores no tratamento da
tuberculose, uma vez que estas drogas tém atividade bactericida contra as cepas XDR-TB, se

associadas com o clavulanato.

Um membro da classe de antibidticos oxazolidinono, a linezolida (LINE), inibe a
sintese de proteinas por ligacdo a porcao de ARN ribossémico 23S (rRNA) da subunidade
50S do ribossoma bacteriano. A LINE é eficaz no tratamento de pacientes XDR-TB, por
converter a cultura positiva para negativa, mas os pacientes devem ser cuidadosamente

monitorados para eventos adversos (LEE et al., 2012).

Diaz et al. (2003) demonstraram que a existéncia de sinergismo entre RIF e LINE é
muito importante, especialmente em casos de colonias que sdo resistentes a INH. Desta
forma, os autores sugerem que a avaliacdo da atividade sinérgica dos compostos deve ser
realizada com outras cepas e outras metodologias, tais como modelos animais, a fim de

avaliar a sua verdadeira importancia clinica.

O método Resazurin Microtiter Assay Plate (REMA) vem sendo usado para estudos
de deteccdo de resisténcia em micobactérias e tem demonstrado uma boa correlacdo dos
resultados quando comparado com o método das proporcdes (PALOMINO et al., 2002;
MARTIN et al., 2003; FRANZBLAU et al, 2005). O REMA utiliza a resazurina como agente
revelador da atividade bioldgica. A resazurina, de cor azul, € reduzida a resofurina, de cor
rosa e fluorescente, e ndo precipita apds ser reduzida; porém o mecanismo pelo qual este
processo ocorre ainda nao esta bem esclarecido, o qual pode ocorrer por reagdes quimicas em
células viaveis. Além da facilidade de execucdo e custo menor quando da utilizacdo da
resazurina, este corante apresenta a vantagem de obter um resultado mais rapido quando
comparado ao método das proporgdes (PALOMINO et al., 2002; ARANTES et al., 2005;
MARTIN et al., 2003).
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O método checkerboard é usado para avaliar a combinacdo de farmacos
antimicrobianos e verificar se ha sinergismo, ou seja, analisar se o efeito dos farmacos
combinados é significantemente maior que o resultado dado pelos farmacos empregados
separadamente (PILLAI et al., 2005). Estudos recentes usaram a técnica de checkerboard para
avaliar combinagcbes potencialmente sinérgicas contra M. tuberculosis, entre 0s
antimicrobianos etambutol, estreptomicina, claritromicina, minociclina, ciprofloxacino,

levofloxacino, sparfloxacino, gatifloxacino e sitafloxacino (BHUSAL et al., 2005).

Para avaliar o efeito sinérgico na técnica de checkerboard utiliza-se o indice da
Fragdo Inibitdria (IFI) (ORMI, 2001), sendo, IFI = (CIM A + B/ CIM A) + (CIM B + A/ CIM
B), onde: CIM A + B representa a CIM (Concentracdo Inibitéria Minima) da droga A quando
associada a droga B. CIM B + A representa a CIM da droga B quando associada a droga A.
CIM A representa a CIM da droga A quando testada isoladamente, CIM B representa a CIM
da droga B quando testada isoladamente.

A somatoria dos IFls foi utilizada para a classificacdo dos efeitos, de acordo com
Odds (2003) onde: sinérgico (3.IFI <0,5), aditivo ou indiferente (3.IFI > 0,5 - 4) e antag6nico
OCIF1 > 4).

JUSTIFICATIVA

De acordo com o abordado acima, a resisténcia de M. tuberculosis aos farmacos
disponiveis é uma preocupacdo mundial, pois ndo ha muita variedade de medicamentos
disponiveis para o tratamento da TB. Isto mostra a necessidade de estudos em busca de
farmacos eficazes para seu tratamento.

A descoberta de novos farmacos representa um desafio, devido a particularidades do
M. tuberculosis, que apresenta populacdo com crescimento lento e tem uma parede celular
rica em lipidios, o que o torna, de certa forma, protegido contra acdo de um significativo
namero de farmacos.

