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RESUMO

Micobactérias do complexo Mycobacterium avium (CMA) sdo responsaveis por
diversas infecgbes, principalmente pulmonares. Mundialmente distribuido, membros do
CMA apresentam altas taxas de resisténcia aos antimicrobianos (ATM) considerados
eficazes para o tratamento destas infec¢bes. Muta¢cdes em genes que codificam alvos de
acdo dos ATM estdo frequentemente relacionadas a resisténcia. Além disso, o
mecanismo de efluxo também pode estar envolvido com os fendtipos resistentes aos
ATM. Neste sentido, esta dissertacdo tem como objetivo estudar a relacdo entre o
mecanismo de efluxo e a resisténcia aos ATM, em espécies do CMA, além de avaliar
potenciais compostos inibidores de bombas de efluxo (IE), que possam atuar como
moduladores da resisténcia antimicrobiana nessas espécies. Para isto, foram incluidas
onze cepas de CMA de origem pulmonar, cinco identificadas como M. avium e seis como
M. intracellulare. A partir da determinac@o das concentracfes minimas inibitérias (CMI)
dos ATM, claritromicina (CLA), rifampicina (RIF), amicacina (AMI) e etambutol (EMB),
encontramos que 36% (4/11) das cepas avaliadas apresentaram resisténcia a pelo
menos um dos ATM testados, neste sentido, a analise de mutacfes relacionadas a
resisténcia a CLA, mostrou que 90% (10/11) das cepas avaliadas tinha uma sequéncia
do gene 23S rRNA conservada e, uma Unica cepa, com alto nivel de resisténcia fenotipica
a CLA, apresentou mutacao pontual na posicdo 2058 (A->T). A CMI dos candidatos a IE,
verapamil (VP), tioridazina (TZ), acido usnico (AUS) e o derivado de tetrahidropiridina
NUNL2, também foi determinada, e a interacdo entre os ATM e os IE foi avaliada por
ensaios modulatérios, nos quais destacou-se uma atividade significativa do AUS e do
NUNL2 na reducdo da CMI dos ATM, frente as cepas de CMA com fendétipo de
resisténcia. A fim de confirmar a presenca da atividade do efluxo, foram realizados
ensaios fluorimétricos de acumulagéo de brometo de etidio. Tanto os IE classicos, quanto
0 AUS e o NUNL2 mostraram atividade como IE frente as quatro cepas avaliadas. Cabe
destacar que 0s novos compostos testados, AUS e NUNL2, também apresentaram
atividade antimicrobiana frente a todas as onze cepas do CMA testadas. Estes resultados
permitem inferir gue o mecanismo de efluxo possa estar relacionado com a resisténcia
aos ATM em cepas do CMA, e desta forma, os IE podem ser uma estratégia para o

tratamento de infec¢cdes com estas micobactérias.



Palavras-chave: Micobactérias ndo tuberculosas, complexo Mycobacterium avim,

mecanismo de resisténcia, bombas de efluxo, ensaio de acumulacéo.



ABSTRACT

Mycobacterium avium complex (MAC) mycobacteria are responsible for several
infections, mainly pulmonary. Worldwide distributed, MAC members present high rates of
resistance to antimicrobials (ATM) usually used for the treatment of these infections.
Mutations in genes encoding ATM action targets are often related to this resistance.
Furthermore, the efflux mechanism may also be involved with ATM resistant phenotypes.
This dissertation aims to study the relationship between efflux mechanism and ATM
resistance in MAC species and to evaluate potential efflux pump inhibitor compounds
(EPI), which can act as modulators of antimicrobial resistance. Eleven MAC strains, from
pulmonary samples, were included. Among these samples, five were identified as M.
avium and six as M. intracellulare. In tests evaluating the minimum inhibitory concentration
(MIC) of clarithromycin (CLA), rifampicin (RIF), amikacin (AMI) and ethambutol (EMB),
against MAC strains, we found that 36% (4/11) of the strains were resistant to at least one
ATM. The MIC of EPI candidates, verapamil (VP), thioridazine (TZ), usnic acid (AUS) and
the tetrahydropyridine derivative NUNL2, was also determined. The interaction between
ATM and EPI, evaluated by modulatory assays, highlighted the AUS and NUNL2 activity
in reducing ATM MIC against MAC resistant strains. In order to confirm the presence of
efflux activity in MAC strains, fluorometric assays, using ethidium bromide accumulation,
were performed. Both classic EPI, AUS and NUNL2, showed activity as EPI against the
four evaluated strains. Both AUS and NUNL2 compounds also showed antimicrobial
activity against all tested MAC strains. In the analysis of mutations related to CLA, 90%
(10/11) of the resistant strains had a conserved 23S rRNA gene sequence. One strain
presented high level of resistance to CLA and showed a point mutation at position 2058
(A—T) of this gene. These results allow us to infer that the efflux mechanism is related to
resistance to ATM in MAC strains, and thus, EPI can be an alternative for the treatment
of MAC infections.

Keywords: Non-tuberculous mycobacteria, Mycobacterium avium complex,

resistance mechanism, efflux pumps, accumulation assay.
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1. INTRODUCAO

As micobactérias ndo tuberculosas (MNT) sdo um grupo de patdgenos
oportunistas, causadores de diversas doencas. Entre estas, os membros do complexo
Mycobacterium avium (CMA), especialmente as espécies M. avium e M. intracellulare,
sao os agentes causadores de doenca pulmonar por MNT (DP-MNT) mais prevalentes,
e essa tendéncia parece continuar aumentando (SHAH, 2016; LOPEZ-LUIS, 2020;
DALEY, 2020; GOPALASWAMY, 2020). Outras formas de apresentacao das infecgoes
relacionadas ao CMA séo linfadenite e doenca disseminada, comumente associada a
pacientes com sistema imunolégico comprometido (PIERSIMONI, 2009; FERREIRA,
2010; DALEY, 2017).

Os pacientes com DP-CMA tém um risco significativo de morte, isto foi observado
em uma revisao sistematica recente que incluiu 9.035 pacientes, na qual se investigou a
mortalidade ao longo prazo em pacientes com DP-CMA. A maioria dos estudos
documentou uma estimativa de mortalidade em cinco anos superior ao 25%, este valor
se mostrou independente da heterogeneidade nas caracteristicas, como sexo masculino,
presenca de doenca cavitaria e altos niveis de comorbidades, predizendo piores
resultados de sobrevida (DIEL, 2018). Esses achados sao preocupantes, e devem alertar
as autoridades de saude publica, para a vigilancia e controle desta doenca, por meio de
um manejo mais eficaz e coleta adicional de dados prospectivos de mortalidade.

A DP-CMA caracteriza-se também pela dificuldade do seu tratamento (DALEY,
2017; PAN, 2020), o que pode estar relacionado, entre outras coisas, a fatores
ambientais, fatores de viruléncia do microrganismo, e susceptibilidade do hospedeiro
(NOVOSAD, 2015; LANDE, 2018; COWMAN, 2019). Nos ultimos anos, tem-se relatado
altas taxas de resisténcia dos membros do CMA aos diferentes antimicrobianos (ATM)
usados no seu tratamento (UCHIYA, 2017; PARK, 2019). Em vista disso, 0 CMA se torna
um importante foco de pesquisa e vigilancia em saude publica.

A resisténcia dos membros do CMA aos ATM comecou a ser relatada na década
de 1990, apenas alguns anos apos ter sido estabelecido a monoterapia com macrolideos,
como o principal grupo de ATM no tratamento destas doencas (DAUTZENBERG, 1991;
RUF, 1992; WALLACE, 1996). No entanto, hoje em dia sdo usados esquemas de

tratamento combinados com etambutol (EMB), rifampicina (RIF) e, em alguns casos,
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combina-se também um aminoglicosideo, como a amicacina (AMI) (GRIFFITH, 2018). O
intuito do uso desses esquemas € evitar o surgimento de cepas resistentes ou multidroga
resistentes (MDR) (MITCHISON, 2012; WORTHINGTON, 2013), porém, alguns desses
ATM apresentam um alto nivel de toxicidade e diversos efeitos colaterais, 0 que somado
aos longos periodos de tratamento, agrava ainda mais o quadro clinico dos pacientes
(GRIFFITH, 2005; KAMII, 2018; VAN INGEN, 2020; ITO, 2020)

O desenvolvimento de resisténcia aos ATM pelos membros do CMA pode surgir
como consequéncia de fatores intrinsecos e adquiridos, relacionados a composi¢cao da
parede celular micobacteriana, a presenca de enzimas modificadoras de ATM (KOH,
2013), a presenca de proteinas de transporte, como porinas, que facilitam o acesso dos
ATM (PHILALAY, 2004; NASIRI, 2017; LUTHRA, 2018), mutacbes nos sitios alvo
(MEIER, 1994; JAMAL, 2000; OBATA, 2006; PARK, 2020) e, a presenca de bombas de
efluxo, as quais permitem a extrusdo de diferentes substancias do interior da célula
(SCHMALSTIEG, 2012; KOURTESI, 2013; MENICHINI, 2020; RINDI, 2020).

Diversos estudos experimentais tém mostrado que o aumento do efluxo permite a
extrusdo de diferentes tipos de ATM, facilitando a sobrevivéncia do patbgeno em um
ambiente com concentragcbes de ATM sub-letais, o que contribui na geracado de
microrganismos multidrogas resistentes (MDR) (ROSSI, 2006; LI, 2009; RODRIGUES,
2009, SCHMALSTIEG, 2012; ASHIMA, 2012; MENICHINI, 2020; RINDI, 2020; PARKER,
2020). As bombas de efluxo, ndo apenas podem expelir uma ampla gama de ATM, mas
também facilitam a aquisicdo de mecanismos de resisténcia adicionais, uma vez que ao
reduzir a concentracéo intracelular de ATM, promove a expressado de mutaces nos sitios
alvo dos mesmos (PIDDOCK, 2006; DELMAR, 2014; CHITSAZ, 2017). Schmalstieg et.
al., (2012) sugere que a expressao de bombas de efluxo poderia ser a primeira etapa no
desenvolvimento de altos niveis de resisténcia aos ATM em micobactérias
(SCHMALSTIEG, 2012).

Nos membros do CMA tem sido descrito a presenca de bombas de efluxo
pertencentes as diferentes familias de transportadores associados com a resisténcia a
claritromicina (CLA), azitromicina, clofamicina (RODRIGUES, 2009; SCHMALSTIEG,
2012; MACHADO, 2015) e mais recentemente a bedaquilina (ALEXANDER, 2017), um
farmaco aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) em 2012 para ser usado no

tratamento da tuberculosis MDR.
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Em soma, considerando o papel do efluxo na aquisicdo de resisténcia nos
membros do CMA, a inibicdo desse mecanismo surge como uma importante estratégia,
gue poderia auxiliar no combate destes patdgenos, por isto, o desenvolvimento de
inibidores de bombas de efluxo (IE) torna-se fundamental (BAMBEKE, 2006;
RODRIGUES, 2011; Da SILVA, 2011; PULE, 2016; GONZALEZ-BELLO, 2017;
RODRIGUES, 2020).

O uso combinado de IE e ATM em ensaios experimentais in vitro com
micobactérias, como M. tuberculosis, M. fortuitum ou membros do complexo M.
abscessus (CMABS), tem mostrado que cepas com altos niveis de resisténcia aos ATM,
tornam-se sensiveis apés alguns dias de incubacdo (RODRIGUES, 2009; BALGANESH,
2012; MACHADO, 2015; VIANNA, 2019; AMARAL, 2020). No entanto, o caminho para o
seu uso na pratica clinica ainda apresenta dificuldades, principalmente devido ao fato de
gue as altas concentracdes dos IE classicos, como o verapamil (VP), que seriam
necessarias para 0 Seu uso in vivo apresentam toxicidade (KOURTESI, 2013;
MAHMOOD, 2016; RODRIGUES, 2020). Estes desafios tornam-se uma oportunidade na
pesquisa em ciéncia basica para o desenvolvimento de |IE menos toxicos, e que em uma
menor concentracdo, possam ser utilizados na pratica clinica.

Neste sentido, o Nucleo de Pesquisa em Microbiologia Médica (NUPEMM), tem
avancado no uso de IE derivados de compostos naturais, como 0 acido usnico (AUS),
um composto derivado de liquens e que também tem mostrado papel ATM em diferentes
microrganismos, incluindo micobactérias (RAMOS, 2010; RAMIS, 2018). Da mesma
forma, o NUPEMM também vem trabalhando na utilizacdo de compostos semissintéticos
como IE, um exemplo disto € a utilizacdo de derivados de tetrahidropiridinas, como o
NUNL2 (Da SILVA, 2017; VIANNA, 2019).

Na procura de ampliar os conhecimentos existentes sobre a relacdo entre o
mecanismo de efluxo e a resisténcia a ATM em membros do CMA, esta dissertagéo teve
por objetivo avaliar de maneira experimental, a relacdo entre a inibicdo de bombas de
efluxo e a resisténcia aos ATM, em cepas do CMA de origem pulmonar. Além disso,
buscou avaliar dois IE distintos dos IE classicos, como uma estratégia terapéutica no
desenvolvimento de adjuvantes no tratamento destas infecgoes.

Esta dissertacdo iniciardA com a apresentacdo de uma revisdo bibliogréfica,

discutindo aspectos gerais relacionados aos membros do CMA e as principais infec¢oes
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causadas por estas micobactérias, especialmente as DP-CMA, bem como os métodos
utilizados para o diagndstico, o tratamento disponivel e os mecanismos de resisténcia
aos ATB mais comumente utilizados. Logo, serdo apresentados as hipoteses e objetivos
do estudo, além de uma justificativa para a escolha do tema proposto e, a seguir, sera
descrita a metodologia utilizada, os resultados obtidos e uma discussao a respeito do
papel do mecanismo de efluxo nas cepas pertencentes ao CMA estudadas. Por fim, serdo

apresentadas as atividades complementares realizadas durante o periodo de mestrado.
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2. REVISAO DE LITERATURA

1.1. O género Mycobacterium, as Micobactérias Ndo Tuberculosas e o

Complexo Mycobacterium avium

As micobactérias sdo bacilos alcool acido resistentes (BAAR), imdveis e néo
esporulados, pertencem ao género monofilético Mycobacterium, da ordem
Actinomycetales. Se caracterizam pela presenca de acidos micélicos complexos de
cadeia longa na parede celular (60—90 carbonos) e o alto teor de Guanina + Citocina
(G+C) (57—73%) no seu DNA (ALDERWICK, 2015; VINCENT, 2018). Atualmente, cerca
de 200 espécies compdem esse grupo (http://www.bacterio.net/mycobacterium.html),
sendo a maioria delas, micobactérias nao tuberculosas (MNT), ou seja, outras espécies
diferentes do M. leprae, M. lepromatosis, M. ulcerans e membros complexo M.
tuberculosis (CMTB) (FORBES, 2017; ABRAHAMS, 2018; GUPTA, 2018; TORTOLI,
2019).

As MNT se caracterizam por estar amplamente distribuidas no meio ambiente, séo
considerados microrganismos ubiquos, podendo estarem presentes na agua, alimentos
e solo, também tém a capacidade de se adaptar e sobreviver em condicbes adversas,
incluindo a privacdo de nutrientes e hipoxia (COOK, 2010; HONDA, 2018; PEREIRA,
2020). O primeiro sistema de classificacdo fenotipico das MNT é atribuido a Ernest
Runyon, que classificou as MNT em quatro grupos, diferenciado pelo tempo de
crescimento e producéo de pigmentos carotenoides no meio de cultura. As micobactérias
de crescimento lento, formam colbnias em meios sdélidos em = 7 dias, enquanto as
micobactérias de rapido crescimento formam colénias em < 7 dias. Em relagdo a
producédo de pigmentos sao classificadas como fotocromdgenas, aquelas que produzem
pigmentos na presenca de luz; escotocromégenas, que produzem pigmentos em
auséncia de luz; e nado-cromégenas, que nao produzem nenhum tipo de pigmento
carotenoide (RUNYON, 1959) (Figura 1).
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Figura 1. Classificacdo das micobactérias ndo tuberculosas (Adaptado de: RUNYON, 1959,
American Thoracic Society / Infectious Disease Society of America (ATS/IDSA), 2007).

Com o avanco de técnicas moleculares, como o sequenciamento do gene 16S
rRNA (EL AMIN, 2000; JOAO, 2014; MALEKI, 2017; KIM, 2018), o gene rpoB (ZWAAN,
2014; JOAO, 2014; LIU, 2016) e a avaliacdo do gene que codifica a proteina de choque

térmico de 65 kDa (hsp65), foi possivel uma classificacdo e diferenciagdo mais precisa
das MNT (ENNA, 2008; HSIAO, 2010; BONA, 2011; SAIFI, 2013; JOAO, 2014; SIMNER,
2015; MALEKI, 2017; KIM, 2018). Mais recentemente, com base na identificacdo de

assinaturas moleculares, especificamente na presenca ou auséncia de insercdes e

delecbes de amino&cidos (indels) compartilhados dentro de um grupo de taxons

relacionados, foi atualizada a divisdo do género Mycobacterium (GUPTA, 2018).

Segundo este novo consenso, 0 género foi classificado em dois grandes grupos,

gue contém a maioria das MNT de crescimento lento (Mycobacterium), MNT de rapido
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crescimento (Mycolicibacterium), e trés grupos menores representados pelo complexo M.
CMABS, M.
(Mycolicibacillus) com apenas M. triviale e outras duas espécies (GUPTA, 2018).

terrae (Mycolicibacter), chelonae (Mycobacteroides), e um género

Os membros do complexo Mycobacterium avium (CMA), se destacam como
patégenos oportunistas, sendo os causadores de DP-MNT mais prevalentes (SHAH,
2016; LOPEZ-LUIS, 2020; DALEY, 2020; GOPALASWAMY, 2020). As infeccbes do CMA
podem ocorrer através da inalacdo, ingestdo ou contato dérmico com superficies
colonizadas, como materiais de uso hospitalar (TORTOLI, 2014). Isto tem especial
importancia, uma vez que esta micobactéria tem a capacidade de resistir diversos a

desinfetantes utilizados em centros de prestagdo de servigos de saude (RUSSELL,

2014).

Dentro do CMA, as espécies M. avium e M. intracellulare sdo as mais importantes

clinicamente, mas outros membros do complexo também tém sido associados com

doencas em humanos e animais, como apresentado na tabela 1.

ESPECIE HOSPEDEIRO TIPO DE INFECCAO REFERENCIA
M. avium M. avium subsp. Humanos Pulmonar THOREL, 1990
avium Extrapulmonar CHIN, 1994
Aves Pulmonar AGDESTEIN, 2012
ZHU, 2018
Suinos Extrapulmonar
M. avium subsp. Humanos Pulmonar THOREL, 1990
silvaticum
M. avium subsp. Ruminantes Extrapulmonar THOREL, 1990
hominissuis domeésticos TRAN, 2014
Aves Tuberculose aviar
M. avium subsp. Ruminantes Extrapulmonar MIJS, 2002
paratuberculosis BLANCHARD,
Animais monogastricos Extrapulmonar 2018
Humanos Doenca de crohn
M. intracellulare Humanos Pulmonar ZHU, 2018
M. chimaera Humanos Pulmonar RICCARDI, 2020
M. colombiense Humanos Pulmonar MURCIA, 2006
Extrapulmonar ESPARCIA, 2008
BARRETTO, 2016
M. arosiense Humanos Extrapulmonar BANG, 2008
M. vulneris Humanos Extrapulmonar VAN INGEN, 2009

CROCE, 2014
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M. bouchedurhonense Humanos Pulmonar BEN SALAH, 2009
Extrapulmonar TORTOLI, 2014
M. timonense Humanos Pulmonar BEN SALAH, 2009
Extrapulmonar ZURITA, 2014
M.marseillense Humanos Pulmonar BEN SALAH, 2009
KIM, 2014
GROTTOLA, 2014
M. yongonense Humanos Pulmonar KIM, 2013
MNYAMBWA, 2018
M. paraintracellulare Humanos Pulmonar LEE, 2016
M. lepraemurium Felinos Lepra ROJAS-
ESPINOSA, 2001

Extrapulmonar

Tabela 1. Membros do Complexo Mycobacterium avium atualmente reconhecidos

2.2. Manifestacdes Clinicas das infec¢cbes pelo Complexo Mycobacterium

avium

2.2.1. Infecgdes pulmonares

A DP-CMA pode apresentar-se em trés formas, fibrocavitaria, bronquiectasica
nodular cavitaria e bronquiectdsica nodular ndo cavitaria. A forma fibrocavitaria
geralmente progride rapidamente e pode resultar em destruicdo pulmonar cavitaria
extensa, fibrose e dano pleural, levando ao quadro de insuficiéncia respiratoria, por esta
razdo € imprescindivel o inicio imediato do tratamento nestes pacientes, pois 0S
resultados do tratamento ndo costumam ser favoraveis. Em relacdo a forma
bronquiectasica nodular ndo cavitaria, esta afeta o I6bulo médio direito do pulméo ou a
lingula, a evolucdo da doenca é em geral mais lenta e, tem melhores resultados no
tratamento e desfecho clinico. J& a forma bronquiectasica nodular cavitaria, apesar de
também apresentar progressdo mais lenta, essa progressdo se relaciona com
mortalidade, nesta forma, os resultados do tratamento serdo semelhantes ao tratamento
da forma fibrocavitaria (REICH, 1992; GRIFFITH, 2007; HAYASHI, 2012).

