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RESUMO

BRITO, A. C. Atividade antimicrobiana de diferentes farmacos contra
Mycobacterium abscessus organizada em biofilmes ou localizada em
fagossomos. 2013. 107p. Tese (Doutorado) - Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas, Universidade De Sao Paulo, Sdo Paulo, 2013.

A Mycobacterium abscessus subspécie abscessus é um pesadelo quando
envolvida em infeccdo pulmonar que séo incuraveis, a despeito do uso de
antimicrobianos com atividade in vitro, caso o tratamento ndo inclua a ressecc¢éo
cirdrgica da area afetada. E a micobactéria patogéncia de crescimento rapido
mais frequentemente isolada de culturas de sitios pulmonares. H4 um namero
reduzido de opcbes terapéuticas para o tratamento dessas infec¢des, e € ainda
mais reduzido o numero de antimicrobianos que atingem concentracfes
terapéuticas no compartimento intracelular, em particular no fagossomo. O
namero limitado de antimicrobianos disponiveis para tratamento apontam a
necessidade de determinacdo do perfil de susceptibilidade frente a
antimicrobianos isolados e em combinagdo, nos compartimentos intra e
extracelular. Os objetivos deste estudo foram avaliar: a sensibilidade de M.
abscessus estruturadas em biofilmes e presentes no interior dos macrofagos; a
ocorréncia de sinergismo quando da associacdo entre farmacos, inibidores de
betalactamase e o anti-inflamatoério. As combinac¢des entre os antimicrobianos
foram apenas indiferente quanto ao FIC e a atividade dos farmacos em biofilme

e em macréfagos € bacteriostatico.

Palavras-chave: Mycobacterium abscessus; Macréfago; Biofilme; Resisténcia.



ABSTRACT

BRITO, A. C. Antimicrobial activity of different drugs against
Mycobacterium abscessus in biofilms organized or located in
phagosomes. 2013. 107p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade De Sao Paulo, S&o Paulo, 2013.

Mycobacterium abscessus subspecies abscessus is a nightmare when involved
in lung infection that is incurable, despite the use of antibiotics with in vitro
activity, if the treatment does not include surgical resection of the affected area.
It is a MCR - rapidly growing mycobacteria pathogenic most frequently isolated
from cultures of lung sites. There are a small number of therapeutic options for
the treatment of such infections is further reduced and the number of drugs that
reach therapeutic concentrations in the intracellular compartment, particularly in
the phagosome. The limited number of antimicrobials available for treatment
indicate the need for determining the susceptibility profile against antimicrobials
alone and in combination, in the intra and extracellular compartments. The
objectives of this study were sensitivity of MCR structured biofilms and present
in macrophages, the occurrence of synergism when the association between
drugs, beta-lactamase inhibitors and anti-inflammatory. Combinations of
antimicrobials were just indifferent and the activity of drugs on biofilms and

macrophages was bacteriostatic.

Keywords: Mycobacterium abscessus; Macrophage; Biofilm; Resistance.
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1.INTRODUCAO

1.1. Histérico

Estima-se que as micobactérias tenham surgido ha aproximadamente
150 milhdes de anos, e o antecessor das micobactérias do complexo M.
tuberculosis estava presente no leste da Africa e provavelmente causando
doenca em hominideos ha cerca de trés milhdes de anos. Ja foi documentada
a presenca de DNA de M. tuberculosis em mumias de individuos que viveram
no Egito, india e China ha 5000, 3300 e 2300 anos atras, respectivamente
(DANIEL, 2006). O género Mycobacterium é o Unico da familia
Mycobacteriaceae. A etimologia da palavra Mycobacterium indica fungo em
forma de bastonete, em funcdo de seus aspectos colonial e a microscopia
optica (BRENNER et al, 2005).