Espera-se que 0s novos agentes possam reduzir a duracdo total do tratamento, serem
compativeis com os farmacos ja existentes, apresentar uma agao sinérgica e quando possivel
ndo interferir com outros medicamentos que o paciente utiliza.

Diante disso, em nosso estudo trabalhamos com farmacos ja conhecidos no mercado e

aprovados para uso em seres humanos, que tem seu mecanismo de agdo confirmado e testado
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em outras bactérias. Dessa forma, associar esses farmacos com drogas ja usadas no tratamento

da TB pode ser promissor.

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL
Avaliar a atividade antimicobacteriana in vitro da combinacdo de
Amoxacilina/Clavulanato de Potéssio com farmacos INH, RIF, EMB e LINE.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a CIM da AMO/CLAV, INH, RIF, EMB e LINE para a cepa de referéncia
M. tuberculosis Hi7Rv e para isolados clinicos sensiveis e resistentes a INH e outros
farmacos, utilizando o REMA;

e Determinar a agdo sinérgica, in vitro, da associacdo da AMO/CLAYV e INH para a cepa
de referéncia M. tuberculosis Hs;Rv e isolados clinicos sensiveis e resistentes;

e Determinar a acdo sinérgica, in vitro, da associacdo da AMO/CLAV e EMB para a
cepa de referéncia M. tuberculosis Hz7Rv e isolados clinicos sensiveis e resistentes;

e Determinar a acdo sinérgica, in vitro, da associacdo da AMO/CLAV e RIF para a cepa
de referéncia M. tuberculosis Hs;Rv e isolados clinicos sensiveis e resistentes;

e Determinar a acdo sinérgica, in vitro, da associacdo da AMO/CLAYV e LINE para a

cepa de referéncia M. tuberculosis Hz7Rv e isolados clinicos sensiveis e resistentes.
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Resumo

A tuberculose (TB) € uma doenga infecciosa, causada pelo Mycobacterium tuberculosis, que
constitui um importante problema de saude publica, que acomete milhares de pessoas
anualmente no mundo. Este estudo teve como objetivo avaliar a interacdo in vitro da
Amoxacilina/Clavulanato de Potassio (AMO/CLAV), com isoniazida, etambutol, rifampicina
e linezolida. Para avaliar a interacdo foi utilizado o0 método checkerboard bidimensional e o
Indice de Fragdo Inibitoria (XIFI) < 0,5 foi considerado sinérgico, ZIFI>0,5 - 4 aditivo ou
indiferente e XIFI >4 antagoénico. Foram utilizados vinte e trés isolados clinicos de M.
tuberculosis e a cepa de referéncia Hz7Rv. Na combinacdo da AMO/CLAV com isoniazida,
houve sinergismo em oito isolados clinicos (33,33%); com a rifampicina, dezenove isolados
clinicos (79,16%); com o etambutol, houve sinergismo com cepa de referéncia Hs;Rv e
dezenove isolados clinicos (79,16%) e com a linezolida, apenas em cinco isolados clinicos
(20,83%). N&o foram obtidos nenhum resultado antagbnico. Os resultados mostram que a
AMO/CLAYV é bastante promissor para estudos futuros como auxiliar no tratamento de TB
causada por cepas resistente de M. tuberculosis. Da mesma forma com os resultados obtidos
da interacdo da AMO/CLAV com os farmacos anti-TB, seu uso em associacdo no tratamento
poderia contribuir para a reducdo da dosagem de INH, RIF e principalmente do EMB que

apresentam importantes efeitos colaterais para o paciente.
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INTRODUCAO

Tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa que afeta principalmente os pulmdes sendo
causada por Mycobacterium tuberculosis. O bacilo é transmitido pela tosse, espirro ou mesmo
pela fala, por aerossois contaminados com o bacilo[1].

A TB continua sendo um grave problema de salde publica, especialmente em paises
em desenvolvimento, voltando a ocupar papel de destaque entre as principais doencas
infectocontagiosas. Muitos foram os fatores que contribuiram para isso, podendo-se destacar a
desigualdade social, os aglomerados populacionais, 0s movimentos migratérios, o
envelhecimento da populagéo, o aparecimento cada vez mais comum de cepas resistentes aos
farmacos utilizados e o surgimento, na década de 80, da “Sindrome de Imunodeficiéncia
Adquirida (SIDA)” ou “Acquired Immuno Deficiency Syndrome (AIDS)” [2].