Uma grande proporcdo de pacientes com a forma bronquiectasica nodular ndo
cavitaria sdo mulheres de meia-idade, sem comorbidades pulmonares ou histérico de

tabagismo, embora também ocorra em morfotipos corporais especificos, como em
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mulheres com baixo indice de massa corporal, com caracteristicas clinicas semelhantes,
incluindo escoliose, pectus excavatum e prolapso da valvula mitral (REICH, 1995;
MIRSAEIDI, 2015; KUMFER, 2017). Por outro lado, a forma fibrocavitaria € comum em
fumantes mais velhos, do sexo masculino e com sintomas pulmonares crénicos, como
doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) (MIRSAEIDI, 2014; DIEL, 2018; IKUYAMA,
2019; DALEY, 2020).

No entanto, € importante notar que ha uma grande sobreposicéo entre esses dois
fendtipos. Em mulheres mais idosas, a DP-CMA foi chamada de subtipo "sindrome de
Lady Windermere" em homenagem a um personagem de uma pec¢a do escritor Oscar
Wilde (DHILLON, 2000; KUMFER, 2017; MANTILLA; 2020). Uma contraparte da
sindrome de Lady Windermere, foi recentemente descrita em homens mais idosos com
baixo indice de massa corporal (GONCALVES, 2016; JUNGBLUT, 2021).

A maior apresentagcdo da DP-CMA em mulheres, tem se relacionado com uma
diminuicdo da producdo de hormonios sexuais femininos, como estrogénio e
progesterona, o que se relacionada com uma diminuicdo das funcfes fagociticas e da
imunidade celular, mecanismos de defesa criticos contra estes microrganismos.
Especula-se que a taxa de progressao da doenca esta relacionada a taxa de declinio dos
hormonios esteroides femininos, especialmente o estrogénio, na auséncia de terapia de
reposicao hormonal (DANLEY, 2014; NISHIMURA, 2016; UWAMINO, 2020).

Alguns pacientes com fibrose cistica (FC), silicose, ou outras doencas pulmonares
de base, também podem ser atingidos pela DP-CMA. Em um estudo transversal
multicéntrico, realizado nos Estados Unidos, que incluiu 1.186 pacientes de 21 centros
de tratamento para FC, se encontrou que nestes pacientes, 13% tinham colonizagao nas
vias aéreas com pelo menos uma MNT, sendo que 72% destas MNT pertenciam ao CMA.
A infeccdo por membros do CMA esteve associada com idade avancada, maior volume
expiratorio forcado, colonizagdo concomitante com Staphylococcus aureus e menores
taxas de colonizacdo por Pseudomonas aeruginosa. Além disso, M. intracellulare foi a
espécie do CMA mais prevalente em amostras com culturas positivas e baciliferas entre
os pacientes com FC (OLIVIER, 2003).
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Tem sido demonstrado que entre os pacientes com FC, aqueles que cumprem o0s
critérios clinicos ou microbiolégicos da American Thoracic Society / Infectious Disease
Society of America (ATS/IDSA) para DP-MNT, tendem a ter alteragGes progressivas na
tomografia computadorizada de torax de alta resolucéo, consistentes com a progressao
e agravamento da doencga (OLIVIER, 2003; PARK, 2015; SKOLNIK, 2016).

Outra forma de DP-CMA descrita na literatura € a denominada “pulmé&o da
banheira de hidromassagem®”, que ocorre em pessoas imunocompetentes que fazem uso
frequente de banheiras de hidromassagem, ou outras fontes de 4gua em aerossol. Esses
pacientes desenvolvem dispneia progressiva, geralmente acompanhada de tosse nao
produtiva, febre e calafrios (AKSAMIT, 2002; CAPPELLUTI, 2003; YASIN, 2017).

O correto diagnéstico de DP-CMA, tem especial relevancia, principalmente em
paises com alta carga de TB, e com poucos recursos em técnicas de diagnostico
avancadas (JOHNSON, 2014; CARNEIRO; 2018; BUSATTO, 2020). No Brasil, por
exemplo, o diagnostico de TB ainda é realizado principalmente através da microscopia
para a identificacdo do BAAR, ou observacdo de achados radiograficos de torax,
sugestivos de TB. Uma vez que pela microscopia ou radiografia ndo é possivel distinguir
a espécie de micobactéria causadora da infeccao e a apresentacao clinica da DP-CMA
e a TB sdo semelhantes, grande parte dos pacientes geralmente sdo tratados
empiricamente com drogas anti-TB de maneira inadequada (GRIFFITH, 2007; HONDA,
2018).

Um diagndstico mais acertado da DP-CMA permitiria o direcionamento para
terapia correta, evitando que 0 paciente seja exposto a tratamentos mais prolongados,

e alguns casos mais téxicos, com desfechos desfavoraveis (MAIGA, 2012; KANG, 2013).

Um estudo transversal retrospectivo desenvolvido no sul do Brasil, por Busatto
et.al (2020), avaliou amostras pulmonares de 1.248 pacientes com suspeita de TB. Das
332 culturas de micobactérias positivas, 25 (7,5%) foram identificadas como MNT. Do
total das 25 amostras, 18 foram identificadas como M. avium (72%), 5 como M. abscessus
(20%), uma identificada como M. gastri (4%) e outra como M. kansasii (4%) (BUSATTO,
2020).
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O aumento na aparicdo de casos de DP-MNT em alguns paises coincide com uma
diminuicdo nos casos de TB, isto pode ser produto de uma melhor capacidade de
identificacdo e diferenciacdo das micobactérias, aumento no nimero de hospedeiros
vulneraveis e um maior contato com os ambientes colonizados pelas MNT. Na Coreia do
Sul, por exemplo, a apresentacdo de MNT entre culturas de micobactérias positivas
registrou um aumento de 25-40% entre 2001 e 2002, até cerca de 50-70% entre 2010 e
2011 em alguns hospitais de referéncia. No entanto, a distribuicdo das espécies de MNT
€ similar, sendo os membros do CMA, M. avium e M. intracellulare os microrganismos
mais comumente associado com DP-MNT (48-76%) (LEE, 2012; YOO, 2012; KOH,
2013).

2.2.2. Infeccdes extrapulmonares

A infeccdo por membros do CMA pode também ocasionar adenopatia
intratoracica, osteomielite, artrite séptica, infec¢cdes de pele e tecidos moles, infeccbes
musculoesqueléticas e até doencga disseminada. Devido ao atraso no diagnostico, 0s
pacientes frequentemente sédo tratados de forma empirica, o0 que pode exacerbar a
infeccdo subjacente e gerar resisténcia a diversos ATM pelo patdgeno (ANIM-APPIAH,
2004; AKAHANE, 2006; PAMPALONI, 2020).

Os membros do CMA, especialmente M. avium, sdo o principal agente etiolégico
entre as MNT, relacionado a linfadenite em criancas, sendo comum em idades entre um
e quatro anos e atingindo especialmente os linfonodos cervicais, a infeccdo € chamada
de escrofula e a principal subespécie implicada é o M. avium subsp. hominissuis, com
uma taxa entre 3% a 5% em pacientes com linfadenite (THEGERSTROM, 2008;
ZEHARIA, 2008; AMIR, 2010; TORTOLI, 2012). No entanto, em adultos
imunocompetentes a linfadenite cervical por membros do CMA € incomum, sendo que a
taxa de aparicao € ao redor de 1% (CHRISTENSEN, 2010).

O tratamento da linfadenite associada ao CMA inclui excisdo cirirgica ou terapia
com ATM. O risco aumentado de lesdo do nervo facial pode ser um fator determinante

significativo no uso de ATM em vez de exciséo cirlrgica. Cabe destacar que a duragéo
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da terapia com ATM para infeccdes por membros do CMA nesses casos pode levar até
6 meses (CHRISTENSEN, 2010; WI, 2019).

Os membros do CMA também podem ocasionar doencas cutaneas, com
manifestagcbes clinicas que incluem lesdes papulonodulares no tronco e nas coxas,
manchas eritematosas com pustulas no abdémen, pernas e nadegas, placas na face
semelhantes a lUpus vulgar e, geralmente demonstram inflamacé&o granulomatosa. Essas
manifestacdes se caracterizam por ser de curso cronico e de progressao lenta, o que
acarreta um diagnéstico tardio (SATTA, 1999; ABOUTALEBI, 2012; PAMPALONI, 2020).
Comparado a espécie de M. avium, a doenca cutanea por M. intracellulare é considerada
rara, e tem uma apresentacao clinica diversa, como abscessos, les6es nodulares, placas
eritematosas com bases amareladas ou ulcera¢cdes mais profundas, como paniculite,
tenossinovite e fascite (KIKUCHI, 2014).

Outra forma de apresentacdo clinica relacionada aos membros CMA, é a forma
disseminada, observada em pacientes com HIV/AIDS, com o sistema imune gravemente
comprometido. Estes pacientes apresentam febres altas e persistentes, suores noturnos
profundos, perda de peso, anorexia, fadiga e diarreia, muitas vezes associadas a colicas
abdominais (CORTI, 2008). Os achados laboratoriais destes pacientes incluem sinais de
anemia, neutropenia ou trombocitopenia e, os achados radiogréficos frequentemente
demonstram adenopatia difusa na tomografia computadorizada de térax. A bidpsia da
medula 6ssea pode mostrar granulomas, embora possam ser malformados, e a coloracao
de Ziehl Neelsen em amostras da medula 6ssea mostra evidéncias de BAAR, o que deve
ser confirmado por cultura microbiolégica (GRIFFITH, 2007).

Apesar das infecgBes disseminadas estarem tipicamente relacionadas a pacientes
com HIV/AIDS, outras formas de imunossupressdo também tém sido associadas a
infeccdes pelo CMA, como aquelas induzidas pelo uso de terapias imunossupressoras
para doencas oncoldgicas, reumatoldgicas, neurolégicas ou pacientes submetidos a
transplantes (HENKLE, 2015).

2.3. Epidemiologia do complexo Mycobacterium avium
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Além dos fatores ja& mencionados, as infeccées com membros do CMA, assim
como com outros microrganismos, tém sido favorecidas pelo avanco antropogénico em
ambientes antes inexplorados, o que aumenta o grau de exposi¢cao aos patégenos e seu
habitat natural, assim como um aumento nos entornos e comportamentos humanos que
beneficiam a disseminagcdo do CMA. A exemplo disto estd o uso generalizado de
chuveiros de agua quente, que permitem o desprendimento do patégeno dos ambientes
colonizados por estes microrganismos, o trabalho em areas rurais, agricolas e de cuidado
de animais, e o uso de aguas contaminadas, entre outros (FALKINHAM, 2010;
THOMSON, 2013; HONDA, 2015; FALKINHAM, 2016; HONDA, 2018; TZOU, 2020;
ROCHA, 2020).

Adicionalmente, o0 aumento no numero de hospedeiros imunossuprimidos,
induzidos por fatores como o0 uso de terapias imunossupressoras no tratamento de
doencas oncoldgicas, reumatoldgicas ou neuroldgicas, assim como o envelhecimento da
populacéo e a desnutricdo, também tem sido associado ao aumento de casos de infec¢ao
por membros do CMA (SEXTON, 2008; TORTOLI, 2009; JOHNSON, 2014; HENKLE,
2015; RATNATUNGA, 2020). Por outro lado, uma maior compreensao e conscientizacao,
por parte dos profissionais de saude sobre a existéncia das MNT também se relaciona
ao aumento dos relatos dessas infec¢cdes (BALDWIN, 2019).

O monitoramento epidemiolégico das doencas causadas pelas MNT apresenta
grandes desafios, entre outras coisas porque a notificacdo dos casos nao é obrigatéria
na maioria dos paises, e o isolamento desses microrganismos nao € sinbnimo de doenca,
isso porque as MNT s&do mais comumente associadas com colonizacdo transitéria ou
contaminacdo (FALKINHAM, 2016; GRIFFITH, 2016; HONDA, 2018).

Em 2013, Hoefsloot et. al., descreveu a distribuicado geografica de diferentes MNT,
neste trabalho foram incluidas as informacdes de identificacdo de espécies isoladas de
20.182 pacientes, de 62 laboratérios em 30 paises. Os resultados indicaram que entre as
MNT mais frequentemente isoladas, estavam os membros do CMA (9.421 isolados;
47%), seguido por M. gordonae (2.170 isolados; 11%), M. xenopi (1.605 isolados; 8%),
complexo M. fortuitum (1.322 isolados; 7%), CMABS (664 isolados; 3%) e M. kansasii
(720 isolados; 4%). Neste estudo, também foi relatado que a maior contribuicdo do CMA
por continente foi encontrada na Australia (71%) e a menor na América do Sul (31%)
(HOEFSLOOT, 2013).



29

Mais recentemente, Zweijpfenning et. al., (2018), em uma revisdo sistematica
realizada a partir de 38.686 relatos de isolados de MNT observou que em todos os
continentes os membros do CMA foram as MNT mais frequentes associadas a DP-MNT,
com diferencas nas taxas para as duas espécies mais importantes do complexo. Na
América do Norte e do Sul, o M. avium foi a mais frequentemente isolada, 68,5% e 69,5%,
respectivamente, ja na Africa e Oceania o M. intracellulare representou 77 e 79,5%,
respectivamente. Na Europa, 53,2% das DP-MNT foram causadas pelo M. avium, e
30,8% por M. intracellulare. Ja na Asia, a proporcdo dos casos de DP-MNT entre as
espécies do CMA foi mais semelhante, 16,3% dos casos foram por M. avium e 12,7% por
M. intracellulare (ZWEIJPFENNING, 2018).

Em relacédo a epidemiologia nas Américas, um estudo realizado nos Estados Unidos
relatou que a prevaléncia anual de DP-MNT aumentou de 20 casos em 1997 para
47/100.000 em 2007, essas informacdes foram coletadas em bancos de dados
correspondente a 5% de beneficiarios do Medicare; um programa de cobertura de
previdéncia social, que oferece assisténcia médica a todas as pessoas com mais de 65
anos. (ADJEMIAN, 2012). De outro modo, a partir das informacdes depositadas em um
banco de dados nacional (Optum Clinformatics Data Matrt), foi relatado um aumento na
incidéncia de casos de DP-MNT de 3,13 em 2008, para 4,73/100.000 em 2015, e um
aumento na prevaléncia dos casos de 6,78 para 11,70/100.000 nesse mesmo periodo de
estudo (WINTHROP, 2020). Ainda, nos Estados Unidos, um estudo que avaliou a
distribuicdo de MNT em Mississippi, Missouri e Ohio, a partir de informacéo extraida dos
sistemas de vigilancia de doencas, relatou 2.787 casos de DP-MNT e, entre as espécies
mais frequentemente isoladas estavam o0s membros do CMA em 47% (1.312), seguido
por M. gordonae em 17% (498), M. fortuitum em 7% (188), M. chelonae em 4% (100),
M. mucogenicum em 3% (87), M. kansasii em 3% (85), CMABS em 2,5% (77) e M.
peregrinum em 2% (58), no entanto, 14% dos isolados (404) nao foram classificados
(DONOHUE, 2021).

Em Ontario no Canada, um estudo de coorte retrospectivo, de 1998 até 2010,
registrou um aumento na prevaléncia de DP-MNT, de 29,3/100.000 entre 1998 a 2002,
para 41,3/100.000 entre 2006 a 2010. Sendo as MNT mais comuns os membros do CMA
(12,2/100.000), seguido por M. xenopi (3,9/100.000), M. gordonae (3,0/100.000), M.
fortuitum (0,8/100.000) e CMABS (0,6/100.000) (MARRAS, 2013).
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No México, em um estudo realizado entre os anos 2001 a 2017 foram avaliados 230
pacientes ingressados a um centro médico por infeccdes por MNT. A incidéncia média
nos primeiros 11 anos do estudo aumentou de 0,5 a 2,0 casos por cada 1.000 admissdes.
Entre os pacientes avaliados, 158 (69%) foram considerados como infectados e 72 (31%)
como colonizados ou pseudoinfectados. Entre as infec¢cdes por MNT, a mais comum foi
na corrente sanguinea e doenca disseminada em 72 (45%) pacientes, seguido de
infeccao do tipo pulmonar em 67 (42%) pacientes, e infeccéo de pele e tecidos moles em
19 pacientes (12%), sendo os membros do CMA os mais comumente isolados entre todas

as infeccoes, afetando principalmente a pacientes com HIV (LOPEZ-LUIS, 2020).

No Brasil, também se destaca o CMA como o principal agente etiol6gico de DP-MNT.
No periodo de 1996 até 2005, 57,4% das DP-MNT foram ocasionadas por membros do
CMA (PEDRO, 2008). Na regido sul do Brasil, os membros do CMA foram relatados em
64% das DP-MNT (CARNEIRO, 2018). No entanto, o seguimento epidemioldgico se vé
mascarado pelas dificuldades no isolamento e identificacdo do patégeno na infec¢do ou
doenca relacionada ao CMA.

Em alguns paises europeus, os relatos de doencgas relacionadas ao MNT tornam-
se relatdrios obrigatérios para laboratorios de saude publica. No Reino Unido por
exemplo, todos os isolados de cultura positiva sdo relatados juntamente com a fonte da
amostra e espécie de MNT. Por exemplo, na Inglaterra, Pais de Gales e Irlanda Do Norte,
a notificagdo de MNT mais do que dobrou entre 1996 e 2006; sendo o isolamento de
membros do CMA em idosos foi o principal impulsionador desse aumento na incidéncia,
que foi quase dez vezes maior entre 1995 e 2012 (SHAH, 2016). Na Alemanha um
estudo mostrou que a taxa de prevaléncia de DP-MNT aumentou de 2,3/100.000 para
3,3/100.000 entre 2009 e 2014, este aumento na prevaléncia mostrou forte associacao
com idade avancada e doenca pulmonar obstrutiva crénica, duas condi¢des que também
tem sido fortemente associada ao CMA (RINGSHAUSEN, 2016).

Um estudo que avaliou a relevancia clinica dos isolados de MNT de origem
pulmonar na Bélgica, entre os anos de 2010 e 2017, identificou 384 pacientes com pelo
menos uma amostra respiratoria positiva para MNT. Foi relatado um aumento de isolados
de MNT de origem pulmonar de 51 em 2010, para 75/100.000 em 2017, destacando 0s
membros do CMA como o mais comumente isolados (53,4%). A maioria destes pacientes
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eram homens (60,4%), caucasianos (95,8%), com historico de tabagismo (56,5%) e com
uma idade média de 65 anos. Além disso, entre os isolados associados com DP-MNT,
os membros do CMA também foram predominantes (67,3%), especialmente as espécies
M. avium (31,5%) e M. intracellulare (24,8%), seguido pelas espécies M. xenopi (8,5%) e
CMABS (6,7%). Entre as comorbidades relatadas neste estudo, a DPOC preexistente
estava presente em 61% dos pacientes, enfisema em 41,4% e bronquiectasia ndo-FC
em 15,6%. Mais de 20% apresentavam algum grau de imunossupressao (VANDE
WEYGAERDE, 2019).

Na Republica Tcheca, um estudo epidemiolégico das doencas ocasionadas por
MNT conduzido entre 2008 e 2018 analisou 2.176 isolados pertencentes a 32 espécies
de MNT. Entre estes, 303 (13,92%) dos isolados foram identificados como agentes
patogénicos causadores de doenca, seguindo os critérios microbiologicos e clinicos da
ATS/IDSA. As MNT mais frequentemente isoladas foram os membros do CMA, seguidos
por M. kansasii e M. xenopi. Essas espécies representaram quase 90% de todos o0s
isolados de pacientes. Além disso, a incidéncia média de DP-MNT na area estudada foi
de 1,10/100.000 habitantes durante o periodo de sete anos e esteve principalmente

relacionada com infecgdes por membros do CMA (MODRA, 2019).

Alguns estudos de coorte retrospectivo realizados em paises asiaticos, como a
Coréia do Sul, também tem registrado um aumento na prevaléncia e incidéncia de DP-
MNT. Entre 2003 e 2016 foi relatado um aumento na prevaléncia de 1,2/100.000 para
33,3/100.000 e um aumento na incidéncia de 1,0/100.000 para 17,9/100.000 (PARK,
2019). Resultados semelhantes foram obtidos em um estudo realizado entre 2007 a
2016, relatando um aumento na prevaléncia de 6,7 para 39,6/100.000 e aumento na
incidéncia de 6,0 para 19,0/100.000 habitantes (LEE, 2019). No entanto, estes estudos
tém focado na prevaléncia geral de MNT, mas a identificagdo da espécie causadora da

doenca nao foi relatada.

No nordeste da Tailandia, no periodo de 2012 a 2016, um estudo retrospectivo foi
realizado a partir de isolados clinicos provenientes de 530 pacientes com suspeita de
infecgdo por MNT, dos quais 150 foram definidas como verdadeiras infec¢des. Entre
estas, 114 foram de origem extrapulmonar e 36 de origem pulmonar. Dentre as MNT,

tanto em infec¢des extrapulmonares como pulmonares, CMABS foi o0 mais encontrado
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(25,4% dos casos de infeccdo extrapulmonar e 27,8% dos casos pulmonares) seguida
por CMA (14,9% dos casos extrapulmonares e 13,9% dos casos de infeccao pulmonar),
além disso, o HIV (8,33%) e hipertensao (8,33%) foram as duas condi¢des subjacentes
mais comuns em infecgdes pulmonares de MNT (KHAM-NGAM, 2018).

No grupo de arquipélagos e ilhas da Polinésia Francesa, territorio francés no
Pacifico Sul, foi realizado um estudo entre 2008 e 2013. Neste trabalho, foram incluidos
87 isolados clinicos de MNT proveniente de 83 pacientes. O sequenciamento parcial do
gene rpoB identificou 83/87 (95,4%) isolados de MNT, sendo que 42 (48,3%) foram
identificadas como M. fortuitum, 28 (32,2%) como pertencentes ao CMAB, 8 (9,2%) como
M. mucogenicum e, apenas 5 (5,7%) pertenciam ao CMA (PHELIPPEAU, 2015).

Cabe destacar um fator que tem sido associado com um aumento nas DP-MNT, o
uso descontinuo da vacina BCG, especialmente em paises europeus, onde sua aplicacdo
nos ultimos anos tem passado de ser universal a seletiva e voluntaria (ABATE, 2019;
SHAH, 2019; GOPALASWAMY, 2020). Na Finlandia, por exemplo, um estudo nacional
retrospectivo das notificacbes de MNT registradas no Registro Nacional de Doencas
Infecciosas entre 1995 e 2016 demonstrou que depois que a cobertura de BCG infantil
na Finlandia diminuiu, as infeccbes de MNT na infancia aumentaram drasticamente
(KONTTURI, 2018).

Em suma, as taxas de DP-MNT estdo aumentando em todo o mundo, este
aumento estd principalmente impulsado pelos membros do CMA e, devido ao fato das
espécies do CMA estarem frequentemente relacionadas com doencgas clinicamente
relevantes, pesquisas sdo necessarias para avaliar o impacto da incidéncia destas
infeccbes, além da avaliacdo da abordagem de novas estratégias terapéuticas para o

tratamento da DP-MNT associada ao CMA.

2.4. Fatores derisco

Alguns fatores de risco que tém sido associados a um maior desenvolvimento de
DP-CMA ou a uma maior progressdo da doenca, sdo, por exemplo, a bronquiectasia
(GRIFFIT, 2018), que se apresenta tanto como fator de risco, quanto uma consequéncia
da doenca por CMA. Outras condicbes do sistema respiratorio também favorecem a
infecgcdo por CMA, como a FC (SKOLNIK, 2016); deficiéncias na produgdo de a-1
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antitripsina, uma proteina que protege contra danos pulmonares (BAI, 2019); enfisema,
discinesia ciliar primaria (KIM, 2014), uma doenca hereditaria principalmente
autossémica recessiva, caracterizada por defeito estrutural das células ciliadas presentes
nos tecidos; TB, doencga pulmonar crénica (DPOC) (Carneiro, 2018); imunodeficiéncias
(PFEFFER, 2017), e doenca do refluxo gastroesofagico com microaspiracao respiratoria.
(MARTINS, 2005)

A artrite reumatoéide é outro fator de risco para o desenvolvimento de DP-CMA,
pois aproximadamente 15% a 20% dos pacientes com artrite reumatéide desenvolvem
doenca pulmonar intersticial crénica subjacente e bronquite. Um estudo de base
populacional com acompanhamento de 10 anos em Taiwan mostrou que o0 risco de
doenca MNT em pacientes com artrite reumatoide € 4,2 vezes maior do que em pacientes
sem artrite reumatoide (LIM, 2018; LIAO, 2016; NAMKOONG, 2016). Aléem disso, o
tratamento imunossupressor utilizado nesses pacientes também aumenta o risco, tanto
para o desenvolvimento de TB quanto para a infeccdo por MNT. Um estudo de base
populacional nos EUA descobriu que o risco de desenvolver doenga por MNT em
pacientes com artrite reumatoide que receberam terapia anti-TNF-a foi aproximadamente
5 vezes maior do que em pacientes com artrite que nao receberam anti-TNF-a (QASEM,
2018)

Outro elemento que representa um fator de risco é a desnutricdo, que associada
a disfunc¢des imunologicas e processos inflamatérios, levam ao aumento da mortalidade
em pacientes enfermos. Pacientes com desnutricdo geralmente apresentam alteracoes
guantitativas e funcionais nos musculos esqueléticos e respiratoérios, e foi estabelecido
gue a desnutricdo também resulta em deficiéncia de linfocitos. Portanto, os especialistas
recomendam o inicio imediato do tratamento na DP-CMA quando os pacientes com
comorbidades também apresentam um estado nutricional deficiente (WAKAMATSU,
2015; OKADA, 2016).

Por outro lado, diversos estudos epidemiolégicos destacam que pacientes com
DP-CMA séo predominantemente mulheres idosas na pés-menopausa, portanto, o sexo
€ presumido como fator de risco para infeccéo pelo CMA (REICH, 1995; MARTINS, 2005;
IKUYAMA, 2019; KUMFER, 2017; UWAMINO, 2020). Em um estudo realizado por

Nishimura et al., (2016), a taxa de infeccdo por membros do CMA em uma populacao
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saudavel foi estimada medindo os titulos de anticorpos IgG contra o antigeno lipidico
glicopeptidolipideo (GPL) especifico para os membros do CMA, onde verificou-se que 0s
niveis de anticorpos em mulheres de meia-idade a idosas foram significativamente mais

elevados do que em homens ou mulheres mais jovens (NISHIMURA; 2016).

Tem sido sugerido que a diminuicdo dos niveis de hormonios sexuais,
especialmente estradiol (E2), ap6s a menopausa pode representar um fator de risco para
DP-CMA. Em uma analise que incluiu 42 pacientes com DP-CMA e 91 controles
saudaveis, verificou-se que os pacientes com DP-CMA eram significativamente mais
idosos do que os controles saudaveis, tinham um IMC significativamente mais baixo e
niveis séricos de E2, testosterona e sulfato de deshidroepiandrosterona (DHEA-S)
diminuidos, em relagcéo aos controles saudaveis. O estudo revelou uma relacdo entre os
baixos niveis séricos de E2 e DP-CMA em mulheres na pds-menopausa com 65 anos ou
menos (DANLEY, 2014).

Tsuyuguchi et al.,, (2001) relataram que camundongos ovariectomizados
apresentaram uma carga bacteriana da espécie M. avium mais alta nos pulmdes 3-6
semanas apos a infec¢do, em relacdo aos camundongos operados de forma simulada e
camundongos ovariectomizados tratados com E2 (TSUYUGUCHI, 2001). Calippe et al.,
(2008), descobriram que a administracdo de E2 a longo prazo a camundongos
ovariectomizados aumentou a secrecao de IL-13 e a expressao de Oxido nitrico sintase
induzivel, aumentando assim a destruicdo de bactérias gram negativas intracelulares por

macrofagos apés estimulacéo de lipopolissacarideo (CALIPPE, 2008).

Finalmente, alguns estudos indicaram que a deficiéncia de vitamina D esta
associada a suscetibilidade e progresséao de varias doencas infecciosas. Liu et al., (2006)
mostrou que a vitamina D regula a expressdo do gene do peptideo antimicrobiano da
catelicidina humana (CAMP): a Unica catelicidina humana, a proteina antimicrobiana
cationica humana (hCAP) 18 e seu fragmento C-terminal de 37 aminoacidos (LL-37), tém
multiplas funcdes e desempenham papéis importantes no sistema imunolégico inato.
hCAP18 / LL-37 suprime o crescimento de micobactérias em macrofagos e tem efeitos
antimicrobianos (LIU; 2006).
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Atualmente sabe-se que a vitamina D tem importantes efeitos imunomoduladores.
Fujita et al (2018) conduziu um estudo de coorte prospectivo para investigar a associacao
entre DP-CMA, niveis de vitamina D sérica e niveis de hCAP18 / LL-37. Os pacientes
com DP-CMA apresentaram niveis séricos de hCAP18 / LL-37 significativamente baixos,
além de estarem associados a um indice de massa corporal significativamente menor
(FUJITA, 2018; FUJITA, 2013).
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2.5. Transmissao

Os membros do CMA multiplicam-se e persistem em diversos ambientes, como
solos, especialmente ricos em turfa, florestas de pinheiros e fontes de agua natural
(PRIMM, 2004; GROOTE, 2006; FALKINHAM, 2013; LAHIRI, 2014). Analises genotipicas
foram capazes de identificar por meio de tipagem molecular o DNA de membros do CMA
isolados em domicilios de pacientes com DP-CMA (THOMSON, 2013; LANDE, 2019;
TZOU, 2020).

A infeccdo ocorre pela inalacdo de goticulas de aerossol contendo células das
diferentes espécies do CMA (FALKINHAM, 2013). Essas goticulas podem ser geradas a
partir de fontes de agua natural, mas também por fontes artificiais como chuveiros,
torneiras, jacuzzis, piscinas de hidroterapia ou ainda a partir de sistemas de ventilacao,
como ar-condicionado e umidificadores (CAPPELLUTI, 2003; LUMB, 2004). E provavel
gue uma segunda fonte de infeccao seja a partir da aspiracao pelo refluxo gastrico, assim
como pela ingestdo do patdégeno presente na agua e alimentos contaminados
(THOMSON, 2007).

A presenca de espécies pertencentes ao CMA no encanamento hospitalar esta
associada a infec¢cdes nosocomiais potencialmente mortais. Tubos hospitalares e
equipamentos meédicos contendo agua, como broncoscopios, podem ser colonizados por
membros do CMA e, portanto, transferidos para os pacientes durante o0 exame ou coleta
de amostras (D'ANGELO, 2004). Um exemplo recente de infec¢cdo hospitalar associada
ao CMA foi revelado em outubro de 2015, quando M. chimaera foi relacionado com a
colonizacéo de sistemas de aquecedores-resfriadores, que foram usados durante cirurgia
cardiaca, e os pacientes foram infectados como resultado de aerossolizacdo de células
de M. chimaera durante a cirurgia (BENGTSSON, 2018; NOJOSA, 2019; HASSE, 2020).

Considerando a ubiquidade do CMA, os esforcos para erradica-lo de possiveis
fontes de infec¢ao sdo frustrados pela aderéncia a superficie e a formacao de biofilmes
(CLAEYS, 2018; MULLIS, 2013; FALKINHAM, 2018; ESTEBAN, 2018). Sem aderéncia,
0 patdgeno seria eliminado em qualquer sistema de fluxo, como rios e condutas de agua.
A adesdao as superficies é favorecida pela elevada hidrofobicidade na superficie celular

da micobactéria, esta acao reduz a area da superficie em contato com 0s ions positivos
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e negativos da agua, assim o CMA pode ser "pioneiro em biofilmes", aderindo as
superficies por meio de interacdes hidrofobicas antes de outros microrganismos,
"condicionando" as superficies para maior colonizacdo microbiana (MULLIS, 2013;
FALKINHAM, 2018; FALKINHAM 2020)

Por outro lado, a resisténcia de membros do CMA aos processos de desinfec¢éo
guimica e fisica usados no tratamento de agua torna ainda mais dificil a eliminacéao
(RUSSELL, 1999; JAMAL, 2000). Foi documentado que o M. avium resiste a biocidas
como cloro ou cloramina, monocloramina, didxido de cloro e tratamentos como irradiacao
ultravioleta, ozonizacao e filtracdo. Além disso, o CMA tem a capacidade de crescer em
ambientes com baixas concentracbes de matéria organica, é resistente a altas
temperaturas, e pode crescer em baixas concentracées de oxigénio (TAYLOR, 2000;
JAMAL, 2000; NORTON, 2004; ALTIC, 2007; RUSSELL, 2014).

2.6. Patogenia

Membros do CMA podem ingressar no organismo humano por inalacdo de
aerossoOis presentes no meio ambiente, colonizar o epitélio alveolar e infectar os
pneumacitos do tipo Il ou Alveolar Epithelial Type Il (AEC2) (SATO, 2002). Os AEC2
constituem 60% da populacdo celular do alvéolo, porém, ocupam apenas 10% da
superficie alveolar. Sua funcédo é difundir gases através da barreira hemato-alveolar e
produzir o liquido surfactante, além disso, pela sua divisdo dao origem a novos
pneumacitos tipo | (AEC1). No epitélio saudavel, os macréfagos fagocitam os patégenos,
junto com a proteina D do fluido surfactante que se liga ao CMA para ajudar em sua
eliminagdo (WONG, 2013; BRANDT, 2002 BRODE, 2017).

O CMA se liga a matriz extracelular exposta, pela ligagdo a proteina de ligacéo a
fibronectina (FAP). A FAP tem funcdo de aderéncia na superficie dos macréfagos e se
liga na membrana celular através de receptores de integrina (KITAURA, 2000; SECOTT,
2001; VIALE, 2014). Foi demonstrado que a CMA adere as superficies do epitélio lesado
onde a FAP esta disponivel, promovendo maior dano a area, dessa forma, a DP-CMA
aparece como um problema importante naqueles pacientes com aumento na producao

de muco ou diminuicdo da depuracdo das vias aéreas. Além disso, em pacientes com
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doencas pulmonares estruturais pré-existentes, o epitélio danificado facilita a aderéncia
e promove uma rapida invaséao do tecido (KITAURA, 2000; SECOTT, 2001; SATO, 2001;
MIDDLETON, 2004; YAMAZAKI, 2006; VIALE, 2014).

Outra via de entrada dos membros do CMA, é a via gastrointestinal, que ocorre
por meio da ingestdo de alimentos e 4gua contaminados. O CMA atinge o estébmago,
sobrevive ao pH acido e, por fim, é depositado no ileo. O ileo contém acumulos de tecido
linféide, chamados de placas de Peyer, formados principalmente por linfécitos B, que
sintetizam a IgA, a qual opsoniza o patdgeno para que este possa ser processado por
células apresentadoras de antigeno (APCs) e apresentando a linfécitos T,
desencadeando uma resposta imunoldgica. Os membros do CMA também colonizam os
ganglios linfaticos do mesentério e os ganglios linfaticos cervicais (CHIN, 1994;
BERMUDEZ, 2001; KHAN, 2011; PARK, 2017). Quando o sistema imune do hospedeiro
fica comprometido, o CMA se espalha para outros 6rgaos, causando a forma disseminada

da doenca.

Diante da invasao pelo CMA, sdo geradas respostas imunes inatas e adaptativas
gue auxiliam na defesa do organismo, como fagocitose por macréfagos, mondcitos, APCs
e células dendriticas, por outro lado, as células NK eliminam as células infectadas e
promovem o recrutamento Linfécitos T CD4 + (LT-CD4). Durante a infeccéo por CMA, os
macréfagos sdo estimulados a produzir citocinas, como interleucina (IL) 1, fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e interferon-gama (IFN-y), chaves na resposta inflamatéria.
No entanto, a DP-CMA ndo é caracterizada por uma forte resposta inflamatoria, foi
observado que o M. avium promove a supressao de citocinas, como a IL-8 (MANNERING,
2002; CHINEN, 2005; GONZALEZ-PEREZ, 2013; HAUG, 2013; SHU, 2017).

Os macrdéfagos também séo estimulados pelas IL-1, IL-3, IL-4, IL-6, TNF-a, IFN-y
e Fator Estimulador de Colénias de Granuldcitos-Macréfagos (GM-CSF), que auxiliam na
defesa do organismo no controle da infec¢cdo. Deve-se notar que a IL-12 secretada por
APCs ativa LT-CD4, estimula a producdo de células T citotdxicas e células NK, no
entanto, CMA gera uma supressao progressiva na producéo de IL-12 a medida que a
infeccao progride (SHU, 2017; HAN, 2020).
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A parede celular hidrofébica rica em lipidios do CMA possui trés tipos de
componentes em seu nucleo: arabinogalactanos, peptidoglicanos e acidos micodlicos,
estes Ultimos se encontram embalados com uma variedade de GPL, expostos na
superficie e que sdo responsaveis pela morfologia caracteristica das colénias do CMA,
além das propriedades imunomoduladoras (BRENNAN, 2003; SCHOREY, 2008).

Os residuos de oligossacaridos dos GPL no CMA sdo do tipo polar e sao
especificos de cada sorotipo (SAITO, 1990; MATSUNAGA, 2008; MUKHERJEE, 2012).
O GPL especifico do sorotipo é responsavel pela subdivisdo das duas espécies do CMA
principais, M. avium (sorotipo 1 a 6, 9 a 11 e 21) e M. intracellulare (sorotipo 7, 12a 20 e
25). Atualmente tem sido identificados até 31 sorotipos, e estes ndo abrangem todas as
espécies do CMA, razao pela qual a sorotipagem néo € indicada para fins clinicos. Seu
principal interesse € epidemiologico, e sO esta disponivel em alguns laboratérios de
referéncia (CHATTERJEE, 2001; FUJIWARA, 2008; MATSUNAGA, 2008).

A presenca de GPL em M. avium pode promover uma mudanca nas funcdes dos
macroéfagos, evitando a fusdo fagossoma-lisossoma e, consequentemente, limitando a
exposicdo a enzimas hidroliticas (BHATNAGAR, 2011; KOBAYASHI, 2014). Pacientes
infectados com espécies do CMA apresentam resposta alterada de linfocitos T contra
antigenos especificos do CMA, isso se deve a supressdo da proliferacdo de linfocitos
contra a GLP (SHU, 2017). Por outro lado, os macréfagos infectados com membros do
CMA secretam prostaglandina E2 (PGEZ2), que inibe a proliferagdo de linfocitos,
interferindo na ativacdo de macrofagos mediada pela liberacdo de INF-y (RASTOGI,
1992; VENKATAPRASAD, 1996).

A ligacdo do CMA as células fagociticas ocorre pela aderéncia do patdégeno a
receptores do sistema complemento, receptores de manose, receptores para 0S
fragmentos Fc de anticorpos opsonizantes e receptores transmembrana, gerando um
sinal para a evaginacdo da membrana e internalizacdo do fagossoma (BERMUDEZ,
2001; BOHLSON, 2001). Uma vez dentro do citoplasma, o fagossoma comeca sua
destruicao por radicais reativos de oxigénio (ROS) ou pela unido de lisossomos, que se
ligam ao fagossoma formando um fagolisossoma, dentro do qual s&o liberadas enzimas
toxicas que destroem o patégeno (VOSKUIL, 2011; ECKELT, 2015; SHASTRI, 2018).
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No entanto, o CMA tem a capacidade de inibir a fusdo de fagolisossomos,
impedindo a acidificacdo do vacuolo fagocitico e alterar o seu metabolismo para se
adaptar e sobreviver em um ambiente intracelular, sendo mondcitos e macréfagos células
ideais para hospedar esse patdgeno. Conforme a infeccdo progride, sua replicacdo
constante em APC causa apoptose, facilitando ainda mais a disseminacdo do CMA,
guando o CMA evita a apoptose, infecta outros APCs néo infectados recém-recrutados,
promovendo ainda mais sua disseminacdo (HARTMANN, 2001; DOMINICI, 2012;
DOMINICI, 2008).

2.7. Diagnéstico

No diagnéstico laboratorial das infecgdes ocasionadas pelos diferentes membros
do CMA, a microscopia baseada na deteccdo de BAAR, apenas caracteriza a presenca
de micobactérias em uma amostra clinica, no entanto, ndo permite a identificacdo do
CMA. Ao contrario do cenario de TB pulmonar, para o diagnostico da DP-CMA a cultura
de escarro positiva e a baciloscopia ndo é suficiente para estabelecer um diagndstico
(JEYANATHAN, 2006; GRIFFITH, 2007; CUDAHY, 2016). Com o intuito de orientar um
melhor diagnoéstico de DP-MNT, a ATS e a IDSA publicaram critérios de diagnéstico

baseados em uma combinacao de dados clinicos, radiograficos e microbioldgicos.

Os critérios clinicos baseiam-se em sintomas pulmonares, opacidades nodulares
ou cavitarias em radiografia de térax ou tomografia computadorizada de alta resolucéo
(TCAR) mostrando bronquiectasia multifocal com multiplos nédulos pequenos. Por outro
lado, os critérios microbiol6gicos requerem a cultura de pelo menos duas amostras
separadas de escarro expectorado ou a cultura positiva de pelo menos um lavado
brébnquico ou uma biépsia com caracteristicas histopatologicas micobacterianas
(inflamacao granulomatosa ou BAAR) (GRIFFITH, 2007).