No ano de 2011, estima-se que ocorreram 9 milhGes (variando de 8,3 a 9,0 milhdes) de
novos casos de TB (125/100.000 habitantes), que levou a um numero aproximado de 1,4
milhdes de oébitos/ano. Desses 6bitos, aproximadamente 430.000 foram de pessoas co-
infectadas com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) [1].

O diagnostico da TB resume-se em uma relagéo entre diagnostico clinico e laboratorial,
embora a confirmacédo ainda dependa da baciloscopia e cultura da amostra clinica, seguido de
uma bateria de provas bioquimicas para a identificacdo da espécie micobacteriana [3], [4], [5].

A Organizacdo Mundial da Saude recomenda que o tratamento da forma ativa da TB
seja realizado em um esquema com administracdo diaria de isoniazida (INH), rifampicina
(RIF), pirazinamida (PZA) e etambutol (EMB) durante dois meses, seguido de INH e RIF
durante quatro meses. A falha no fornecimento adequado dos medicamentos ou adesdo do
paciente ao tratamento resulta na emergéncia de cepas de M. tuberculosis resistentes [1].

Nos casos de resisténcia é necessario tratamento com outros farmacos muitas vezes
menos potentes, mais toxicos, de maior custo e por tempo prolongado quando comparado a
terapia padrao [6], [7], [8].

A necessidade de novos farmacos ativos contra o bacilo causador da TB € urgente e
tem causado renovado interesse, tanto em testar moléculas derivadas de antituberculosos ja
conhecidos, quanto na busca de novas substancias isoladas de extratos de vegetais ou de

fermentacdo microbiana [9].

Amoxacilina/Clavulanato de Potéssio (AMO/CLAV) é uma associacdo (1:4) de

antibiotico betalactamico e um inibidor das betalactamases que vem sendo usada no
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tratamento de infeccBGes por bactérias resistentes 8 AMO (amoxacilina), por produzir beta-
lactamases. A AMO possui acao bactericida por ligar-se as proteinas ligadoras de penicilinas
(PLPs), na parede celular bacteriana, inibindo a divisao celular e produzindo lise e elongagéo
das bactérias sensiveis [10], [11], [12], [13], [14], [15].

Encontrar novos farmacos para o tratamento da TB representa um grande trabalho e
desafio. Espera-se que 0s novos agentes possam reduzir a duragédo total do tratamento [16],
ser compativeis com os farmacos ja existentes, apresentar uma acao sinérgica e se possivel
ndo interagir com outros medicamentos [17]. Para isso, 0 método checkerboard vem sendo
usado para avaliar a combinagdo antimicrobiana e verificar se ha sinergismo entre farmacos,
ou seja, analisar se o efeito dos farmacos combinados é significantemente maior que o
resultado dado pelos farmacos empregados separadamente [18].

Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a interacao, in vitro, da AMO/CLAV
quando usada em combinacdo com INH, EMB, RIF e linezolida (LINE) contra M.

tuberculosis.

MATERIAIS E METODOS

Amostras bacterianas

Neste estudo, foi utilizada uma cepa de referéncia M. tuberculosis Hs;Rv ATCC
27294 sensivel, dez isolados clinicos de M. tuberculosis sensiveis a INH, RIF, PZA e EMB e
treze resistentes a INH e outros farmacos antituberculosos, determinado pelo método das
proporcoes em meio de Lowenstein-Jensen [19], selecionados da colecdo de micobactérias do
Laboratério de Bacteriologia Médica do Departamento de Analises Clinicas e Biomedicina da

Universidade Estadual de Maringa (Tabela 1).