A cultura em meios sélidos especificos, como os meios de Léwenstein-Jensen ou
Ogawa-Kudoh, embora permita a identificacdo de isolados de micobactérias baseada em
taxas de crescimento, pigmentacdo da colbnia e testes bioquimicos como producédo de
niacina e reducédo de nitrato, esses testes podem resultar em erros na identificacao das

espécies de Mycobacterium. Por exemplo, as espécies do CMA apresentam uma ampla



41

gama de variabilidade de colbnias, de lisas a asperas, de ndo pigmentadas a creme e
amarelo brilhante, assemelhando-se a muitas outras espécies de micobactérias. Por
outro lado, a cultura liquida semiautomética permite detectar o crescimento em torno de
dez dias, mas o0 tempo necessario para a realizacdo dos testes de identificacdo
bioguimica e sensibilidade aos antibiéticos ainda é consideravel, durando dias ou
semanas (VAN INGEN, 2015; COWMAN, 2018; PENNINGTON, 2021)

No caso da DP-CMA a identificacdo da espécie € importante uma vez que M.
avium e M. intracellulare diferem nas caracteristicas clinicas, na progresséo da doenca e
na resposta ao tratamento (SHIN, 2010). M. intracellulare tem sido associada
principalmente a infecgcOes oportunistas como bronquiectasias e doenca pulmonar
cavitaria (BEGGS 2000).

Koh, et. al. (2012), relataram que entre pacientes com DP-CMA, aqueles
infectados por M. intracellulare foram mais propensos a desenvolver doenca
fibrocavitaria, apresentaram niveis aumentados de marcadores inflamatorios,
baciloscopia positiva e uma taxa de resposta ao tratamento mais baixa (KOH, 2012). Em
contrapartida, as infeccbes ocasionadas pela espécie M. avium tem sido relacionadas a
pacientes HIV positivos com um baixo niumero de LT-CD4, ocasionando principalmente
doencas disseminadas, o que sugere que a imunodeficiéncia celular € um fator de risco
para a infeccao por M. avium (TOMIOKA, 1993; KOH, 2012).

Diversos estudos tém se mostrado uma maior prevaléncia de M. avium relacionado
com o CMA, especialmente ligado a pacientes imunocomprometidos (BOYLE, 2015;
LOEBINGER, 2017; CHANG, 2020), porém, também tem sido relatado que a espécie M.
intracellulare € mais patogénica, apresenta maiores taxas de resisténcia e maiores
chances de reinfeccdo (HAN, 2005; NISHIUCHI, 2017). No entanto, os estudos que
avaliam a epidemiologia diferencial das espécies do CMA sdo escassos, mas
considerando o0 aumento na prevaléncia do CMA, o aprofundamento em estudos
epidemioldgicos e a implementacdo de uma notificacdo compulséria deste patdgeno €

urgente.

Neste sentido, para correta identificacdo das espécies causadoras de infeccdes

por CMA, destaca-se o uso de métodos moleculares. Entre os métodos de identificacéo



42

de espécies, se destaca o uso de sondas de DNA, com uma plataforma de hibridizacao
reversa. Entretanto este kit ndo identifica todas as espécies do CMA, incluindo M.
chimaera (CLOUD, 2005; TORTOLI, 2010), bem como néo permite a discriminacédo das
subespécies de M. avium (DEVALOIS, 1997).

O ensaio GenoType NTM-DR (NTM-DR; Hain Lifescience, Nehren, Alemanha) é
outro método de hibridizagéo reversa que permite a identificacdo ao nivel de espécie ou
subespécie as MNT mais prevalentes, o ensaio permite a identificacdo das espécies do
CMA (M. avium, M. intracellulare e M. chimaera), M. chelonae e subespécies
pertencentes ao CMAB. O ensaio NTM-DR também permite a deteccao de resisténcia a
macrolideos e aminoglicosideos. No entanto, em um trabalho publicado por Huh et al.,
(2019), o ensaio GenoType NTM-DR foi avaliado para identificar espécies de CMA e se
encontrou que algumas cepas do CMA diferentes de M. intracellulare apresentaram

reagdo cruzada com a sonda de M. intracellulare (MOK, 2017; HUH, 2019).

No entanto, apesar de apresentar alta sensibilidade e especificidade, estes testes
sao comerciais e tem um custo elevado, limitando seu uso na rotina de um laboratério de

analises clinicas.

Outra ferramenta molecular util, é o sequenciamento do gene 16S rRNA,
considerado o método padrdo ouro na identificacdo de espécies de micobactérias, uma
vez que permite a discriminacdo até o nivel de espécie do complexo para algumas
micobactérias, especialmente de rapido crescimento (WOO, 2000). No entanto, a analise
da sequéncia deste gene ndo permite a discriminacéo adequada entre todos os membros
do CMA, mas se mostra particularmente util na discriminacdo entre M. avium e M.
intracellulare (TAYLOR; 2000; FALKINHAM, 2013), apesar dessa metodologia

permanecer com aplicacao limitada a laboratérios de referéncia.

Outros alvos genéticos usados na identificacdo de micobactérias sdo 0s genes
rpoB, que codifica a subunidade B da RNA polimerase bacteriana (SALAH, 2008,
ADEKAMBI, 2009), e o gene hsp65, sendo um gene encontrado em todas as espécies
de micobactérias, com sequéncias de nucleotideos especificas para cada espécie
(TURENNE, 2006; CHIMARA, 2008). A analise do gene hsp65 tem sido utilizado tanto

em PCR, quanto em analise de restricdo enzimatica de polimorfismos (PRA), baseada
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na amplificacdo enzimatica do gene hsp65 seguida de digestdo com duas enzimas de
restricdo (Bst-Ell e Hae-Ill) (BEGGS, et al., 2000; TURENNE, 2006; SHIN, 2020).

Por outra parte, a hibridacdo de Southern blot para o elemento de insercéo 1S1245;
presente consistentemente nas cepas de M. avium e ausente em cepas de M.
intracellulare, se apresenta como uma técnica Util para a diferenciacdo entre espécies do
CMA (RITACCO, 1998; PANUNTO, 2003). No entanto, 1S1245 néo esta presente em M.
avium subsp. paratuberculosis, podendo levar a uma interpretacdo dos resultados

errbnea na hora de diferenciar estas duas espécies (JOHANSEN, 2005).

Além disso, outros ensaios moleculares tém mostrado resultados na diferenciacao
entre espécies. O uso da PCR para a amplificacdo do gene mig, um provavel fator de
viruléncia de M. avium (PLUM, 1997; MORSCZECK, 2001), fornecendo uma maneira
simples e util de diferenciar M. avium e M. intracellulare. A presenca desse gene em
cepas de M. avium, mas ndo em M. intracellulare, sugere que essas duas espécies
podem diferir em seus mecanismos de viruléncia (MASLOW, 1999; BEGGS, 2000). Outra
metodologia baseada nos ensaios de PCR, Util para a identificacdo de espécies de CMA
€ ouso das sondas DT1 e DT6, sequéncias de cépia Unica identificadas no genoma de M.
avium sorotipo 2 (SIRCILI, 1999), sendo assim, a amplificacdo positiva de DT6 sugere a
presenca de M. avium (sorotipos 1 a 6, 8 a 11 e 21), enquanto a amplificacéo positiva de
DT1 é observada em cepas de M. intracellulare (sorotipos 2, 3, 7, 12 a 20 y 23 a 25)
(DEVALLOIS, 1996; DEVALLOIS, 1997; GARRIGA, 1999; GLODIC, 2019).

Outro elemento importante a considerar € a discriminacdo precisa entre as quatro
subespécies de M. avium a partir das diferencias moleculares nas sequéncias de insercao
especificas (IS), sendo assim, por exemplo, a IS900 é especifica de M. avium subsp.
paratuberculosis, M. avium subsp. hominissuis e M. avium subsp. avium. J4, 1S901 esta
presente em M. avium subsp. avium e M. avium subsp. silvaticum, mas ausente M. avium
subsp. hominissuis e, como se mencionou anteriormente, a 1S1245 é comum para as trés
subespécies de M. avium, mas ndo esta presente em M. avium subsp. paratuberculosis
(KOMIJN, 1999; OLIVEIRA, 2003 BANNANTINE, 2020; SHIN, 2020).

Alguns testes soroldgicos baseados nos diferentes perfis de contetdo lipidicos das
espécies de CMA também séo utilizados (SCHAEFER, 1965). Alguns estudos tém
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avaliado o papel do diagnéstico sorologico a partir de imunoensaios enzimaticos para
detectar anticorpos da classe IgA contra o antigeno GPL-apolar especifico do CMA
(KITADA, 2005; KITADA, 2013; KOBASHI, 2013).

Nishimura et al., (2009) identificou os titulos de anticorpos IgG contra antigenos
lipidicos monomicolato de trealose (TMM-M) e GPL-apolar. Neste estudo, os titulos de
anticorpos contra TMM-M e apolar-GPL foram significativamente maiores em pacientes
com DP-CMA do que os dos outros grupos de pacientes ou dos individuos controle. Os
titulos de anticorpos contra TMM-M apresentaram sensibilidade de 89,2% e
especificidade de 97,0%, e os titulos de anticorpos contra GPL-apolar apresentaram uma
sensibilidade de 89,2% e especificidade de 94,0% (NISHIMURA, 2009; VERDIER, 2013;
NISHIMURA, 2015). Desta maneira, as medicfes de titulos de anticorpos contra TMM-M
e GPL-apolar seriam uteis no diagnostico de DP-CMA e no diagnéstico diferencial de

doenca pulmonar micobacteriana.

Essas ferramentas sorologicas tém trazido também avancos na identificacdo de
membros do CMA. A identificacdo por sorotipos, por exemplo, permite classificar as
espécies do CMA em um grupo de 28 sorovares, incluindo as duas espécies intimamente
relacionadas, M. avium e M. intracellulare e esta designacdo também pode incluir outros
grupos menos definidos (MAEKURA, 2005).

Por outra parte, existem outros métodos que podem ser usados para identificar as
espécies do CMA, incluindo a cromatografia HPLC (Cromatografia liquida de alta
eficiéncia) (DUFFEY, 1992; JOST, 1995; LEE, 2009; MIRZAPOUR, 2016; SEBASTIAN,
2018) e a andlise por espectrometria de massa e analisador de massas do tipo tempo-
de-vbo MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight)
(MEDIAVILLA, 2015; RODRIGUEZ-SANCHEZ, 2015; RODRIGUEZ-SANCHEZ, 2016;
NEUSCHLOVA, 2017; ALCOLEA-MEDINA, 2019; FAWZY, 2018). A principal diferenca
nestes métodos estd em seu poder discriminatério e custos. HPLC é a abordagem mais
barata, no entanto, ele tem a menor capacidade de discriminar entre espécies e
subespécies, enquanto a espectrometria de massa MALDI-TOF tem um bom poder
discriminatério, mas é incapaz de distinguir microrganismos de forma confiavel dentro do
CMA. No entanto, essas abordagens sao limitadas a laboratérios de pesquisa e ndo sédo

amplamente distribuidas em laboratérios de analises clinicas.
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2.8. Tratamento

O tratamento da DP-CMA é baseado em diferentes protocolos. Embora ndo haja
um tratamento padréao, os ATM utilizados sdo os mesmos independentemente da espécie
envolvida na infeccéo. O inicio do tratamento requer consideracao da deterioracao clinica
e radiogréfica. Alguns especialistas sugerem que, devido aos efeitos adversos frequentes
e graves dos ATM, a cura microbiolégica pode ndo ser possivel, especialmente em
pacientes idosos. Para esses pacientes, a infeccdo por CMA pode ser vista como uma
doenca cronica, geralmente indolor e incuravel. Nesses pacientes, a opcao cirdrgica
também pode ser adequada (KWON, 2019; GRIFFITH, 2020).

As diretrizes da ATS / IDSA afirmam que "fazer o diagnostico de DP-MNT né&o
requer a instituicdo de terapia com ATM, que é uma decisdo baseada nos possiveis riscos
e beneficios da terapia para pacientes individuais”. E isto se aplica especialmente quando
analisamos as diferentes formas de apresentacéo e evolucao da DP-CMA. Em pacientes
com a forma bronquiectasica nodular da DP-CMA, o inicio do tratamento néo ocorre de
imediato, mesmo quando atendem aos critérios diagndsticos da ATS / IDSA, uma vez

gue a evolucdo da doenca é mais lenta do que em pacientes com a forma fibrocavitéaria.

No entanto, alguns estudos observacionais sobre o curso natural da forma
bronquiectasica nodular da DP-CMA demonstraram que, com 0 tempo 0s pacientes
necessitardo de tratamento com ATM devido a progressao da doenca. Lee et al., (2013)
descobriu que quase metade dos 265 pacientes com bronquiectasia nodular na DP-CMA,
necessitaram do inicio do tratamento durante um seguimento médio de 32 meses (LEE,
2013). Kitada et al., (2013) relatam que 22,2% de 76 pacientes com bronquiectasia
nodular na DP-CMA apresentaram deterioracao radioldgica durante um periodo de
observacédo de 5 anos (KITADA, 2013).

Desta forma, observa-se que na forma de bronquiectasica nodular, o curso da
doenca é que ira definir a necessidade ou ndo de tratamento. Em pacientes que
apresentam a forma bronquiectasica nodular cavitéria, ou seja, apresentam como
evolucao cavitagdes na radiografia, indica-se o inicio imediato do tratamento. No entanto,

em pacientes que cursam com a forma ndo cavitaria, ou seja, que ndo apresentam
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progressao radiogréafica, muitas vezes a cura espontanea da doenca juntamente com a
espontanea conversao da cultura negativa pode ocorrer, sendo assim, opta-se por um
acompanhamento atento da evolucéo da doenca. (KITADA, 2013, GRIFFITH, 2020).

Um estudo recente realizado na Coréia, analisou o curso da doenga em 551
pacientes com diagnéstico da forma bronquiectasica nodular ndo cavitaria da DP-CMA.
Aproximadamente 40% deles ndo receberam tratamento dentro de trés anos a partir da
data do diagndstico. Neste estudo, a conversdo espontanea da cultura ocorreu em
aproximadamente 50% dos pacientes que ndo receberam nenhum tratamento, portanto,
adotar uma abordagem de acompanhamento e observacdo sem inicio imediato do
tratamento, parece benéfico para muitos pacientes com esta forma de DP-CMA, na maior

parte das vezes menos agressiva (KO, 2018).

Por outro lado, também tem sido sugerido que existe uma diferenca na resposta
ao tratamento das formas de DP-CMA em relacéo a presenca de infeccbes por um ou
mais clones das espécies do CMA. Com base em analises genéticas, foi demonstrado
gue uma infeccdo policlonal, considerada composta por clones de M. avium ou M.
intracellulare com uma diferengca em dois ou mais loci, foi predominante na doenca
bronquiectasica nodular, enquanto, a infeccdo monoclonal foi predominante na forma
fibrocavitaria (KIMIZUKA, 2019).

Embora a relacdo precisa entre policlonalidade e patogenicidade permaneca
obscura, dada a natureza multifocal da doenca bronquiectasica, o potencial de infeccéo
de diferentes locais do pulm&o com diferentes clones da mesma espécie ou ainda por
populacdes mistas parece bastante plausivel (SLUTSKY, 1994). Adicionalmente,
também Wallace et al., (1996), em seu estudo demonstrou que a infec¢do com uma Unica
cepa de algum membro do CMA, é predominante na forma fibrocavitaria da DP-CMA,
mas que os pacientes com a forma de bronquiectasia nodular da doenca estéao infectados
com cepas de diferentes espécies do CMA (WALLACE JR,1996).

J& foi sugerido que a presenca de uma infeccdo policlonal, pode se tornar um
preditor de deterioracdo clinica da forma leve e lenta da DP-CMA. No entanto, a
deterioracdo da doenca em uma infec¢ao policlonal também ja foi associada a presenca

de cepas pertencentes a clusters especificos (NAKAGAWA 2012). De qualquer forma,
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em casos de pacientes com DP-CMA na forma bronquiectasica nodular que apresentam
infeccao policlonal, pode requerer o inicio do tratamento, a fim de retardar a deterioracao
da fung&o pulmonar, melhorando assim as lesGes pulmonares reversiveis (KIMIZUKA,
2019).

Nagueles pacientes em que h& a necessidade do uso de tratamentos com ATM, o
tratamento é baseado na combinacdo de ATM de diferentes classes. A terapia
recomendada pela ATS / IDSA inclui o uso de macrolideos, RIF e EMB e, em alguns
casos, é adicionado um aminoglicosideo, como a AMI, na forma injetavel ou por inalacéo.
Os macrolideos como CLA e azitromicina sdo a base do tratamento, portanto, o
desenvolvimento de resisténcia aos macrolideos esta associado a falhas terapéuticas e
maior mortalidade (GOCHI, 2015; MAURER, 2015; MOON, 2016).

Em pacientes com DP-CMA sensivel a macrolideos, o ATS / IDSA sugere regimes
de tratamento baseados em azitromicina em vez de regimes baseados em CLA, uma vez
gue a azitromicina tem melhor tolerancia, menos interacbes com outros ATM e menor
carga de comprimidos. No entanto, quando a azitromicina ndo esté disponivel ou ndo é
tolerada, a CLA é uma alternativa aceitavel. O ponto mais frustrante e inexplicavel em
relacdo ao desenvolvimento de resisténcia aos macrolideos € que ela pode ocorrer
mesmo em pacientes que receberam o esquema recomendado de trés ATM orais
(GRIFFITH, 2007; WALLACE JR, 2013; HAWORTH, 2017; DALEY, 2020).

A escolha do regime de tratamento é baseada nos resultados dos testes de
sensibilidade aos ATM, Antimicrobial Susceptibility Testing (AST), determinando a
concentracao inibitéria minima (CMI) em ensaios in vitro, que servem como um guia para
uma resposta in vivo eficaz. No caso do tratamento da DP-CMA, o AST € indicado para
macrolideos e AMI, uma vez que os valores de CIM para RIF e EMB néo apresentam boa
correlacao clinica. Postula-se que a falta de correlagéo pode estar associada a formacéao
de biofilmes embutidos na matriz extracelular, o que permite ao CMA resistir ao atague
da resposta imune e a acdo de ATM (HUANG, 2002; DORBNIEWSKI, 2002).

No entanto, em estudo de Kwon et al., (2018), foi sugerido que o desenvolvimento
de resisténcia aos macrolideos, mesmo apds o tratamento recomendado pela ATS /

IDSA, estava relacionado aos resultados de CIM dos testes AST para RIF e EMB. Em
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outras palavras, se a CIM de RIF e EMB forem altas e os isolados sejam classificados
como resistentes, a eficacia do regime de trés ATM orais seria a mesma que a eficacia
da monoterapia com macrolideo e poderia eventualmente levar ao desenvolvimento de
resisténcia aos macrolideos. O estudo mostrou que as CIM in vitro de RIF e EMB s&o um
preditor do resultado do tratamento em pacientes tratados com um regime padréo
(KWON, 2018).

Além disso, tem sido sugerido que uma alta carga bacteriana, somada a uma baixa
concentracdo sérica de ATM, esta relacionada ao desenvolvimento de resisténcia aos
macrolideos (MOTAMEDI, 2014; PARKER, 2020; SAXENA, 2021; SHIMOMURA - 2015).

Entre as razbes pelas quais as espécies do CMA se tornam resistentes aos
macrolideos, foi descrito um regime inadequado no inicio da doenca. Griffith et al., (2006)
relatou que 76% dos pacientes com DP-CMA resistente aos macrolideos, comecaram o
tratamento com monoterapia com macrolideos, ou com a combinagdo de um macrolideo
e uma fluoroquinolona (GRIFFITH, 2006). Morimoto et al., (2016) mostraram que 60,2%
dos pacientes nao receberam esquemas adequados de combinagédo de ATM, como CLA
em monoterapia, CLA associada a fluoroquinolona, e esquemas sem EMB,
desenvolveram resisténcia a terapia com macrolideos (MORIMOTO, 2016). Moon et al.,
(2016) relataram que um terco da populacdo que ndo recebeu EMB devido aos seus
eventos adversos desenvolveu resisténcia a terapia com macrolideos (MOON, 2016)

O EMB é o segundo ATM mais importante no regime de tratamento, no entanto, a
administracdo de EMB em longo prazo estd associada a diferentes efeitos adversos, 0s
mais comuns sao a neuropatia optica; que ocorre em 5% a 10% dos pacientes, bastante
superior aos pacientes com TB, que fica em torno de 2%. Isso pode ser devido a idade
avancada geral e a maior duracéo do tratamento em pacientes com DP-CMA (GRIFFITH,
2005; KIM, 2019; KWON, 2020).

Além da neuropatia Optica, erupcdes cutaneas e distlirbios gastrointestinais séo
as razbes mais comuns para a descontinuagdo do EMB em pelo menos 25% dos
pacientes com DP-CMA e, o préximo passo ha pratica clinica apés sua descontinuagao

nao € muito claro, no entanto, a taxa de falha terapéutica quando o EMB € interrompido
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€ maior do que em aqgueles pacientes que completam o regime padrao proposto pela ATS
(LEE, 2020).

Em pacientes nos quais o EMB é descontinuado tém sido usadas fluoroquinolonas
de dltima geracdo, como levofloxacina e moxifloxacina. No entanto, a eficacia das
fluoroquinolonas em pacientes com DP-CMA é baixa. Os autores sugeriram que nos
casos em que o EMB precise ser descontinuado devido a eventos adversos, outros ATM
potenciais devem ser prescritos em vez de fluoroguinolonas, como aminoglicosideos, ou
um ou mais ATM em conjunto com fluoroquinolonas (SHUTO, 2020; KHADAWARDI,
2020; KOHNO, 2007; YAMABA, 2019).

Nos casos de resisténcia aos macrolideos e falha terapéutica com outros ATM, a
intervencao cirdrgica e a administracdo parenteral prolongada de aminoglicosideos
costumam ser a estratégia clinica de escolha (SHIRAISHI, 2002; LU, 2019). As diretrizes
recentes da British Thoracic Society recomendam a adicdo de outro ATM, como

isoniazida, moxifloxacina ou AMI em nebulizagdo (HAWORTH, 2017).

Em um estudo observacional que incluiu 237 pacientes tratados por pelo menos
18 meses, 122 (51,5%) pacientes usaram tratamento (=6 meses) com um macrolideo,
RIF e EMB, 58 (24,5%) apenas EMB e macrolideo, 32 (13,5%) RIF e macrolideo e, 25
(10,6%) mantiveram apenas macrolideo. Agentes injetaveis foram administrados a 24
pacientes (10,1%), incluindo estreptomicina (18 pacientes) e AMI (6 pacientes). A
conversao de cultura foi alcancada em 190 de 237 (80,2%) pacientes apds uma mediana
de 1,7 meses de tratamento, e a cura microbioldgica foi alcangada em 129 de 177 (72,9%)
pacientes que completaram o tratamento. No entanto, entre os 129 pacientes que

obtiveram cura microbioldgica, 16 pacientes (12,4%) tiveram uma reinfeccéo (KIM, 2019).

Pacientes que usaram tratamento 26 meses com EMB, RIF, ou ambos, com
macrolideo, tiveram maior probabilidade de conversao de cultura em comparacdo com
aqueles que usaram macrolideo em monoterapia. O uso de EMB e RIF ou o uso de EMB
com macrolideos foi associado a maiores taxas de cura microbiolégica, enquanto a
manutencdo de RIF com macrolideos nao teve bons resultados. O estudo mostrou que a
manutencdo do EMB foi mais fortemente associada a cura microbiologica do que a RIF

(KIM, 2019). O EMB inibe a arabinosiltransferase e blogqueia a sintese de
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arabinogalactana, que faz parte da parede micobacteriana, com esse mecanismo, o
efeito sinérgico do EMB é esperado quando usado com outros agentes
antimicobacterianos (HEIFETS, 1986; JADAUN, 2007; KIM, 2019).

Em relacdo a frequéncia do tratamento, as diretrizes da ATS / IDSA preconizam o
tratamento intermitente, que envolve a administragao de ATM por via oral trés vezes por
semana, em pacientes com a forma bronquiectasica nodular ndo cavitaria da DP-CMA.
Para pacientes em estado grave ou aqueles com a forma bronquiectasica nodular
cavitéria da DP-CMA, aqueles com recidiva e, aqueles com a forma fibrocavitaria  da
DP-CMA, o tratamento diario é recomendado, porque o tratamento intermitente para

esses pacientes € menos eficaz (GRIFFITH, 2007).

Nas diretrizes da British Thoracic Society (BTS), o tratamento intermitente trés
vezes por semana também é recomendado para pacientes com DP-CMA leve sem sinais
de cavidade, no entanto, o tratamento diario € recomendado para pacientes com
condicdo grave. O tratamento intermitente € considerado mais toleravel do que o
tratamento diario e sua eficacia pode ser semelhante a do tratamento diario em pacientes

com a forma bronquiectasica nodular ndo cavitaria da DP-CMA (HAWORTH, 2017).

Em relacéo a outras drogas usadas recentemente para tratar DP-CMA, um estudo
internacional de fase Il investigou a inalacdo lipossomal de AMI (ALIS) em adicao ao
tratamento recomendado pela ATS / IDSA e comparou 0s resultados com os pacientes
tratados com o esquema tradicional, em pacientes com DP-CMA refratario, usando como
critério de valoracdo primario a conversdo de cultura em 6 meses de tratamento.
Significativamente mais participantes que receberam ALIS alcancaram conversao de
cultura (29%) em comparacao com o regime ATS / IDSA sozinho (9%) (HOY, 2021).

Os eventos adversos mais comuns foram relacionados as vias aéreas e ocorreram
mais em pacientes tratados com ALIS (87%), entre estes, 0 17% dos pacientes tratados
resultaram na descontinuagao do ALIS, em comparag&o com o regime ATS / IDSA (50%).
Uma reviséo do tratamento baseado em guias da ATS/ITSA e a British Thoracic Society,
junto com um ensaio clinico de fase Il e outro de fase Ill, demostrou que ALIS aumenta
as taxas de conversao de cultura quando se adiciona aos esquemas terapéuticos em

pacientes com DP-CMA dificil de tratar e com resisténcia a outros farmacos. Porém, o
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uso de ALIS se associou com altas taxas de reacdes adversas pulmonares e auditivas,
mas um baixo risco de rea¢des adversas renais. ALIS pode ser uma opcéao de tratamento
eficiente em idosos com risco de nefrotoxicidade (GOLIA, 2020). Cabe destacar que a
terapia com ALIS pode penetrar nos biofiimes e aumentar a captacdo de AMI pelos
macrofagos alveolares (PETERSEN, 1996; GRIFFITH, 2015; AUSTIN, 2020; HOY, 2021,
RUBINO, 2021).

A clofazimina é um ATM utilizado no tratamento da hanseniase e também tem
demonstrado boa atividade contra o CMA, sendo mais eficaz contra M. intracellulare do
gue M. avium. Uma revisao retrospectiva mostrou taxas mais altas de conversédo de
cultura em pacientes com DP-CMA tratados com a adicdo de clofamicina a um
macrolideo e EMB (100%) em comparacao com aqueles tratados com RIF em adicao a
um macrolideo e EMB (71%) (MCGUFFIN, 2017)

Finalmente, a bedaquilina, uma diarilquinolina recentemente licenciada para o
tratamento da TB-MDR, também mostrou forte atividade contra o CMA in vitro
(VESENBECKH, 2017; BROWN-ELLIOTT, 2017). Um estudo usando bedaquilina em
pacientes com DP-CMA mostrou uma resposta clinica e microbiol6gica favoravel na
maioria dos pacientes, embora ndo tenha alcancado a conversdo de cultura. A
bedaquilina pode causar prolongamento do intervalo QT e outras toxicidades e seu papel
no tratamento de infecgdes refratarias por MNT ainda néo foi definido (PHILLEY, 2015).

A escolha do tratamento adequado para DP-CMA deve ser acompanhada pela
avaliacdo da susceptibilidade aos ATM. Entre os métodos disponiveis para a
determinacao de isolados sensiveis e resistentes aos diferentes ATM entre os membros
do CMA, o CLSI sugere a utilizacdo do método microdiluicdo em caldo Mueller-Hinton e
0 método de proporcdo de Lowenstein-Jensen como o método padrédo ouro para a
determinagcdo da CMI para os ATM CLA e AMI (WOODS, 2011; WOODS, 2018). No
entanto, estudos experimentais tém avaliado o desempenho da técnica de REMA

(Resazurin Microtiter Assay) para avaliar a CMI em micobactérias.

Palomino et al., (2002) comparou o0 método REMA com o método de proporgao de
Léwenstein-Jensen na determinacdo da CMI para RIF e isoniazida, em 80 isolados

clinicos de M. tuberculosis, mostrando que 98% dos isolados resistentes a RIF pelo
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método de proporcdes, também mostraram resisténcia pelo método REMA. O método
REMA, demonstrou uma excelente capacidade para diferenciar isolados resistentes e
suscetiveis (PALOMINO, 2002).

Jaduan et al., (2007) comparou o0 método REMA com o método de propor¢éo de
Léwenstein-Jensen e o método de diluicdo em agar, em isolados clinicos de M. avium e
M. tuberculosis. O método REMA mostrou sensibilidade de 96,7%, especificidade de
100% e precisdo de 98% na determinacdo da CMI para M. tuberculosis, quando
comparado com os resultados do método da proporcao de Lowenstein-Jensen. Por outro
lado, as CMI determinadas por REMA para M. avium foram menores do que aquelas
determinadas pelo método de diluicho em &gar, sendo estas mais préximas com as
concentracfes maximas de EMB alcancadas no soro, indicando que os valores da CMI
determinados por REMA podem ser correlacionados com mais precisdo com as

concentragdes plasmaticas do EMB alcangaveis (JADUAN, 2007).

Miyata et al., (2013) comparou o método REMA com o BACTEC MGIT 960,
considerado como padrao ouro na determinacdo da CMI em M. tuberculosis para quatro
ATM (EMB, RIF, estreptomicina e isoniazida). Neste estudo, o método REMA teve
resultados concordantes com o BACTEC MGIT 960 para todos os ATM, exceto com o
EMB (MIYATA, 2013).

Ramis et al., (2015) avaliou também o método REMA para a determinacdo da CMI
para oito ATM, AMI, cefoxitina, ciprofloxacina, CLA, doxiciclina, linezolida, moxifloxacina
e trimetropim-sulfametoxazol, em 76 isolados clinicos de micobactérias de rapido
crescimento (18 diferentes espécies). A comparacéo dos resultados do REMA com os
obtidos pelo método padréo de microdiluicdo em caldo Mueller-Hinton, mostrou um alto
nivel de concordancia entre esses dois métodos. Neste estudo, a utilizagdo do método
REMA representou uma excelente alternativa na determinagdo da CMI em micobactérias
de rapido crescimento, dado que os resultados podem ser lidos de forma confidvel e com
maior facilidade e rapidez do que com o método Mueller-Hinton classico, que avalia a
turbidez na cultura (RAMIS, 2015).

Mais recentemente Martin et al., (2020) avaliou os ATM de segunda linha

etionamida, monossulfato de canamicina, sulfato de capreomicina, ofloxacina e acido
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para- aminossalicilico, com 150 isolados clinicos de M. tuberculosis pelo método REMA,
e comparou os resultados com o método de proporcdo de Léwenstein-Jensen. Neste
estudo se encontrou uma concordancia plena entre os dois métodos na determinacao da
CMI para os ATM avaliados. A especificidade foi de 100% para os cinco ATM, enquanto
a sensibilidade variou de 96,8 a 100%. Sendo assim, o método REMA se mostrou
eficiente, mais rapido e mais barato, na determinacdo de isolados de M. tuberculosis
resistentes a ATM de segunda linha (MARTIN, 2020).

2.9. Resisténcias aos Antimicrobianos

Apesar da disponibilidade de ATM para o tratamento de infeccdes, isolados
clinicos pertencentes ao grupo CMA vém apresentando altas taxas de resisténcia aos
ATM utilizados. A resisténcia pode ser adquirida ou intrinseca (PHILALAY, 2004; PARK,
2019; MORIMOTO, 2016). A resisténcia adquirida € ocasionada principalmente pela
exposicao prévia aos ATM e envolve mutacbes em seus sitios alvo de acdo. Exemplos
disto, sdo mutacdes pontuais no dominio V do gene 23S rRNA em membros do CMA,
gue conferem resisténcia aos macrolideos. Neste caso, mutacdes pontuais de adenina
(A) — guanina (G) ou citosina (C) na posi¢cdo 2058 ou 2059 (numeragdo baseada no
genoma de Escherichia coli), estdo associadas a altos niveis de resisténcia fenotipica,
enquanto mutacdes pontuais de A — timina (T) na posicdo 2058, relacionam-se com
resisténcia de baixo nivel (JAMAL, 2000; PFISTER, 2004; GRIFFITH, 2006).

As mutacdes que conferem resisténcia aos macrolideos tem sido analisadas em
diversos estudos. Destacam-se dois estudos realizados em diferentes periodos por
Griffith et al., (2006) e Moon et al., (2016) que analisaram isolados de pacientes com DP-
CMA resistente a CLA, especialmente isolados de M. avium e M. intracellulare. Ambos
detectaram presenca de mutagcfes pontuais no aminoacido adenina na posicao 2058 ou
2059 do gene 23S rRNA em 96% dos isolados avaliados (49/51 e 27/28). Além disso,
resultados semelhantes foram detectados quando analisada a mudanca de base do
aminoacido nessas duas posi¢cbes, ou seja, ambos estudos, detectaram uma maior

proporcao de mudancga de base de A — G, seguida de A — C, e em menor propor¢ao de
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A — T, o que pode relacionar estes isolados a um alto nivel de resisténcia a CLA
(GRIFFITH 2006; MOON, 2016).

A rifabutina e a RIF se ligam a subunidade B da RNA polimerase, evitando a
producdo de transcritos de RNA nascentes (SURESH, 2020). O gene rpoB em
procariotos codifica a subunidade B, e mutagbes dentro desse gene resultam em um
aumento do nivel de resisténcia aos antibioticos RIF em varias bactérias (GOLDSTEIN,
2014; ZHANG, 2019). Em CMTB, as mutacfes nos nucleotideos 1276-1356 do gene
rpoB, denominada regido central de 81 bp, estdo associadas a resisténcia a RIF (ZHANG,
2019)

Em um estudo com 32 isolados clinicos de CMA, nenhuma mutacao foi encontrada
na regido central de 81 pb do gene rpoB. No entanto, foi detectada resisténcia a RIF, com
uma mutagao pontual de G— A, no nucleotideo 1631, levando a substituicdo de Glicina
— Aspartato em 544 no gene rpoB do lado da regido de 81 bp em todos os isolados
clinicos. Aléem disso, uma das cepas resistentes a RIF possuia uma mutagdo C — T que
resultou em uma substituicdo de Histidina— Tirosina em 445 também dentro da regido
de 81 bp. Por fim, quando o gene rpoB da referida cepa resistente a RIF foi inserido em
M. smegmatis, tornou-se resistente a RIF (OBATA, 2006).

Por sua vez, Beckler et al., (2008) descreveu uma cepa de M. avium subsp.
paratuberculosis resistente a RIF com uma mutagédo na posicao 1367 de C—T no gene
rpoB que causou uma mudanga do aminoacido Treonina— Isoleucina em 456, localizado
na regiao central de 81 bp do gene rpoB. Além disso, uma cepa resistente a RIF tinha
uma mutagao na posicao 1442 de T—C no gene rpoB. O autor conclui que muta¢cdes no
gene rpoB, mesmo mutacbes de alteracdo de um Unico aminoacido, resultam em
resisténcia a RIF (BECKLER; 2008).

O EMB, é um dos ATM que compde o tratamento basico para a TB e atua
interferindo  com a polimerizacdo do arabinogalactano e do lipoarabinomanano
interferindo com a sintese de da parede celular (GOUDE, 2009; LEE, 2020). A arabinosil
transferase, codificada por embB, foi proposta como alvo de EMB em CMTB e M. avium
(BELANGER, 1996).
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No CMTB, o gene embB € organizado em um operon de 10 kb com os genes embC
e embA chamados embCAB, mutacdes no operon embCAB, particularmente embB, sdo
responsaveis pela resisténcia a EMB. Mutacdes em embCAB resultaram em MICs de 7,5
a 50 pg / ml e mutagdes no codon 306 em embB é uma das mais frequentes (>68%) em
CMTB, tornando-se a regido determinante da resisténcia ao EMB. No entanto, cerca de
35% das cepas resistentes a EMB nao tem mutacdes no operon, sugerindo que pode
haver outros mecanismos de resisténcia a EMB (TELENTI, 1997; LEE, 2004; MOURE,
2014; RAMAZANZADEH, 2016).

Em um estudo realizado por Armas et al., (2016), uma cepa de M. avium subsp.
hominissuis apresentou resisténcia a EMB associada a mutacdo no gene embB. A
sequéncia de nucleotideos de 3214 pb resultante foi comparada com M. avium subsp.
avium, a correspondéncia mais proxima encontrada foi com os genes EmbR, EmbA e
EmbB de M. avium, o gene EmbR tem funcéo reguladora (nUmero de acesso U66560),

relatando assim uma nova mutacao sem sentido no codon 589 (G589R) (ARMAS; 2016).

A AMI é um importante ATM utilizado no tratamento da DP-CMA, principalmente
em pacientes que apresentaram resisténcia aos macrolideos e 0s que apresentam a
forma de fibrocavitaria da DP-CMA, porém, a toxicidade e os eventos adversos desse
ATM, incluindo a perda auditiva, tém limitado seu uso principalmente em pacientes idosos
(BROWN-ELLIOTT, 2013; SHIRLEY, 2019; SHULHA, 2019). O mecanismo de acéo da
AMI é inibir a sintese de proteica por ligar-se ao rRNA na subunidade ribossémica,
mutacdes no gene rrs que codifica 0 16S rRNA estdo associadas a um alto nivel de
resisténcia a AMI em isolados clinicos de CMTB (SHULHA, 2019; ZWEIJPFENNING,
2019; KIM, 2021).

Para elucidar as mutacdes envolvidas de resisténcia a AMI, Brown et al., (2013)
realizou uma analise de mutagéo nos isolados com CMI> 64 pg / ml, os quais tinham uma
mutagdo A — G na posigcao 1408 do gene 16S rRNA. As informacgdes clinicas de cinco
desses dez isolados indicaram que todos haviam recebido terapia anterior prolongada
(>6 meses), quatro dos quais haviam sido tratados com AMI. Por outro lado, nenhuma
mutacéo foi detectada no gene 16S rRNA em isolados com CMI < 64 pg/mL na mutagao
16S rRNA (BROWN-ELLIOTT, 2013).



56

Em outro estudo, Renvoisé el al., (2014) avaliou 277 isolados de M. avium e 229
isolados de M. intracellulare de pacientes com DP-CMA, dos quais 186 isolados de M.
avium e 154 de M. intracellulare ndo tinham sido tratados previamente com ATM e, nos
guais nenhuma cepa resistente a AMI foi detectada. Porém, entre os pacientes com
histéria de tratamento com ATM prévio, 5 dos 59 isolados de M. avium (8%),
apresentaram resisténcia a AMI, destes, 4 tinham CIM> 64 pug / ml e continham uma
mutacdo A — G na posicdo 1408 no gene 16S rRNA. Em contraste, entre os 45 isolados
de M. intracellulare de pacientes com tratamento anterior, nenhum isolado resistente a
AMI foi identificado (RENVOISE, 2014).

Além da resisténcia adquirida, a resisténcia intrinseca tem sido postulada como
um importante fator envolvido na reducao da atividade antimicrobiana no tratamento de
infeccdes pelo CMA, o que esta possivelmente relacionada com a parede celular, que é
circundada por uma cépsula de polissacarideos, proteinas e uma pequena quantidade
de lipidios ligados, além da producdo de enzimas, que degradam ou inativam ATM
(MDLULI,1998; ALDERWICK, 2015; DAFFE, 2015; NASIRI, 2017) e, por fim, com o
efluxo de ATM através de proteinas transportadoras, também conhecidas como bombas
efluxo (RODRIGUES, 2009).

O mecanismo de efluxo, ubiquo na natureza, tem sido identificado em eucariotos
e procariotos (NIKAIDO, 2009). Embora esteja normalmente ligado as fungdes normais
da célula, algumas vezes por similaridades como polaridade e energia livre 0 mecanismo
de efluxo pode transportar compostos prejudiciais as células bacterianas, como por
exemplo, os ATM, diminuindo a concentracao intracelular dos mesmos e sua atividade
terapéutica (BLANCO, 2016; DU, 2018). Além de uma expressao fisioldgica basal, genes
gue codificam bombas de efluxo podem apresentar uma sobrexpressdo por stress
ambiental (por exemplo, presenca de ATM, alteracdo de pH, estresse oxidativo) e
mutacdes na regido promotora ou em genes que codificam reguladores transcricionais
(RODRIGUES, 2009).

Previamente, a analise gendmica de isolados clinicos de pacientes infectados com
M. avium e M. intracellulare, demonstrou a presenca de diversos genes que codificam
possiveis bombas de efluxo, pertencentes a quase todas as familias de transportadores
conhecidas: ATP-binding cassette (ABC), Major Facilitator Superfamily (MFS),
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Resistance Nodulation Division (RND) e Small Multidrug Resistance (SMR)
(RODRIGUES, 2009). Entre as bombas de efluxo ja caracterizadas no CMA estéo a
MAV_1406 (MF), MAV_1695, e a MAV_3306 (ABC), todas, até 0 momento, relacionadas
a fendtipos de resisténcia de baixo nivel (SCHMALSTIEG, 2012).

No entanto, cabe destacar, que exposi¢cdes prolongadas a dose sub-terapéuticas
de ATM, podem induzir uma alta expressao destes genes, como resposta ao estresse do
ATM, sendo assim, o efluxo pode ser considerado o primeiro passo na aquisicdo de
resisténcia de alto nivel. Portanto, a presenca de bombas de efluxo e os niveis mais altos
de resisténcia devido a mutagcbes cromossOmicas podem nao ser mecanismos
dissociados, mas sim eventos moleculares articulados em um mesmo processo
(SCHMALSTIEG, 2012).

Adicionalmente, estudo realizado com isolados clinicos de outra MNT, o CMABS,
fornece evidéncias de que a atividade do efluxo € uma caracteristica intrinseca de
CMABS, e a sob expressao das bombas de efluxo tem uma forte contribuicdo para o
surgimento da resisténcia a CLA (VIANNA, 2019).