Agentes antimicobacterianos

Foram utilizadas solu¢tes estoques de AMO/CLAV (EMS, BR), LINE (Pharmacia,
BR), INH (SIGMA, St. Louis, USA), EMB (SIGMA, St. Louis, USA) e RIF (SIGMA, St.
Louis, USA) que foram preparadas nas concentragdes 50.000 mg/L, 2.000 mg/L, 1.000 mg/L,

512 mg/L e 1.000 mg/L, respectivamente, e estocadas a -20°C. As solucbes foram diluidas em
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agua destilada (com excecdo da RIF que foi primeiramente diluida em metanol, e depois em
agua destilada).No momento de uso, as solugdes foram diluidas em Middlebrook 7H9 (Difco
Laboratories, Detroit, USA) suplementado com OADC (écido oléico, albumina, dextrose e
catalase)/(BBL/ Becton-Dickinson, Sparks, MD, USA).

Preparo do indculo

A cepa de referéncia e os isolados clinicos testados foram semeados em Middlebrook
7H9 suplementado com OADC, incubados por 15 - 21 dias a 37°C e o in6culo padronizado
por comparacdo visual da turvacdo equivalente ao tubo 1 da escala de McFarland. Apos isto,
foi diluida na proporgdo de 1:20 em Middlebrook 7H9 suplementado com OADC, para obter
uma concentracdo bacteriana de 1,5x10°.

Determinacéo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM)

A concentracdo inibitoria minima (CIM) para os isolados clinicos de M. tuberculosis,
para cada antimicrobiano, foi determinada pelo método de Resazurin Microtiter Plate Assay
(REMA) [20] em triplicata. Inicialmente os antimicobacterianos foram diluidos em
Middlebrook 7H9 suplementado com OADC, em microplacas de 96 orificios (Kartell, Milao,
italia) e apos foi adicionado 100 pl do indculo bacteriano previamente padronizado. As
microplacas foram seladas e incubadas a 37°C em atmosfera normal por 7 dias. Apds esse
periodo, 30uL de solucdo de resazurina 0,01% (Acros, Morris Plains, NJ, USA) recem
preparada foi adicionado a cada orificio. As placas foram reincubadas a 37° C por 24h para
posterior leitura visual. A mudanca da cor azul para rosa pela reducdo da resazurina foi
considerada como presenca de crescimento bacteriano. A CIM foi definida como a menor
concentracdo da droga capaz de inibir 90% do crescimento bacteriano. Para cada isolado
estudado foram utilizados orificios contendo indculo micobacteriano e meio de cultivo
Middlebrook 7H9 suplementado com OADC como controle de crescimento e outros contendo
apenas meio de cultivo Middlebrook 7H9 como controle de esterilidade do meio de cultivo.
Isolados no qual o valor de CIM foi > 0,5, 0,5 e 4 mg/L foram considerados resistentes a INH,
RIF e EMB, respectivamente [21], [22], [23].

Avaliacdo da atividade anti-M. tuberculosis de combinagbes de AMO/CLAV com

farmacos antituberculosos e linezolida (LINE)
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O teste empregado para avaliar a combinacgdo de farmacos foi o0 método checkerboard
bidimensional [18]. O teste foi realizado em placas de microdiluicdo com 96 orificios (Kartell,
Mildo, italia) onde foram testadas duplas combinages (AMO/CLAV e INH, AMO/CLAYV e
EMB, AMO/CLAV e RIF e AMO/CLAV e LINE). Apds as dilui¢cbes das combinacdes de
farmacos, foi acrescentado 100 pL de indculo bacteriano previamente padronizado a cada
diluicdo das associacdes. Para cada isolado estudado foram utilizados orificios contendo
in6culo micobacteriano e meio de cultivo Middlebrook 7H9 suplementado com OADC como
controle de crescimento e outros contendo apenas meio de cultivo Middlebrook 7H9 como
controle de esterilidade do meio de cultivo. As microplacas foram seladas e incubadas a 37°C
em atmosfera normal por 7 dias. Apés esse periodo, 30uL de solugdo de resazurina 0,01%
(Acros, Morris Plains, NJ, USA) recém-preparada foram adicionados a cada orificio e as
placas foram reincubadas a 37° C por 48h para posterior leitura visual. A CIM foi definida
como a menor concentracdo da droga capaz de inibir 90% do crescimento bacteriano
(mudanca da cor azul para rosa).