Com base na capacidade das bombas de efluxo de transportar diferentes
compostos passiva ou ativamente através da membrana celular contra o gradiente de
concentracdo, ensaios fluorimétricos, os quais permitem a deteccdo e quantificacdo do
acumulo intracelular de um substrato fluorescente, como o brometo de etidio (BrEt), sédo
propostos como um método fenotipico sensivel para caracterizar sistemas de efluxo
intrinseco em cepas bacterianas. Na presenca de um inibidor do efluxo (IE), pode-se
avaliar a atividade aumentada do efluxo, que tém sido correlacionadas com uma
relevante resisténcia a ATM clinicamente (VIVEIROS, 2010).

Considerando que o mecanismo de efluxo é associado com a resisténcia aos
ATM, sua inibicdo emerge como uma valiosa estratégia antimicrobiana. Neste sentido, a
busca por compostos que possam ser associados aos ATM para inibir o mecanismo de
efluxo torna-se fundamental (RODRIGUES, 2008; BROWN, 2015; FELICETTI, 2019).
Diversos IE classicos como tioridazina (TZ), clorpromazina (CPZ), VP e reserpina (RP),
tém demonstrado ter boa atividade inibitéria in vitro do mecanismo de efluxo em cepas

do CMA e em outros microrganismos como, por exemplo, CMTB, E. coli, Acinetobacter
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baumannii (VIVEIROS, 2003; RODRIGUES, 2008; RODRIGUES, 2009; MACHADO,
2012; BROWN, 2015; RUTH, 2020). Embora estudos avaliando diferentes IE tenham
demonstrado atividade inibitéria do mecanismo efluxo in vitro, estes ainda ndo séo
utilizados na pratica clinica, pois a dose necessaria para inibir o efluxo de ATM
geralmente esta acima da considerada segura sob o ponto de vista de toxicidade (LI,
2015).

A avaliacdo de IE nos estudos tem avancado, previamente os IE classicos VP e
TZ ja demonstraram desempenho na inibi¢cdo do efluxo em CMA. VP é conhecido por ser
um inibidor dos canais de calcio e, na pratica clinica € utilizado para tratar problemas
como angina, hipertensdo e arritmias cardiacas (RODRIGUES, 2009; RODRIGUES,
2008; BOXBERGER, 2014). Foi relatado que o VP restaura parcialmente a atividade in
vitro de RIF, isoniazida, EMB, ofloxacina, estreptomicina e 0s novos ATM
antituberculosos bedaquilina e clofazimina em cepas de CMTB (CHEN, 2018). Assim
como, o papel de VP na reversdo da resisténcia a tetraciclina, eritromicina, EMB,
norfloxacina, estreptomicina e cloranfenicol também foi demonstrado em M. smegmatis
(CHOUDHURI, 2002). Por outro lado, estudos mostraram que VP é um forte IE de BrEt
em micobactérias (GUPTA, 2014; PULE, 2016; VIANNA, 2019; AMARAL, 2020; RINDI,
2020).

Apesar dos varios resultados de VP como IE em micobactérias, Chen (2018)
mostrou que, na realidade, VP ndo afeta a captacéo intracelular da droga em CMTB
inibindo diretamente as bombas de efluxo, mas alterando indiretamente a funcéo da
bomba de saida ao interferir com energia da membrana. No entanto, as concentracdes
de VP necessarias para atingir a atividade bactericida contra CMTB sdo muito altas e

provavelmente téxicas para as células humanas (CHEN, 2018).

O outro IE classico testado, TZ, € um antipsicotico da familia das fenotiazinas, que
também possui atividade antimicobacteriana in vitro e in vivo. No CMTB, o TZ atua como
IE inibindo os canais ibnicos, bloqueando a saida do ATP ou pela for¢ca motriz do proton,
necessaria para o transporte do substrato. Além de seu papel como IE, o TZ também
melhora a eliminacdo de micobactérias dos macréfagos por meio da inibicdo dos canais
de potassio e calcio, o que provoca diminui¢do do pH do fagolisossomo. O TZ foi usado
in vivo em combinacdo com outros ATM em pacientes com TB-XDR. No entanto, apesar
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de seu uso, suscita preocupacdes devido aos efeitos secundarios adversos no sistema
nervoso central e a cardiotoxicidade (KRISTIANSEN, 2015).

Neste sentido, além da avaliacdo desses IE classicos, recentemente n0sso grupo
de pesquisa demonstrou que o acido usnico (AUS), composto natural derivado de liquens
(INGOLFSDOTTIR, 2002), tem atividade inibitoria do mecanismo de efluxo em cepas de
CMAB (RAMIS, 2018). Compostos semissintéticos, como os derivados de
tetrahidropiridinas, também tém sido estudados, ja que possuem propriedades
importantes, como por exemplo, a regulacéo de fluxo de ions de célcio (TAYLOR, 2000).
A eficiéncia do derivado de tetrahidropiridinas, NUNL2 (2,2,2-trifluoro-1- (1,4,5,6-
tetrahidropiridin-3-il) etanona) como IE em E. coli, ja foi demonstrada através de andlises
in vitro e in silico (SILVA, 2017). Além disto, este composto também apresentou boa

atividade na inibicdo do mecanismo de efluxo frente a isolados do CMAB (VIANNA, 2019).

Considerando esta breve revisao, destaca-se a importancia de caracterizar o papel
do mecanismo de efluxo na resisténcia aos ATM em cepas do CMA, bem como avaliar

possiveis candidatos a IE que possam ser utilizados na pratica clinica.
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3. HIPOTESES

a) O mecanismo de efluxo esta relacionado com a resisténcia aos ATM
em membros do CMA.

b) Compostos dissimilares quimicamente, naturais ou sintéticos, como
0 acido usnico e o derivado de tetrahidropiridina, podem atuar como inibidores do
efluxo de ATM em membros do CMA
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4. JUSTIFICATIVA

As infec¢des causadas por membros do CMA sdo um problema emergente em
saude publica. Afetam principalmente a pacientes imunodeprimidos, com doencas
pulmonares de base, susceptibilidades genéticas ou outros fatores relacionados com a
integridade da estrutura pulmonar. Além disso, pela sua carateristica de ubiquidade, a
presenca de membros do CMA dificulta os processos de controle de redes de distribuicao
de agua e materiais e superficies de uso hospitalar.

O diagnostico é dificultado pela similaridade das caracteristicas microscépicas dos
membros do CMA com outras micobactérias, bem como compartilha sinais e sintomas
clinicos com a TB ou com outras micobacterioses. Apesar da disponibilidade de
diferentes ATM para o tratamento destas infec¢cdes, o tratamento € longo e os relatos de
abandono e falhas terapéuticas sédo comuns.

Ao contrério do M. tuberculosis, as bases moleculares de resisténcia aos ATM,
observada nos membros do CMA, ainda € pouco conhecida.

O efluxo tem sido descrito em diversos microrganismos, inclusive micobactérias,
como um mecanismo relacionado a resisténcia ao ATM. Caracterizar o efluxo em
membros do CMA e identificar potenciais IE como adjuvantes na terapéutica

antimicrobiana ampliar4 o conhecimento necessario para o controle destas infecc¢des.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo geral

Estudar a relacdo entre o mecanismo de efluxo e a resisténcia aos ATM, em
espécies do CMA, além de avaliar potenciais compostos inibidores de bombas de efluxo
(IE), que possam atuar como moduladores da resisténcia antimicrobiana nessas

espécies.

5.2 Objetivos especificos

a) Identificar as espécies do CMA através da amplificacdo de uma regido
espacadora transcrita interna, localizada entre os genes 16S e 23S rRNA,;

b) Determinar a Concentracdo Minima Inibitdria dos antimicrobianos
amicacina (AMI), claritromicina (CLA), etambutol (EMB) e rifampicina (RIF) frente a cepas
do CMA,;

C) Determinar a Concentragcdo Minima Inibitéria dos Inibidores de Efluxo
classicos, tioridazina (TZ) e verapamil (VP), bem como, do composto natural acido usnico
(AUS) e do derivado de tetrahidropiridina, NUNL2 frente a cepas do CMA;

d) Avaliar o efeito modulatério dos inibidores de efluxo TZ e VP, AUS e NUNL2
na atividade antimicrobiana da AMI, CLA, EMB e RIF frente a cepas do CMA,;

e) Avaliar a atividade do efluxo na resisténcia antimicrobiana frente a cepas
do CMA;

f)Determinar a presenca de mutagcbes no gene 23S rRNA que possam ser

relacionadas a resisténcia a CLA frente a cepas do CMA.
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1. Delineamento do estudo

Foi realizado um estudo retrospectivo, utilizando 11 cepas pertencentes ao CMA,
armazenadas em freezer -20° C, provenientes do Laboratério de Micobactérias do
Hospital Universitario Dr. Miguel Riet Correa Jr, na cidade do Rio Grande — RS; do Nucleo
de Tuberculose e Micobactérias do Centro de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, S&o
Paulo — SP; e do Laboratério de Bacteriologia e Bioensaios do Instituto Nacional de
Infectologia Evandro Chagas - INI, Rio de Janeiro, RJ. Estas cepas foram previamente

identificadas pelo sequenciamento do gene hsp65.

6.2. Cultivo bacteriano

Para a realizacdo dos experimentos, as cepas foram repicadas em meio de cultivo
Ogawa-Kudoh preparado de acordo com as instru¢des do fabricante (Difco Laboratories
Inc). Os repiques bacterianos foram realizados a partir da transferéncia de 200 pL das
cepas de estoque, armazenadas a -20°C em meio de cultivo 7H9 suplementado com 25%
de glicerol, para um tubo de ensaio contendo meio de cultivo Ogawa-Kudoh. Cepas que
nao obtiveram crescimento bacteriano ap6s o repique em Ogawa-Kudoh foram repicadas
novamente, com a transferéncia de 200 puL das cepas de estoque, para caldo Mueller
Hinton. Os repiques foram incubados a 37°C por sete dias e em seguida utilizados para

a realizacao dos experimentos subsequentes.

6.3. Identificacdo das cepas
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A fim de confirmar o resultado do sequenciamento do gene hsp65, feito pelos
laboratérios coparticipantes, foi realizado um ensaio de PCR de uma regiéo ITS (Internal
Transcribed Spacer) localizada entre os genes 16S e 23S rRNA. Esta regido varia de
tamanho dependendo da espécie de micobactéria. No caso das espécies membros do
CMA o produto amplificado corresponde a uma banda de 144 pb.

Adicionalmente, a fim de confirmar a diferenciacéo entre as principais espécies do
CMA, M. avium e M. intracellulare, foi realizado um ensaio de PCR amplificando o alvo
DT1, uma regido de 666 pb especifica de M. intracellulare e, o alvo  DT6, amplificando
uma regido de 187 pb especifica para M. avium (SIRCILI, 1999; DEVALLOIS, 1996).

6.3.1. Extragcdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada pelo método de inativacao. Para tal, duas alcadas
do crescimento bacteriano foram transferidas para um microtubo contendo 300 pL de
Tris-EDTA (TE) 1X. Em seguida, para inativacdo das células, os microtubos foram
aguecidos a 80°C por 60 minutos, resfriados em temperatura ambiente e armazenados

em freezer, a -20°C, até o momento do experimento.
6.3.2. Amplificacdo de DNA
Para a identificacdo da espécie do CMA, foi realizada a PCR do fragmento ITS,

gue amplifica fragmentos de 144 pb especificos do CMA. Também foi realizada a
amplificacédo dos primers DT1 (666 pb) e DT6 (187 pb) por PCR (Tabelas 2, 3, 4).



Tabela 2. Primers usados naidentificacdo de espécies
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Regido  Primer Sequéncia Tamanho Referéncia
ITS ITSF 5-CCCTGAGACAAC ACTCGGTC-3 144 pb Park et al.,
ITSR 5 -ATTACACATTTCGATGAACGC-3’ 2000;
DT1 IN38 5-GAACGCCCGTTGGCTGGCCATTCACGAAGGAG-3 666 pb THIERRY ,et.
IN41 5- GCGCAACACGGTCGGACAGGCCTTCCTCGA-3'; al., 1993
DT6 AVE 5 -ATGGCCGGGAGACGATCTATGCCGGCGTAC-3 187 pb THIERRY ,et.
AV7 5 -CGTTCGATCGCAGTTTGTGCAGCGCGTAC-3 al., 1993
Tabela 3. Concentracao dos reagentes usados na PCR
Reagentes Volume (uL) para 1 amostra
ITS DT1/DT6
Agua estéril 16 16
Tampéo 2,5 2,5
MgCl, 0,8 1
DMSO 2 2
PRIMER F 0,5 0,4
PRIMER R 0,5 0,4
dNTP 0,5 0,5
Taq 2 2
DNA 2 2
Tabela 4. Condicdes da PCRITS, DT1 e DT6
ITS DT1/DT6
No. Temperatura Temp No. Temperatura Temp
Ciclos (°C) 0 Ciclos (°C) 0
1 95 10 1 94 10
30 95 1 30 94 1
57,1 1 61,1 1
72 1 72 1
1 72 10 1 72 10
1 4 oo 1 4 00
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6.4. Determinacado da concentracdo minima inibitoria

Os experimentos para determinacédo da concentragcdo minima inibitéria (CMI) dos
ATB CLA, RIF e EMB e dos IE VER, TZ, AUS e NUNLZ2, e do substrato de efluxo brometo
de etideo (BrEt), foram realizados em placas de 96 pocos, utilizando o método de
microdiluicdo em caldo (BROWN-ELLIOTT, 2018). Uma vez que os IE devem ser
utilizados em sua concentracdo subinibitoria em ensaios modulatorios, sua CMI frente as
cepas foi determinada. Inicialmente, 100 uL de caldo 7H9 suplementado com glicerol ao
2% e 5% de OADC foram adicionados aos pocos teste e 100 uL dos ATM e ou os IE, nas
concentracdes de uso, foram adicionados ao primeiro po¢o de suas respectivas colunas
e diluidos 1:2.

Por fim, 100 yL do inéculo bacteriano, na escala 0,5 de McFarland, com densidade
optica (D.O.) entre 0,080 e 0,100 nanbmetros (nm) e em uma diluicdo 1:10, foram
adicionados aos pocos teste. Para o preparo do in6culo, uma algcada do crescimento
bacteriano foi adicionada a um tubo contendo pérolas de vidro. Adicionou-se agua estéril
e homogeneizou-se até se obter uma suspensao visualmente equivalente com a escala
0,5 de McFarland. Cerca de 2 mL da suspensédo bacteriana foram transferidos a uma
cubeta para que aleiturada D.O., em espectrofotbmetro a 626 nm, pudesse ser realizada.
Todas as suspensdes bacterianas foram ajustadas, com a adicdo de agua estéril ou de
colénias bacterianas, até a obtencao de D.O. entre 0,080 a 0,100 nm. A partir da
suspensao bacteriana, o inoculo na diluicdo 1:10 foi preparado utilizando 100 pyL da
suspensao bacteriana e 900 uL de meio de cultivo 7H9, para cada 1.000 uL de indculo.
Foram adicionados 100 uL do indculo aos pocos teste e as placas foram incubadas a
37°C por 7 dias.

Apods a incubacao, 30 uL de resazurina 0,02% foram adicionados a cada poco
teste e a placa foi incubada por mais 48 horas a 37°C. A resazurina foi utilizada como
indicador de viabilidade celular, sendo o crescimento bacteriano evidenciado pela
mudanca da cor azul (estado oxidado) para a cor rosa (estado reduzido) (RAMIS, 2015).
O método REMA foi escolhido para determinar a CMI aos ATM baseados na evidéncia
apresentada por outros autores em trabalhos anteriores.
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Considerando-se que o ATM é diluido duas vezes durante o processo: 1° quando
€ adicionado ao meio de cultivo; 2° quando o in6culo é adicionado a placa, os célculos

para preparo dos ATM foram multiplicados por 4.
Exemplo: Preparo da AMI na concentracao de 256 pug/mL:

ClxV1i=C2xV2

C1 =10 mg/mL = 10.000 pg/mL (Concentracdo estoque)
V1 = Volume da solugéo estoque que sera necessario.
C2 = 256 ug/mL (Concentracao desejada)

V2 = 1.000 pL (Volume final desejado)

V1 =10.000 ug/mL x V1 = 256 uyg/mL x 1.000 pL x 4

V1 =102,4 MI

Para a interpretacdo dos resultados, pontos de corte previamente definidos foram
utilizados (Tabela 5) (CLSI, 2018). A atividade antimicrobiana do AUS foi verificada pela

obtencdo de CMI < 200 pyg/mL (TOSUN, 2004).

Tabela 5. Pontos de corte dos antimicrobianos (mg/mL)

ATM SENSIVEL INTERMEDIARIO RESISTENTE REFERENCIA

CLA <8 16 >32 GRIFFITH, 2007
AMI <16 32 264 BROWN, 2013
RIF <8 16 >32 OBATA, 2006
EMB <8 16 232 JADAUN, 2007

ATM: Antimicrobiano; CLA: Claritromicina; AMI: Amicacina; RIF: Rifampicina; EMB: Etambutol

A CMI foi definida como a menor concentragdo do ATM capaz de inibir o
crescimento bacteriano (PALOMINO, 2002). Para cada placa foram incluidos controles
de crescimento (contendo meio de cultura e cepa) e controles negativos (contendo

somente meio de cultura). Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
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6.5. Fator modulatério dos inibidores de efluxo na atividade antimicrobiana

Para avaliar o papel do mecanismo de efluxo na resisténcia aos ATM,
selecionamos potenciais compostos |IE, como VP, TZ, AUS e NUNL2, que ja
demonstraram atividade inibidora do mecanismo de efluxo anteriormente (RAMIS et al.,
2018a). A CMI dos ATM foi determinada com e sem a presenca dos IE (VP, TZ, AUS e

NUNL?2) em sua concentracdo subinibitoria (%2 da CMI).

Inicialmente 100 pL de caldo 7H9 suplementado com glicerol e 5% de OADC foram
adicionados aos pogos teste e 100 yL dos ATM foram adicionados ao primeiro poco de
cinco diferentes colunas e microdiluidos. 12 coluna: CMI do ATM; 22 coluna: CMI do ATM
associado ao IE VP; 32 coluna: CMI do ATM associado ao IE TZ; 42 coluna: CMI do ATM
associado ao IE AUS, 52 coluna: CMI do ATM associado ao IE NUNL2. Para garantir a
leitura e interpretacdo dos resultados, foram utilizadas concentragdes quatro vezes

maiores que a CMI das cepas frente ao respectivo ATM.

Os IE, em suas concentracdes subinibitoria, foram adicionados as suas
respectivas colunas, associados ao inéculo bacteriano. A suspensdo bacteriana foi
preparada da mesma forma utilizada para os experimentos de determinacéo da CMI das
cepas frente aos ATM e aos IE. O inéculo bacteriano na diluicdo 1:10 foi preparado e
adicionado a primeira coluna teste, para determinacdo da CMI do ATM da cepa. Em
seguida, os IE foram adicionados ao inéculo bacteriano, na concentracdo subinibitoria, e
100 pL foram adicionados as suas respectivas colunas. Apos a adi¢cdo do inoculo aos

pocos teste, as placas foram incubadas a 37°C por 7 dias.

Apds a incubacao, 30 uL de resazurina 0,02% foram adicionados a cada poco

teste e a placa foi incubada por mais 48 horas a 37°C.

Os IE séo diluidos quando adicionados a placa contendo meio de cultivo e ATM e
devido a isto, os célculos utilizaram a concentragédo subinibitoria dos IE multiplicada por
2.
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Exemplo IE: Preparo do in6culo com IE com CMI de 32 pg/mL:

ClxV1li=C2xV2

C1 =10 mg/mL = 10.000 pg/mL (Concentracdo estoque)
V1 = Volume da solu¢éo estoque que sera necessario.
C2 = CMI 32 pg/mL (1 Metade do CMI x 2 = 64 ug/mL
V2 = 1.000 pL (Volume final de in6culo desejado)

V1 =10.000 pg/mL x V1 = 64 ug/mL x 1.000 pL x 2

V1 =256 puL

Para a interpretacao dos resultados, a CMI dos ATM foi avaliada isoladamente e
em associacdo com os IE. O fator modulatério (FM), que quantifica a reducao dos valores

de CMI das cepas frente aos ATM na presenca do IE, foi calculado através da férmula:

CMI do ATM

FM =
CMI dO ATM na presenga do IE

Foram considerados significativos FM = 4 (reducdo igual ou maior que quatro
vezes) (COELHO,2015; GROBLACHER, 2012). Em cada placa foram incluidos controles
de crescimento (contendo meio de cultura e cepa), controles negativos (contendo
somente meio de cultura) e controles para os IE (contendo cepa associada ao IE na

concentracdo subinibitéria, sem ATM). Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

6.6. Avaliacdo da acumulacéao intracelular do brometo de etideo

O ensaio para avaliacdo do sistema de efluxo foi baseado na acumulacao
intracelular do substrato fluorescente BrEt. O BrEt emite uma fluorescéncia fraca em
solugdo aquosa e torna-se fortemente fluorescente em ambientes ndo polares e
hidrofébicos, especialmente quando penetra na parede celular bacteriana e se acumula
no espaco periplasmatico. Desta forma, apos carregar as células bacterianas com BrEt,
a intensidade da fluorescéncia da célula dependera da atividade do sistema de saida.

Este ensaio foi realizado como previamente descrito por Viveiros et al. (2010), com
pequenas modificagdes. Para cada cepa selecionada ao ensaio de acumulagao,
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primeiramente, preparou-se um inéculo, a partir de uma alcada do crescimento
bacteriano adicionada a um tubo contendo pérolas de vidro e agua estéril. Esta
suspensao foi homogeneizada e mediu-se a D.O. no espectrdmetro a 625 nm até que o
indculo atingisse a concentracdo entre 0,080 e 0,100, o qual equivale a escala 0,5 de
McFarland.

Posteriormente, 500 uL desta suspensao bacteriana foram transferidos para um
tubo Falcon de 25 mL, contendo 9.500 pL de 7H9 com 2% de glicerol, suplementado com
5% de OADC e 5 pyL de Tween 80. Os tubos foram lacrados para evitar a entrada de
oxigénio e incubados a 37°C em agitacédo constante de 130 RPM por sete dias ou até
obter um inéculo na D.O entre 0,800 e 1,00.

Apés obter-se a D.O. desejada, os in6culos passaram pelo processo de lavagem
para retirar o excesso de meio de cultura. Foi realizada uma centrifugacéo a 3.800 RPM
por 5 minutos, com posterior descarte do sobrenadante. Foram entéo, adicionados 10 mL
de solucéao tamponada com fosfato (PBS) 1X para ressuspensao do pellet e, novamente
centrifugou-se nas mesmas condi¢cdes anteriores. Logo apds, também se descartou o
sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em torno de 4 mL de PBS 1X. Esta suspenséo
foi homogeneizada em vortex e, finalmente a D.O foi medida novamente, até obter-se a
concentracéo de 0,800. Caso fosse necessario ajustar a D.O., foi adicionado PBS1X.

Apds a obtencdo da suspensado bacteriana com as condi¢cdes esperadas para o
ensaio de acumulacéo, foram adicionados em uma placa preta de 96 pocgos 50 pL de
cada suspensdo bacteriana e 50 pL de uma solucdo contendo BrEt em diferentes
concentracdes (0,25 a 2,0 ug/mL), suplementado com glicose a 0,4% (como fonte de
energia).

Uma concentracao de BrEt foi selecionada para avaliar a capacidade dos IE reter
esse substrato no interior das células. Logo entdo, adicionou-se em uma placa de 96
pocos, 50 puL de cada suspensdo bacteriana e 50 puL da solucdo contendo Brkt na
concentracdo selecionada, acrescida de IE na concentracdo subinibitéria (Y2 CMI) de
cada cepa testada. Também foram adicionados a esta placa pog¢os de controle contendo
apenas a solucdo de BrEt e suspensdo bacteriana. Esta técnica de monitoramento da
acumulacéo intracelular do BrEt na auséncia e presenca de IE, foi realizada utilizando o
fluorimetro Infinite F200 (Tecan), nas condi¢cdes que sao conhecidas por aperfeicoar a

saida de bombas de efluxo, ou seja, na presenca de uma fonte de energia (glicose), em
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pH de 7,0 a 7,4, e incubacao a temperatura de 37 °C (VIVEIROS 2010). A intensidade da
fluorescéncia foi adquirida em 60 ciclos de 90 segundos cada, a 37°C. Os comprimentos
de onda utilizados para excitacdo e emissao foram 530 nm e 580 nm, respectivamente.
Cada ensaio foi realizado por triplicata.

Desta forma, a partir de um monitoramento em tempo real, foi possivel obter-se
dados que refletem o grau de fluorescéncia das células carregadas com BrEt na auséncia
ou presenca dos IE por um periodo. Esses dados foram entdo exportados para o Excel e
a atividade inibidora dos IE testados em cepas do CMA foi determinada pelo calculo da

fluorescéncia final relativa (FFR) através da formula:

FR tratada - FR nao tratada

FFR = FR nao tratada

A FR tatada corresponde a fluorescéncia relativa no dltimo ponto da curva de
retenc@o de BrEt na presenca do IE; e 0 FR nao tratada COrresponde a fluorescéncia relativa
no ultimo ponto da curva de retencdo de BrEt do poco controle ndo tratado. A maior
diferenca entre FRtratada € FRnso tratada, iNdica 0 maior grau de acumulo de BrEt. Um indice
de atividade acima de zero indica que as células acumulam mais BrEt na condicédo tratada
(presenca do IE) do que na condicao néo tratada (auséncia do IE) (Machado et al 2017).

6.7. ldentificacdo de mutacdes relacionadas a resisténcia antimicrobiana

A fim de identificar muta¢des pontuais nos sitios alvo do ATM CLA, a PCR do gene
23S rRNA foi realizada usando os primers descritos na tabela 6. A extracdo de DNA foi
baseada no método utilizando brometo de cetil trimetii aménio e cloreto de sodio
(CTAB/NaCl). Posteriormente os produtos de PCR foram encaminhados para o

sequenciamento.

6.7.1. Extracdo de DNA pelo método CTAB/NaCl
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A extracdo de DNA baseada no método utilizando CTAB/NaCl foi realizada para o

sequenciamento de DNA do gene 23S rRNA. O procedimento foi feito seguindo o

protocolo:

a)

b)

c)

d)

f)

o))
h)

i)
)
k)
)

Transferéncia de aproximadamente duas algcadas do crescimento micobacteriano
para um microtubo contendo 515 pL de TE 1X;

Inativacdo das células a 80°C por uma hora e resfriamento em temperatura
ambiente;

Adicdo de 64 pL de lisozima 10 mg/mL, seguido de vértex e incubagdo com
agitacdo por uma hora a 37°C;

Adicdo de 97 pL da solucdo de SDS 10% + Proteinase K 10 mg/mL, seguido de
vortex;

Incubagao por 10 minutos a 65°C;

Adicédo de 128 pL de NaCl 5M e 128 pL da solucdo de CTAB/NaCl previamente
aguecida, seguido de vortex até obtencéo de liquido branco leitoso;

Incubacéo por 10 minutos a 65°C;

Adicdo de 1030 pL do cloroférmio isoaminodlcool, seguido de vértex por 10
segundos;

Centrifugacéo por 8 minutos a 12.000 rpm;

Transferéncia da fase aquosa para um microtubo limpo;

Adicéo de 60% do volume de fase aquosa obtida de isopropanol;

Agitagdo manual por inversdo para precipitar os acidos nucléicos;

m) Armazenamento a -20°C over night;

n)

0)
p)

Centrifugacéo por 15 minutos a 12.000 rpm;

Descarte do sobrenadante deixando aproximadamente 20 pL no pellet;
Adicédo de 1 mL de &lcool 70% resfriado;

Homogeneizacéao por inversdo para lavar o DNA,;

Centrifugacéo por 5 minutos a 12.000 rpm,;

Descarte do sobrenadante deixando aproximadamente 20 pL no pellet;
Centrifugacgéo por 1 minuto a 12.000 rpm;

Remocéo do sobrenadante restante no pellet invertendo o microtubo;
Secagem do pellet em temperatura ambiente;

Dissolucéo do pellet com 20 pL de TE 1X.
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Tabela 6. Primers usados na avaliacdo de resisténcia

Gene Primer Sequéncia (5'-3") Tamanho Referéncia
23S 23S FI TTTAAGCCCCAGTAAACGGC 420 pb Jamal et al.,
23S Rl GTCCAGGTTGAGGGAACCTT 2000

Tabela 7. Concentracdes da PCR do gene 23S rRNA

Reagentes  Volume (uL) para 1 amostra

Agua estéril 38,15
Tampao 5
MgCl2 1,7
PRIMER F I 0,8
PRIMER R Il 0,8
dNTP 1
Taq 0,5
DNA 2

Tabela 8. Condi¢cbes da PCR do gene 23S rRNA

PCR do gene 23S rRNA
No. Ciclos Temperatura (°C) Tiempo

1 94 4
30 94 1
55 1
72 1

1 72 10

6.7.2. Sequenciamento de DNA

6.7.2.1. Purificagcéo do produto de PCR para sequenciamento de DNA
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Os produtos da PCR do gene 23S rRNA de cada amostra, foram transferidos para
microtubos de 1,5 mL. Foram adicionados 60 pL da solucdo de PEG (polietilenoglicol)
8000/NaCl 2,5M. Os tubos foram incubados por 15 minutos a 37°C e em seguida
centrifugados a 15.000 rotagcées por minuto (rpm), por 10 minutos. Descartou-se o
sobrenadante e adicionou-se 500 pL de etanol 70%. Os tubos foram centrifugados
novamente a 15.000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi descartado por inversao. Os
produtos de PCR purificados foram secos em termobloco, ressuspensos com 30 uL de

agua estéril e mantidos a 4°C por 48 horas.
6.7.2.2. Quantificacdo do DNA

Os produtos de PCR purificados foram quantificados utilizando o
espectrofotdometro NanoDrop® 2000 Thermo Scientific. Todas as quantificacdes foram

realizadas em duplicata.
6.7.2.3. Preparo final das amostras para o sequenciamento de DNA.

O preparo final das amostras foi realizado conforme orientacdes da empresa
responséavel pelo sequenciamento de DNA (ATCGene Analises Moleculares). Para um
volume final de 6 pL, foi adicionado 1 pL dos primers, na concentracao de 5 pmol, e as
amostras de DNA com concentracdo entre 30 e 60 ng/pL (Tabela 9). Para completar o
volume necessério, utilizou-se agua ultrapura estéril. Todas as amostras foram secas em

estufa a 45°C antes do envio para sequenciamento.

Tabela 9. Preparo das amostras enviadas para sequenciamento de DNA
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Concentraca Volume Volume de Volume Volume
o (ng/uL) para 60 primer de 4gua final
ng/uL

RGMA1 26,84 2,24 1 2,76 6,00
RGMA2 26,21 2,29 1 2,71 6,00
RGMA4 81,41 1,00 1 4,00 6,00
RIMA1 34,04 1,76 1 3,24 6,00
RIMA2 14,77 4,06 1 0,94 6,00
RIMA4 42,9 1,40 1 3,60 6,00
RIMAS 21,47 2,79 1 2,21 6,00
RIMA7 15,39 3,90 1 1,10 6,00
RIMAS 44,69 1,34 1 3,66 6,00
SPMA1 15,13 3,97 1 1,03 6,00
SPMA2 25,52 2,35 1 2,65 6,00

6.7.2.4. Analise dos resultados obtidos no sequenciamento de DNA

A gualidade das sequéncias obtidas foi analisada utilizando o software Chromas,
versdo 2.6.6 (Technelysium, Southport, Australia). O alinhamento das sequéncias foi
realizado através do software BioEdit Sequence Alignment Editor, utilizando as
sequéncias do gene 23S rRNA de uma cepa de referéncia do M. avium (NCBI:
NR_103001.2). A andlise das sequéncias foi realizada no site National Center for

Biotechnology Basic Local Alignment Search Tool (http: //blast.ncbi.nlm.nih .gov).
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resolucédo 466/2012 do Ministério da Saude.



77

8. RESULTADOS
8.1. Identificacdo das espécies do complexo Mycobacterium avium

Foram incluidas no estudo 11 cepas pertencentes ao CMA, previamente
identificadas pelo sequenciamento do gene hsp65, sendo cinco cepas de M. avium e seis

de M. intracellulare.

A fim de confirmar os resultados do sequenciamento do hsp65, foi realizada uma
PCR do fragmento ITS de 144 pb especifico do CMA. A analise da PCR mostrou a

presenca do fragmento ITS em 100% (11/11) das cepas analisadas.

Para avaliar a utilidade de outros marcadores na discriminacdo de espécies do
CMA, foram amplificadas as regides DT1 e DT6, previamente descritas como especificas
de M. intracellulare e M. avium respetivamente. A amplificacdo da DT6 mostrou 100%
(5/5) e 67% (4/6) de sensibilidade e especificidade respectivamente, enquanto a
amplificacdo de DT1 mostrou 33% (2/6) e 80% (4/5) de sensibilidade e especificidade,

respectivamente (tabela 10).

Em relacdo a origem das cepas incluidas no estudo, 100% (11/11) sé&o
provenientes de amostras de origem pulmonar, entre estas, 82% (9/11) foram coletadas
a partir de escarro e 18% (2/11) foram coletadas de lavado bronco alveolar (LBA). S6 se
tinha informacéo relacionada ao sexo dos pacientes em 90% (10/11) das cepas, 60%
(6/10) eram de sexo feminino e 40% (4/10) eram de sexo masculino. Contou-se com
informacéo disponivel de comorbidades em 81% (9/11) das cepas, entre estas, a DPOC
foi a mais comum, presente em 67% (6/9) dos pacientes, seguido da infeccéao pelo HIV

em 33% (3/9) dos pacientes.
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Tabela 10. Caracteristicas das cepas avaliadas

Cepa Origem  Comorbidade Sexo hsp65 ITS DT1 DT6
RGMAL1 LBA HIV F M. avium + - +
RGMA2  Escarro HIV M M. avium + - +
RGMA4  Escarro HIV NI M. intracellulare + + _
RIMA1  Escarro DPOC F M. intracellulare + _ _
RIMA2  Escarro DPOC M M. avium + _ +
RIMA4 LBA DPOC M M avium + _ +
RIMA5  Escarro DPOC F M. intracellulare + _ _
RIMA7  Escarro DPOC F M. intracellulare + + _
RIMA8  Escarro DPOC F M. intracellulare + _ +
SPMA1  Escarro NI F M. intracellulare + _ +
SPMA2  Escarro NI M M. avium + + +
DPOC: Doenca Pulmonar Obstrutiva cronica; LBA: Lavado Bronquioalveolar; HIV: virus da

imunodeficiéncia humana; F: Feminino; M: masculino; NI: Nao informado

8.2. Concentracdo minima inibitoria

A partir da determinacdo da CMI para os ATM avaliados, verificou-se que 27%
(3/11) das cepas foram resistentes a CLA com valores de CMI = 64 ug/ mL, também para
o EMB, foi detectada resisténcia em 27% (3/11) das cepas com valores de CMI = 64
pg/mL. Em relacdo ao perfil de sensibilidade a RIF, 18% (2/11) das cepas apresentaram
resisténcia (CMI = 64 pg/mL). Por outro lado, nenhuma das cepas avaliadas apresentou

fendtipo de resisténcia a AMI. (Tabela 11).

E importante destacar que 36% (4/11) das cepas apresentaram resisténcia a pelo
menos um dos ATM testados, trés identificadas como M. intracellulare e uma como M.
avium pelo sequenciamento do hsp65. Destas, apenas uma, a SPMA1 (M. intracellulare),
apresentou resisténcia apenas ao EMB; enquanto as outras apresentaram fenétipo de
resisténcia a mais de um ATM, RIJMA5 (M. intracellulare) resistente a CLA e EMB,
enquanto, RIJMA1 (M. intracellulare) e SPMA2 (M. avium) foram resistentes

simultaneamente a CLA, EMB e RIF.

Finalmente, a CMI de AUS e NUNLZ2 variou entre 200 e < 6,25 ug/mL e entre 50 e
< 6,25 pug/mL, respectivamente (Tabela 11).
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Tabela 11. Concentracdo Minima Inibitéria dos Antimicrobianos, Inibidores de
Efluxo e Brometo de Etideo frente as cepas avaliadas.

CMI dos ATM e IE (ug/mL)

Cepa CLA RIF EMB AMI VP TZ AUS NUNL2 BrEt
RGMAL 00625 2 16 4 512 <05 200 25 2
RGMA2 003125 2 8 4 512 <05 50 25 4
RGMA4 8 1 8 4 256 <05 200 25 1
RIMAL 64 64 64 o 256 16 100 50 4
RIMA2 8 <2 16 < 16 4 <625  <6.25 <
RIMA4 <2 < <4 <2 128 2 6.25 12.5 <2
RIMAS 256 <2 8 <2 128 8 25 6.25 <2
RIMAT <2 <2 <4 4 256 4 100 50 <
RIMAS 4 <2 4 <2 256 4 100 25 <
SPMAL <2 < 128 <2 256 4 200 12,5 2
SPMA2 128 64 64 <2 512 32 200 50 2

CMI: Concentracdo Minima Inibitéria; ATM: Antimicrobiano; IE: Inibidor de efluxo CLA:
Qlaritromicina; RIF: Rifampicina; EMB: Etambutol; AMI: Amicacina; VP: Verapamil, TZ: tioridazina; AUS:
Acido Usnico; NUNL2: 2,2,2-trifluoro-1- (1,4,5,6-tetrahidropiridin-3-il) etanona; BrEt: Brometo de etidio.

8.3. Mutacdes relacionadas a resisténcia a claritromicina

A andlise de mutacdes no gene 23S rRNA relacionadas a resisténcia a CLA
mostrou que 90% (10/11) das cepas avaliadas apresentou a sequéncia do gene avaliado
conservada e, apenas a cepa RIJMA5 (M. intracellulare) apresentou altos niveis de
resisténcia fenotipica a CLA (256 pg/mL), com mutagdo pontual na posicao 2058, com
mudanca de base de A-T.
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8.4. Ensaios modulatoérios

Para a analise da relagéo do efluxo, foi determinado o efeito modulatério dos IE na
atividade antimicrobiana, considerando-se significativo FM=4 (Tabela 12). O uso
combinado dos ATM com o VP mostrou um efeito modulatério na cepa RIMA5 (M.
intracellulare) com um alto nivel de resisténcia a CLA (256 pg/mL). Enquanto a TZ,
mostrou um FM significativo em duas das cepas resistentes, RIMAS5 (M. intracellulare) e
SPMA2 (M. avium) (128 pg/mL).

O AUS apresentou um FM>4 para as duas cepas resistentes a CLA (RIJMAS e
SPMAZ2). Embora o AUS nao tenha apresentado FM significativo frente a outra cepa
resistente a CLA (RIJMAL1), tem sido descrito que um FM = 2 ja indica uma potencial
atividade inibidora de efluxo quando sdo usados produtos naturais (FANKAM, 2017;
CABRAL; 2015; WAMBA,; 2018). Além disso, o uso combinado de AUS com RIF resultou
em um FM significativo para as duas cepas resistentes a este ATM, da mesma forma o

AUS apresentou FM significativo para todas as cepas resistentes ao EMB, 100% (3/3).

O NUNLZ2 mostrou FM significativo para todas as cepas resistentes a CLA com
reducdes de até 32 vezes do valor da CMI. Quando combinado com RIF, o NUNL2
mostrou um FM significativo em uma das duas cepas resistentes (SPMA2). Por fim,
guando combinado com EMB, o NUNL2 mostrou um FM significativo para todas as trés

cepas resistentes com valores entre 4 e 8.

Destaca-se que AUS ou NUNL2 reverteram a resisténcia a CLA observada na
cepa SPMA2 (M. avium).
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Tabela 12. Interacdo entre os inibidores de efluxo e a antimicrobianos frente

a cepas do complexo Mycobacterium avium.

Cepa ATM CMI* CMI+VP FM CMI+TZ FM CMI+AUS FM CMI+NUNL2 FM
(Mg/mL)  (pg/mL) (Mg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL)
RIMA1 CLA 64 64 1 64 1 32 2 16 4
(M. intracellulare) RIF 64 32 2 32 2 4 16 32 2
EMB 64 64 1 32 2 4 16 4 16
RIMAS5 CLA 256 64 4 32 8 16 16 32 8
(M. intracellulare)
SPMA1 EMB 64 64 1 64 1 8 8 8 8
(M. intracellulare)
SPMA2 CLA 128 128 1 32 4 4 32 4 32
(M. avium) RIF 64 64 1 32 2 8 8 16 4
EMB 64 64 1 32 2 16 4 16 4

ATM: Antimicrobiano; CMI: Concentragdo Minima Inibitéria; VP: Verapamil; TZ: Tioridazina; AUS:
Acido usnico; FM: fator modulatério; CLA: Claritromicina; RIF: Rifampicina; EMB: Etambutol

8.5. Ensaios de acumulacéo do BrEt

Apoés determinar o FM dos IE, estes compostos foram avaliados para sua
capacidade de inibir a atividade de efluxo nas cepas estudadas, através de ensaios de
acumulacao intracelular do substrato BrEt, uma vez que este composto é capaz de entrar

na célula por difusdo passiva e pode ser removido desta pelo sistema de efluxo ativo.

Primeiramente, foi determinada a concentracdo do BrEt em equilibrio entre o
influxo e efluxo. Para isto foram testadas cinco diferentes concentracfes de BrEt (0,25 a
2,0 yg/mL). Foi determinada a concentracdo de BrEt que causou maior acumulo sem
comprometer a viabilidade celular, ou seja, que nédo excederam % da MIC para EtBr
(Figura 2).
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Figura 2. Acumulacdo de brometo de etidio em diferentes concentragdes
frente as cepas do complexo Mycobacterium avium. (A) RIMA1- M. intracellulare, (B)
RJIJMAS - M. intracellulare, (C) SPMAL1- M. intracellulare e (D) SPMA2- M. avium. Tampao
Fosfato Salino (PBS) 1X, brometo de etideo (BrEt)

A seguir foram realizados os ensaios de acumulo do BrEt nas condicdes
estabelecidas (BrEt 0,5 pug/mL, suplementado com glicose 0,4%) tanto na auséncia
guanto na presenca dos IE. A atividade de efluxo foi quantificada comparando os dados
obtidos para a populacdo bacteriana sob condi¢ées que permitem o efluxo maximo, ou
seja, na auséncia do IE, com os dados obtidos na presenca do IE, no qual é avaliada a
inibicdo do efluxo celular, ou seja, o0 substrato acumula mais dentro da célula, logo, o

aparelho é capaz de detectar um aumento da fluorescéncia emitida pelo BrEt ao longo

do tempo.