Para avaliar o efeito sinérgico, usou-se o Indice da Fracdo Inibitoria [24]. Sendo, IFl=
(CIMA +B/CIMA) + (CIM B + A/ CIM B), onde: CIM A +B representa a CIM da droga A
quando associada a droga B; CIM B + A representa a CIM da droga B quando associada a
droga A; CIM A representa a CIM da droga A quando testada isoladamente e CIM B
representa a CIM da droga B quando testada isoladamente.

A somatdria dos IFIs foi utilizada para a classificacdo dos efeitos, onde: sinérgico
(QIFI <£0,5), aditivo ou indiferente (D IFI > 0,5 - 4) e antagonico (D IF1 > 4) [25].

RESULTADOS

As CIMs encontradas para INH, isoladamente, variaram de 0,03 mg/L a 0,250 mg/L
para os isolados sensiveis e de 0,5 mg/L a 16 mg/L para os isolados resistentes. Para RIF
variaram de 0,007 mg/L a 0,250 mg/L para os isolados sensiveis e de 2 mg/L a 32 mg/L para
0s resistentes. Para o EMB variaram de 0,5 mg/L a 2mg/L para os isolados sensiveis e de 4
mg/L a 16 mg/L para os resistentes. Para LINE variaram de 0,007 mg/L a 0,5 mg/L para todos
os isolados. Para a AMO/CLAYV as concentragdes variaram de 2 mg/L a 16 mg/L (Tabela 1).

Quando a AMO/CLAV foi combinada com INH foi observado efeito sinérgico em

oito isolados clinicos, sendo dois sensiveis e seis resistentes. A cepa de referéncia e os demais
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isolados apresentaram resultados aditivos ou indiferentes. Os valores de XIFI para os isolados
sinérgicos variaram de 0,187 a 0,312, e nos demais de 0,515 a 2 (Tabela 2).

Para a combinagdo de AMO/CLAV com EMB, foi observado resultado sinérgico na
cepa de referéncia e em dezenove isolados clinicos, sendo que, cinco eram resistentes ao
EMB. J4 os outros isolados apresentaram resultados que os classificam como aditivos ou
indiferentes. Os valores de XIFI para os isolados que apresentaram sinergismo variaram de
0,128 a 0,5 (Tabela 2).

Quando realizado a combinacdo da AMO/CLAV com RIF, houve sinergismo em
dezenove isolados clinicos, sendo que desses trés eram resistentes a RIF (um deles, MDR-
TB). A cepa de referéncia e os demais isolados clinicos tiveram um resultado aditivo ou
indiferente. Para os isolados com efeito sinérgico os valores de XIFI variaram de 0,092 a 0,5
(Tabela 2).

Na combinagdo da AMO/CLAV com LINE, houve sinergismo em cinco isolados
clinicos, sendo quatro resistentes. Para a cepa de referéncia e 0s outros dezoito isolados,
apresentaram efeitos classificados como aditivos ou indiferentes. Para os isolados com efeito

sinérgico os valores de XIFI variaram de 0,181 a 0,278 (Tabela 2).

DISCUSSAO

A combinacdo de farmacos é a chave para alcancar altas taxas de cura no tratamento
da TB [26], [27]. O fracasso do tratamento com regimes de farmacos de primeira linha requer
a utilizacdo de farmacos de segunda linha, no entanto, algumas cepas circulantes sao
resistentes a estes também [26]. Os farmacos B-lactamicos, ha muito usados no tratamento de
algumas infeccbes, sdo ineficazes contra alguns micro-organismos, incluindo o M.
tuberculosis, sendo rapidamente hidrolisados por p-lactamases que € codificada
cromossomicamente, neste ultimo, pelo gene BlaC [14]. A combinagdo de B-lactamicos,
como a AMO, com inibidores de p-lactamases, tais como o &cido clavulanico, tem
demonstrado ser mais eficaz do que AMO sozinha [10], [11], [12], [13], [14].
Especificamente no caso das micobactérias, deve-se considerar um fator importante na
resisténcia relativa aos -lactamicos, a parede celular rica em lipidios que dificulta a entrada
deste farmaco no bacilo [11].

A combinacdo AMO/CLAV, que é um betalactamico associado a um inibidor de
betalactamases, vem sendo usada com sucesso no tratamento de infeccBes por bactérias
resistentes a AMO por produzir beta-lactamases [8], [10], [11], [12], [13], [14], [29], [30].
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Os valores de MIC para a cepa de referéncia, isolados sensiveis e resistentes de M.
tuberculosis apresentaram uma variacdo de 2 a 16 mg/L para AMO/CLAV. Estes resultados
estdo de acordo com os observados por Abate e Miorner [11] e Segura et al. [28], também
trabalhando com isolados clinicos, in vitro, que apresentaram MIC de 1-16 mg/L e < 16 mg/L
respectivamente. Mais recentemente, Hugonnet et al. [14], trabalhando com isolados de M.
tuberculosis XDR-TB e a cepa de referéncia Hs;Rv, observaram MIC >10 mg/L para AMO
em presenca de 2,5 mg/L de acido clavulanico para a cepa de referéncia. Diferente dos nossos
resultados, Varshochi et al. [13] obtiveram maiores valores de MIC, que variaram de 32-512
mg/L, em estudo com 90 isolados de M. tuberculosis sensiveis e resistentes.

Em nosso estudo utilizando a metodologia de checkerboard [18] in vitro para avaliar o
sinergismo entre os farmacos testados, ndo observamos nenhuma interacdo antagonista entre
AMO/CLAV e os trés farmacos de primeira linha utilizados no tratamento da TB (INH, RIF e
EMB) bem como com a LINE.

A combinacdo de AMO/CLAYV e INH mostraram interacGes positivas, resultando em
oito isolados clinicos com sinergismo, sendo que seis destes eram resistentes. Podemos
destacar ainda que, em alguns isolados testados, houve diminuicdo da CIM, porém nao o
suficiente para ser considerado sinergismo entre AMO/CLAYV e INH. Até o momento, de que
temos conhecimento, ndo existem estudos de interacdo de INH com farmacos classicos tais
como AMO. Porém, estudos de sinergismo com novos compostos que apresentaram certa
atividade contra M. tuberculosis como dihidromicoplanecina (DHMP) [31] e derivados de
isonicotinoilhidrazonas [32] foram realizados. Contudo foi observado sinergismo somente no
primeiro estudo. Mais recente, estudos de sinergismo de INH com &cido oleandlico mostrou
resultado favoravel em isolados resistentes [26].

A combinacdo de AMO/CLAV com RIF apresentou resultado sinérgico para dezenove
isolados clinicos, sendo nove sensiveis aos trés farmacos, sete resistentes a INH, dois
resistentes a RIF e um multirresistente (MDR-TB). Os outros isolados avaliados apresentaram
resultados aditivos, com reducdo de CIM. Essa interacdo positiva com RIF € importante, visto
que este farmaco tem um papel fundamental na reducdo do tempo do tratamento da TB.
Considerando que a RIF possui efeitos colaterais [33], [34] na dosagem usada em alguns
pacientes, poderia ser reduzida com o objetivo de diminuir os efeitos colaterais, que muitas
vezes induzem a interrupcdo do tratamento com RIF, o que pode levar ao aparecimento de
cepas resistentes. Com isso devemos lembrar também a importancia da reducéo da dosagem

da RIF principalmente no tratamento de pacientes HIV/AIDS onde a interagdo com oS
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antirretrovirais leva a uma diminui¢do da concentragdo sérica de RIF e/ou antirretrovirais
[34].

Para a combinacdo da AMO/CLAV com EMB, foi observado resultado sinérgico com
a cepa de referéncia e em dezenove isolados clinicos. Destes com sinergismo, onze eram
resistentes, sendo dois resistentes ao EMB e trés MDR-TB. Esses resultados devem ficar em
destaque, uma vez que o EMB tem acdo em bacilos intracelulares e extracelulares, e foi
introduzido na terapia anti-TB com o0 objetivo de combater a resisténcia medicamentosa [32],
[33].

Abate e Miorner [11] testaram a combinagdo de AMO/CLAYV com EMB pelo método
BACTEC, e obtiveram resultado encorajador. Os autores acima testaram 30 isolados
bacterianos, e destes, 29 tiveram a concentragdo de AMO/CLAV reduzida em até quatro
vezes ou mais. Rey-Jurado et al. [35] utilizaram checkerboard tridimensional com EMB,
levofloxacino e amicacina bem como, EMB, LINE e levofloxacino e ndo observaram
sinergismo com a cepa de referéncia e em nenhum dos 20 isolados estudados.