Primeiramente, podemos observar na Figura 3, que as quatro cepas nas condi¢des
avaliadas mostraram atividade de efluxo de EtBr. Além disso, os resultados mostram que

esta atividade de efluxo pode ser inibida na presenca de todos IE avaliados.
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A atividade inibidora do efluxo foi calculada a partir da FFR, dos quatro IE testados
frente as cepas de CMA, os valores sao apresentados na tabela 13. Cabe destacar, que
um FFR maior que zero indica que as células acumulam mais BrEt nas condi¢cbes

utilizadas, na presenca dos IE, que as células controle (na auséncia de IE).

VP e TZ mostraram atividade inibidora frente a todas as cepas avaliadas,
interessantemente o VP mostrou maior atividade inibidora frente a duas cepas
identificadas como M. intracellulare, RIMAL1 e SPMAL, apresentando FFR de 16,6 e 2,6,
respectivamente. O TZ, por sua vez, foi o melhor IE para a cepa RIJMA5 (M.
intracellulare), com um FFR de 3,4. No entanto, para a cepa SPMA2, a Unica M. avium
resistente, os dois IE classicos apresentaram um similar desempenho, com valores de
FRR de 15,6 para VP e 15,9 para TZ.

Os candidatos a inibidores, AUS e a NUNL2, se mostraram promissores IE frente
as cepas resistentes aos ATM. Para o AUS destaca-se uma atividade similar ao TZ e
superior a NUNL2 frente a cepa SPMAL (M. intracellulare), com um FFR 1,8. Ja NUNL2,
mostrou-se o segundo melhor IE frente as cepas RIMAL (M. intracellulare) (FRR=8,2) e
RJIMAS (M. intracellulare) (FRR=2,7). No entanto, o destaque da atividade da NUNL?2 foi
frente a cepa SPMA2 (M. avium), apresentando um FRR de 20,9.
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Figura 3. Efeito dos inibidores de efluxo na acumulacdo de brometo de etidio
(0,5 pg/mL) frente as cepas do complexo Mycobacterium avium. (A) RIMAL- M.
intracellulare, (B) RIMAS - M. intracellulare, (C) SPMAL- M. intracellulare e (D) SPMA2-
M. avium. Tampdo Fosfato Salino (PBS) 1X, Verapamil (VP), tioridazina (TZ), acido
usnico (AUS), brometo de etideo (BrEt).

Tabela 13. Valores da Fluorescéncia Final Relativa obtidas nos ensaios de

acumulacéo
IE CEPA

RIMA1 RIMA5 SPMA1 SPMA2
M. intracellulare M. intracellulare M. intracellulare M. avium

VP 16,6 1,2 2,6 15,6

TZ 6,7 3,4 1,8 15,9

AUS 4,7 0,8 1,8 6,8

NUNL 8,2 2,7 0,7 20,9

2

IE: Inibidor de efluxo; VP: Verapamil; TZ: Tioridazina; AUS: Acido Gsnico
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9. Discussao

As infecc¢des causadas por membros do CMA, especialmente as DP-CMA, cursam
de forma crbnica, com sinais clinicos e sintomas inespecificos e apresentam uma alta
taxa de morbimortalidade. Nao existe um consenso sobre a melhor terapia a ser
empregada para estas infec¢des, além disso alguns membros do CMA apresentam
elevados niveis de resisténcia intrinseca e adquirida aos ATM mais comumente utilizados
no tratamento de outras doencas infecciosas (SHAH, 2016; COWMAN, 2019; LOPEZ-
LUIS, 2020; DALEY, 2020; GOPALASWAMY, 2020).

A correta discriminacdo entre os membros do CMA e outras micobactérias que
ocasionam infec¢des pulmonares, € fundamental na pratica clinica. Neste estudo foram
utilizadas onze cepas do CMA, isoladas de pacientes com DP-CMA. As cepas foram
identificadas previamente através do sequenciamento do gene hsp65 (HSIAO, 2010;
BONA, 2011; JOAO, 2014; SIMNER, 2015; MALEKI, 2017; KIM, 2018). Com a finalidade
de considerarmos a acuracia de outros loci para identificacdo dos membros do CMA, foi
realizada a amplificagédo por PCR de uma regido espagadora transcrita interna, localizada
entre os genes 16S e 23S rRNA (ROTH, 1998), que identificou acuradamente todas as
cepas como membros do CMA, mostrando neste estudo, ser um marcador util na hora

de identificar membros do CMA.

Também, a fim de diferenciar as duas espécies mais importantes do CMA, M.
avium e M. intracellulare; utilizando o sequenciamento do hsp65 como padrao ouro, neste
estudo foram amplificadas as regiées DT6 e DT1; sequéncias de cdpia Unica identificadas
no genoma de M. avium (DEVALLOIS, 1996; DEVALLOIS, 1997; SIRCILI, 1999), no

entanto, estas mostraram baixa acuracia para diferenciacdo entre estas espécies.

A presenca destas sequéncias em membros do CMA esta baseada na
discriminagcdo por sorotipos. A amplificacdo da regido DT6 sugere a presenca de M.
avium nos sorotipos 1 a 6, 8 a 11 e 21, enquanto a amplificacdo da regido DT1 sugere a
presenca de M. intracellulare nos sorotipos 2, 3, 7, 12 a 20 e 23 a 25 (DEVALLOIS, 1996;
DEVALLOIS, 1997; GARRIGA, 1999; GLODIC, 2019), no entanto a diferenciacdo por
sorotipo é pouco especifica, e ndo abrangem todas as espécies do CMA, além disso,
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com o tempo tem sido descritos até 31 sorotipos, e a presenca destas regides nao foi

estudada em todos esses sorotipos.

Outras abordagens moleculares como amplificacdo do gene 16S rRNA,
sequenciamento do gene rpoB e sequenciamento total do genoma (WGS), tem sido
sugerida por apresentar alta acuracia (UCHIYA,2017; QUAN, 2018; CASTEJON, 2018).
A identificacdo de sequéncias que possam ser usadas como alvos para identificacdo de
espécies do CMA é essencial para o desenvolvimento de novas plataformas

diagnosticas.

Além da correta identificacdo e diferenciacdo entre membros do CMA, também é
importante considerar o perfil de sensibilidade aos ATM mais comuns usados na DP-
CMA. A terapia recomendada por especialistas prevé o uso de CLA e azitromicina,
combinada com RIF e EMB. Além disso, em casos graves da doenca e/ou em pacientes
gue ndo respondem ao tratamento, o uso de um aminoglicosideo, como a AMI pode ser
recomendado (GRIFFITH, 2007; WALLACE JR, 2013; HAWORTH, 2017; KWON, 2019;
DALEY, 2020; GRIFFITH, 2020).

Apesar da disponibilidade de ATM de diferentes familias, a falha terapéutica é
comum, e pode estar associada a fatores como a toxicidade que alguns ATM geram nos
pacientes, assim como a resisténcia que apresentam alguns membros do CMA aos ATM,
0 que piora o prognostico clinico. A resisténcia clinica aos ATM é o fendétipo de um
processo evolutivo que envolve fenbmenos genéticos e epigenéticos, entre estes, um
importante mecanismo descrito é a extrusdo ativa dos ATM através de bombas de efluxo
(SCHMALSTIEG, 2012; BLANCO, 2016; DU, 2018).

A extrusdo de ATM do interior da célula bacteriana resultante do mecanismo de
efluxo desempenha um importante papel na reducédo da concentracdo do ATM, conforme
ja tem sido amplamente descrito tanto em organismos pluri como unicelulares (NASH;
2001; SCHMALSTIEG, 2012).

Em uma terapia de longa duragédo, como a utilizada no tratamento da DP-CMA é
possivel que emerjam as condi¢cdes necessarias para a sobre expressdo de genes
reguladores transcricionais e/ou codificadores de bombas de efluxo, que reduzam a

atividade antimicrobiana, permitindo assim a sobrevivéncia de uma popula¢cédo com baixo
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nivel de resisténcia e, que sob estresse e continuo crescimento possam gerar
subpopula¢des com mutacdes cromossémicas que confiram um alto nivel de resisténcia
(ROSSI, 2006; LI 2009; RODRIGUES, 2009, SCHMALSTIEG, 2012; BALDWIN, 2019;
PAN, 2020; MENICHINI, 2020; RINDI, 2020; PARKER, 2020).

Neste estudo, avaliamos a relacao do efluxo com a resisténcia aos ATM em quatro
cepas pertencentes ao CMA. Duas cepas de M. intracellulare que apresentaram
resisténcia apenas a um ATM, CLA ou EMB, uma cepa de M. intracellulare e uma de M.
avium que apresentaram fenétipo MDR, sendo ambas resistentes a CLA, RIF e EMB.
Através de ensaios modulatorios, avaliamos a presenca da atividade de efluxo nestas

cepas, estudando a interacao dos IE com os ATM.

Os compostos considerados classicos IE, VP e TZ, apresentaram FM significativo
apenas quando testados em combinacdo com CLA, frente a uma cepa de M. intracellulare
com resisténcia de alto nivel. Na presenca de VP esta cepa reduziu a CMI em até quatro
vezes e na presenca de TZ a CMI foi reduzida em até oito vezes. Além disso, TZ
apresentou um FM significativo frente a cepa de M. avium. Estes resultados corroboram
estudos anteriores e indicam a possibilidade que as principais espécies de CMA tem um
sistema de efluxo que exportam CLA e séo inibidos por estes compostos (RODRIGUES,
20009).

Outros compostos, como o AUS e NUNL2 tém mostrado potencial como IE
(RAMOS, 2010; SILVA, 2017; RAMIS, 2018; VIANNA, 2019). Os ensaios modulatérios
realizados demonstraram que ambos compostos reduziram a resisténcia aos ATM em
quase todas as cepas testadas, com um FM entre = 4 e 32. Cabe destacar que apenas
frente a uma cepa de M. intracellulare, AUS e NUNL2 apresentaram um FM= 2 em
combinacédo com a CLA e RIF, respectivamente, no entanto, para produtos naturais este
FM ja indica um potencial atividade inibidora de efluxo (CABRAL; 2015; FANKAM, 2017;
WAMBA,; 2018).

Neste estudo observou-se que AUS e NUNL2 foram mais eficazes na inibicdo do
efluxo do que VP e TZ. Destacamos também que AUS ou NUNL2 reduziram a CMI de
CLA frente a uma cepa de M. avium, transformando um fenétipo de resisténcia para

sensivel. Em um cenario de alto nivel de resisténcia intrinseca e elevada taxa de falha



88

terapéutica, associado a escassez de alternativas terapéuticas, os adjuvantes que
possam potencializar a acdo dos ATM, e mesmo reverter um perfil de resisténcia, tem
destaque no portfélio de desenvolvimento novos farmacos para o tratamento de doencas
infecciosas, especialmente na DP-CMA que se mostra resistente a CLA (KADORA, 2015;
ADACHI, 2020).

A confirmacé&o da atividade de um sistema de efluxo foi comprovada pelo ensaio
de acumulacdo intracelular do substrato fluorescente BrEt. Nesses ensaios de
acumulacao, VP e TZ tiveram um 6timo desempenho como IE frente as quatro cepas
avaliadas, assim como também ja foi demonstrado pelos ensaios de Rodrigues et al.,
(2009).

Foi observado que frente as cepas de M. intracellulare, o VP foi o melhor IE,
seguido do TZ e o NUNL2, com uma atividade de IE similar. A atividade do AUS como IE
apresentou a menor atividade para todas as cepas, mas frente a uma cepa de M.
intracellulare apresentou a mesma atividade que o IE classico TZ. Em relagcédo a Unica
cepa da espécie M. avium, o NUNL2 apresentou a melhor atividade de IE, com um RFF
de 20,9, o maior valor em nosso estudo nesta cepa, além disso, os IE classicos também

apresentaram um valor de FFR altamente significativo.

Destaca-se que a boa atividade de NUNL2 ocorreu frente as  trés cepas que
apresentaram fenotipo de resisténcia a CLA, principal ATM do esquema terapéutico nas
infeccdes ocasionadas por membros do CMA. Desta forma, ressalta-se a potencial
atividade de inibicdo do mecanismo de efluxo dos compostos, AUS e NUNL2 frente as

espécies de CMA aqui testadas.

O AUS é um composto de origem natural obtido do metabolismo de liquens e
tem sido demonstrado atividade antimicrobiana e inibidora de efluxo. Seu mecanismo de
acao nao € completamente elucidado, no entanto, alguns estudos relatam a capacidade
deste composto de atuar alterando a integridade da membrana celular, levando ao
rompimento da célula (GUPTA, 2012; GUPTA, 2018). Outros estudos tém sugerido que
0 AUS pode inibir a sintese de acido nucleico e interferir com a sintese de acidos graxos
e peptidoglicanos (RAMOS, 2010; CARVALHO, 2016; CIRILLO, 2018).
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A atividade antimicrobiana do AUS foi detectada anteriormente em micobactérias,
como M. aurum (INGOLFSDOTTIR, 1998), M. kansasii, M. fortuitum (RAMOS, 2010) e
M. abscessus (RAMIS, 2018). Nossos resultados também destacam CMTB uma
atividade antimicrobiana do AUS frente a todas as cepas de CMA avaliadas, uma vez que
apresentou valores de CMI < 200 pg/mL (TOSUN, 2004). Além disso, para duas cepas
os valores de CMI do AUS foram ainda menores, < 6,25 pg/ (ORME, 2001).

Em relagdo ao uso do AUS como IE, ja foi descrita uma potente atividade deste
composto natural em CMABS, através de ensaios de acumulacao do BrEt (RAMIS, 2018).
Neste sentido, considerando estes e 0s nossos resultados, evidenciamos que o AUS se
mostra um promissor candidato a IE, para desenvolver um farmaco com potencialidade

de ser utilizado como adjuvante no tratamento de infeccdo por duas importantes MNT.

Também, ressaltamos os resultados referentes ao composto NUNL2, uma
tetrahidropiridina previamente descrita como IE. Estes compostos possuem uma ampla
gama de bioatividades descritas e agdo antimicrobiana contra bactérias gram-positivas,
gram-negativas e fungos (PRACHAYASITTIKUL, 2010). Os resultados deste estudo
mostram uma atividade antimicrobiana do NUNL2, com CMI de < 50 para todas as cepas.
Ramis et al., (2019), relatou valores de MIC entre 50 e 200 mg /ml para o composto
NUNL2 em cepas de CMABS (RAMIS, 2019).

NUNL?2 foi previamente descrito como IE da bomba de efluxo AcrB in vitro e in
silico em E. coli, e do mecanismo de efluxo em membros do CMAB (SILVA Jr, 2017,
VIANNA, 2019). Recentemente, Halicki et al., (2021) avaliou a atividade IE do NUNL2
frente a duas cepas de M. tuberculosis. Neste trabalho, o NUNL2 foi capaz de aumentar
a sensibilidade da cepa multirresistente aos ATM evidenciando um sinergismo com a
rifampicina (HALICKI, 2021).

Finalmente, considerando que a CLA ¢é o principal ATM utilizado no tratamento das
infeccdes causadas pelos membros de CMA, buscamos identificar as mutacoes
candnicas no gene 23S rRNA, relacionadas a resisténcia & CLA. Nas 11 cepas avaliadas
foi encontrada apenas uma mutacdo, que ocorreu na posi¢ao 2058 (A->T) 23S rRNA da

cepa RIMAS (M. intracellulare).
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E interessante destacar que esta mutacdo foi previamente descrita como
relacionada com resisténcia em baixo nivel a macrolideos (JAMAL, 2000; PFISTER,
2004; GRIFFITH, 2006). No presente estudo a cepa RIJIMAS5 apresentou altos niveis de
resisténcia a CLA (256 pg/mL). Considerando que o efluxo esta relacionado com a
resisténcia aos ATM é possivel inferir a possibilidade de que em algumas cepas ocorra
uma atividade sinérgica entre o efluxo e a mutacdo para determinar altos niveis de

resisténcia aos ATM.

Em duas cepas resistentes a CLA que apresentaram o gene 23S rRNA intacto,
embora suas CMI tenham sido reduzidas na presenca de IE, mantiveram valores que
caracterizam a resisténcia a CLA, sugerindo que outros mecanismos e/ou mutacdes

podem estar relacionado com a resisténcia a CLA.

Um grande obstaculo para a implementacédo de IE em combinagdo com ATM, é
devido ao fato de que a modulacdo de sistemas de efluxo pode ser téxico devido a
multiplicidade de papéis fisiolégicos que os IE podem desempenhar nas células
humanas. Nesse contexto, a descoberta de compostos que atuem na inibicdo de bombas
de efluxo exclusivas de procariotos pode favorecer o desenvolvimento de farmacos com
potencialidade de uso clinico (BHARDWAJ, 2012; KOURTESI, 2013; LUCARINI, 2021).

Estudos de farmacocinética e farmacodindmica em modelo animal e de toxicidade
ex vivo poderdo permitir o avango no desenvolvimento de candidatos a IE que possam

ser utilizados como adjuvantes na prética clinica.
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10. CONCLUSAO

1. A amplificagédo da regido ITS de 144 pb foi eficiente na identificacdo de
membros do CMA, enquanto a amplificacdo das regides DT1 ou DT6, apresentou
baixa acuracia para discriminagéo entre M. intracellulare e M. avium;

2. O REMA, um teste rapido e de baixo custo, foi util para identificar isolados
do CMA monoresistentes e MDR, bem como avaliar a CMI dos IE;

3. O AUS e a NUNLZ2 apresentaram atividade antimicrobiana frente a M. avium
e M. intracellulare;

4. O AUS e a NUNL2 também mostraram atividade inibidora do efluxo
reduzindo a resisténcia a CLA, RIF e EMB, e em alguns casos restaurando a
sensibilidade terapéutica de M. avium e M. intracellulare;

5. O fendtipo de resisténcia a CLA em diferentes niveis, foi observado nos

membros do CMA, independentemente da presenca de mutacdes no gene 23S rRNA,;

Finalmente, considerando a importancia do CMA na etiologia de doencas infecciosas
associado a resisténcia aos ATM destes microrganismos, reforca a necessidade de
ampliar o conhecimento sobre as bases moleculares da resisténcia aos ATM, bem

como buscar novas estratégias terapéuticas.
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APENDICE A

TRABALHOS COMPLEMENTARES

a) Participacdo em eventos académicos

Mostra de experiéncias exitosas na atencdo as pessoas com tuberculose no Rio
Grande do Sul. Porto alegre, 24 de setembro do 2018. Apresentacdo de poster
intitulado como: “Experiéncia diagnostica do Xpert MTB/RIF® narotina de um

hospital no extremo sul do brasil”.

Curso de curta duracdo (27 h), Whole Genome Sequencing of tuberculosis.
Faculdade de Medicina, Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), 16 a 18
de outubro de 2018.

International Course on Epidemiology for Microbiology (ICEM) -Universidade
Federal Fluminense (UFF). Niterdi, Rio de Janeiro, 21 a 23 de outubro2019.

182 Mostra da Producéo Universitaria e 21° encontro de Pds-Graduagdo da
Universidade Federal do Rio Grande, 07 a 09 de outubro de 2019. Apresentacao
oral de trabalho intitulado: “Inibicao de bombas de efluxo em isolados clinicos de

Mycobacterium abscessus resistentes aos antimicrobianos”.

"19° Mostra da Produgdo Universitaria e 22° encontro de Pds-Graduacdo da
Universidade Federal do Rio Grande, 11 a 13 de novembro de 2020. Apresentacao
oral do trabalho intitulado: “Analise das internagdes hospitalares por tuberculose

pulmonar no brasil entre os anos de 2015-2019”



b)
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Participacdo em outros projetos de pesquisa

Identificacdo de isolados clinicos de M. tuberculosis monoresistentes a
isoniazida proveniente do Laboratério Central do Estado do Rio Grande do Sul,
no periodo de 2010 a 2014

Andlise do perfil de suscetibilidade de cepas de Mycobacterium abscessus

frente a antimicrobianos frequentemente utilizados.

Participagdo em artigos cientificos
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Portugal, I., von Groll, A., da Silva, P. E. A., Kritski, A. L., Perdigao, J., &#38;
Rossetti, M. L. R. (2021). Genomic-based surveillance reveals high ongoing
transmission of multidrug-resistant Mycobacterium tuberculosis in Southern
Brazil.  <i>International  Journal of  Antimicrobial = Agents</i>.
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e Artigo de revisdao em construgao: “Multiple factors related to Mycobacterium

abscessus infections: A review” (Etapa final de revisédo para ser submetido).
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