O decrescimo no valor da MIC da AMO/CLAYV através do efeito sinérgico com EMB
pode ser de importancia crucial para a maior atividade no local da infecgédo tuberculosa, onde
é dificil de conseguir concentragdes eficazes de farmaco [32]. Desta forma sabe—se que EMB
€ um importante farmaco na terapia da TB, principalmente no combate a resisténcia, porém
este apresenta principalmente toxicidade ocular dose-dependente, podendo causar danos
permanentes na visao [36], [37]. Com isso, uma diminui¢do na dose de EMB pode solucionar
este problema, pela reducdo de efeitos colaterais, e até mesmo diminuir o tempo de
tratamento, o que para o paciente com TB € de uma valiosa ajuda.

Da mesma forma, com estudos realizados com INH associada a compostos novos com
atividade antimicobacteriana, o composto SQ109, um novo candidato a farmaco anti-TB,
mostrou acdo sinérgica com EMB e RIF [38] e analogos de capuramicina com EMB [39].

Na combinacdo de AMO/CLAV com LINE, houve sinergismo em cinco isolados
clinicos, sendo quatro resistentes. A cepa de referéncia e dezoito isolados apresentaram
efeitos classificados como aditivos ou indiferentes. Resultados semelhantes aos obtidos em
nosso estudo foram observados por Diaz et al. [40] que obtiveram resultados sinérgicos em
trés de dez isolados testados com a associacdo LINE e INH; quando testaram RIF com LINE,
obtiveram sinergismo em cinco entre os quinze isolados. Resultados ndo tdo animadores
foram obtidos por Coban et al. [41] que observaram sinergismo de LINE com INH em um

isolado clinico MDR-TB, dos dez testados e em nenhum com RIF.
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Embora com pequeno nimero de isolados estudados, o presente estudo mostra que a
associacdo de AMO/CLAYV aos farmacos anti-TB parece ser uma alternativa promissora para
estudos futuros na utilizagdo destes como auxiliar no tratamento de TB resistente, por ser uma
droga de uso via oral. Neste sentido, 0 uso destas associagdes, incluindo a LINE em
determinados casos poderia contribuir para a reducdo da dosagem de INH, RIF e
principalmente do EMB, que apresentam importantes efeitos colaterais para o paciente em
tratamento de TB.
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Tabela 1. Perfil de sensibilidade e Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) para amoxacilina/clavulanato, isoniazida, rifampicina, etambutol, e
linezolida utilizando o método Resazurin Microtitre Plate Assay (REMA), da cepa de referéncia M. tuberculosis Hs;Rv e 23 isolados clinicos

sensiveis e resistentes ao M. tuberculosis.

Sensibilidade/ CIM (ng/mL)
Isolados Resisténcia AMO/ INH RIF EMB LINE
CLAV

Hs/Rv Sensivel 4 0,030 0,125 2 0,250
14 Sensivel 2 0,060 0,030 0,5 0,007
60 Sensivel 2 0,250 0,125 2 0,250
20 Sensivel 4 0,250 0,250 2 0,5

50 Sensivel 8 0,030 0,125 1 0,250
TB24 Sensivel 4 0,250 0,015 1 0,250
TB27 Sensivel 4 0,030 0,015 0,5 0,5

65 Sensivel 4 0,030 0,125 2 0,250
25 Sensivel 4 0,250 0,012 1 0,007
24 Sensivel 2 0,030 0,125 2 0,125
13638 Sensivel 4 0,060 0,007 2 0,250
4250 INH 16 1 0,030 2 0,007
1193 INH/EMB 8 2 0,030 8 0,250
34 INH 8 1 0,030 2 0,007
3 INH 8 4 0,125 2 0,250
1 INH 8 2 0,125 2 0,250
51 INH, RIF 2 1 2 1 0,007
43 INH/EMB 8 16 0,125 16 0,007
52 INH 16 0,5 0,060 2 0,007
64-A INH/RIF 4 1 16 1 0,250
71-A INH/EMB/RIF 2 2 32 8 0,125
73-A INH/RIF 8 4 8 2 0,5

18 INH/EMB/RIF 4 2 32 4 0,250
19 INH/EMB/RIF 8 4 16 4 0,250

INH: isoniazida; RIF: rifampicina; EMB: etambutol; LINE: linezolida; AMO: amoxicilina/clavulanato; CIM: Concentracdo
Inibitéria Minima
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Tabela 2 . indice de fracdo inibitoria de amoxacilina/clavulanato combinado com isoniazida, rifampicina, etambutol e linezolida por checkerboard bidimensional contra
isolados clinicos sensiveis e resistentes de M. tuberculosis e cepa de referéncia M. tuberculosis Hz;Rv.

Isolados ZIFI Sinergismo ZIFI Sinergismo ZIFI Sinergismo ZIFI Sinergismo
INH/AMO LINE/AMO RIF/AMO EMB/AMO

Hs7Rv 0,625 | 2 I 0,530 I 0,187 S
14 2 | 0,514 I 0,375 S 0,750 I
60 0,265 S 2 I 0,155 S 0,187 S
20 2 | 2 I 0,140 S 0,250 S
50 2 | 2 I 0,155 S 0,312 S
TB24 0,515 | 2 I 0,5 S 0,312 S
TB27 0,625 | 2 I 0,5 S 0,625 I
65 0,625 | 2 I 0,280 S 0,187 S
25 2 | 0,264 S 0,155 S 0,312 S
24 0,250 S 2 I 0,153 S 0,187 S
13638 0,562 | 2 | 0,750 | 0,128 S
4250 2 | 0,187 S 0,375 S 0,187 S
1193 2 | 2 | 0,380 S 0,312 S
34 2 | 0,503 | 0,375 S 0,372 S
0,321 S 2 I 0,280 S 0,250 S

1 0,187 S 2 I 0,155 S 0,5 S
51 0,5 S 0,278 S 0,188 S 0,375 S
43 0,253 S 0,264 S 0,092 S 0,140 S
52 0,312 S 0,181 S 0,312 S 0,141 S
64-A 0,75 | 2 | 0,281 S 0,750 I
71-A 2 | 2 | 0,140 S 0,250 S
73-A 0,187 S 2 | 2 | 0,625 I
18 2 | 2 | 2 | 0,312 S
19 2 | 2 | 2 | 0,312 S

INH: isoniazida; RIF: rifampicina; EMB: etambutol; LINE: linezolida; AMO: amoxicilina/clavulanato IFI: Indice de Fracdo Inibitoria; S: sinergismo; I: aditivo ou indiferente



37

CAPITULO I

CONCLUSOES

A AMO/CLA é interessante para estudos futuros como farmaco auxiliar no tratamento
da TB em situacbes como MDR-TB e outras em que ocorrem incompatibilidades dos
farmacos usados. Destaca-se 0 sinergismo com a RIF e EMB, pois 0 seu uso em associa¢do
no tratamento poderia contribuir para a redugdo da dosagem destes farmacos, principalmente
do EMB que apresentam importantes efeitos colaterais para o paciente.

PERSPECTIVAS FUTURAS

O tratamento atual para TB é longo e com farmacos ja utilizados a mais de 50 anos. O
tratamento traz muitos efeitos colaterais para o paciente reduzindo a adesdo. A néo finalizagédo
do tratamento e utilizacdo incorreta destes farmacos favorece o surgimento de cepas
resistentes aos farmacos disponiveis contribuindo para o agravamento da situacdo da TB de
forma mundial. No presente trabalho iniciou-se estudo com AMO/CLA, associacdo ja
conhecida no mercado e aprovada para uso em seres humanos, que tem seu mecanismo de

acdo confirmado e testado em outras bacteérias.

Uma vez observada acdo sinérgica de AMO/CLA com INH, RIF e EMB, utilizando a
metodologia de checkerboard, a pesquisa de sinergismo entre outros farmacos, ja utilizados
na medicina deve ser continuada. Isto se faz necessario no sentido de determinar um

tratamento ndo tdo longo como o atual, e com menores efeitos colaterais aos pacientes.