A microscopia evidencia que as micobactérias tem algum grau de
pleomorfismo. O formato das células é de bacilos retos ou ligeiramente curvos,
medindo de 0,2 a 0,7um de largura e 1 a 10 um de comprimento. Sao aerébios
ou microaerofilos, iméveis e ndo possuem esporos ou capsulas (HOLT et al,
1994). Atualmente, sdo conhecidas 164 espécies e 13 subespécies, que fazem
parte do género Mycobacterium que estdo descritas na lista de espécies

bacterianas com nomes aprovados (EUZEBY, 2013).
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1.2. Parede Celular

A parede celular das micobactérias € uma das organelas que mais
chama atencdo nos estudos com células de micobactérias. Possui arquitetura
Unica, composta de quatro camadas que apresenta organizacdo diferente de
outros procariotos (Figura 1). Composta de diferentes lipideos, a camada mais
externa inclui 0S glicolipidios, sulfolipidios, fenolglicolipidios,
peptidioglicolipidios e os lipoarabinomanano. A rigidez da parede é mantida
pela presenca do peptideoglicano que forma a camada mais interna da parede
e é composto por acido N-glicoliimuramico em vez de acido N-acetilmuramico,
encontrado na maioria de outras bactérias. A camada seguinte € o
arabinogalactano que se liga ao peptideoglicano por meio de ligacdes
fosfodiéster. Ligados covalentemente ao arabinogalactano estdo os &cidos
micdlicos que representam cerca de 60% da parede celular micobacteriana, 0s
quais se constituem de lipidios formados basicamente de &cidos graxos de
cadeia longa, com 60 a 90 &tomos de carbono.

A tamanha complexidade e importancia da parede celular
micobacteriana é explicada, principalmente, pela riqueza de lipidios complexos,
responsaveis pela alta resisténcia das micobactérias aos agentes fisicos e
quimicos e pela propriedade de alcool-acido resisténcia (RASTOGI, 2001).
Estes acidos micolicos formam uma cobertura que permite a micobactéria ser
resistente a dessecacdo, podendo sobreviver por periodos prolongados em
condi¢cOes extremas. Essa protecdo € importante na resisténcia a antibiéticos,
uma vez que a grande maioria € incapaz de penetrar a parede celular (PRIMM

et al, 2004).
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tieeitilintet

Figura 1 - Representacdo esquematica da parede bacteriana de organismos
Gram-positivos (A), organismos Gram-negativos (B), Micobactérias (C),
Fosfolipideos (1), Peptideoglicano (2), Lipideos + LPS (3), Porina (4), Ac.
Micolico (5), Lipideos (6), Lipoarabinogalactano (7) e Arabinogalactano (8).

Fonte - URL:http://www.uct.ac.za/depts/mmi/lsteyn/cellwall.html

1.3. Taxonomia

A definicdo do género Mycobacterium baseia-se em trés critérios
importantes: porcentagem de citosina e guanina do DNA compreendida entre
31 a 71%, sintese de acidos micdlicos e resisténcia a descoloragéo por alcool-

acido (principio da técnica de Ziehl-Neelsen). As micobactérias sé&o


http://www.uct.ac.za/depts/mmi/lsteyn/cellwall.html
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consideradas Gram-positivas, porém ndo se coram bem por este método
(LEVY-FREBAUT & PORTAELS, 1992).

Originalmente as micobactérias foram classificadas de acordo com o
seu tempo de crescimento in vitro e quanto a producdo de pigmentos
carotendides (RUNYON, 1959), em trés grupos de crescimento lento nos quais
podem ser fotocromogenas (produzem o pigmento somente na presenca de
luz), escotocromogenas (produzem pigmento também na auséncia de luz) e

acromogenas (ndo produzem pigmento) e o grupo de crescimento rapido que

podem ser pigmentadas ou ndo (Quadro 1).

Quadro 1 - Classificagcdo das micobactérias de acordo com 0 seu tempo de

crescimento in vitro e producao de pigmentos carotenoides.

Grupo Crescimento Lento Crescimento Rapido
Grupo | Fotocromdgenas -
Grupo Il Escotocromoégenas -
Grupo Il Acromogenas -
Grupo IV - Acromoégenas ou nao

O tempo de multiplicacdo é, geralmente lento, com grande variacao
dentro do género, o que permite dividir as espécies quanto ao tempo de
crescimento em: rapido — tempo de geracéo de 3 a 4 horas (crescimento visivel
em menos de sete dias) e lento — tempo de geracdo acima de 16 horas
(crescimento visivel em mais de sete dias). Crescem em meio solido gerando
colonias visiveis a olho nu entre o terceiro e 0 sétimo dia de incubacgao, por

isso, sdo classificadas como “Micobactérias de Crescimento Rapido”, pois é
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rapido quando comparado com Mycobacterium tuberculosis; apresentam tanto
colénias lisas como rugosas nao pigmentadas (BROWN-ELLIOT, 2002).

A temperatura de crescimento das espécies micobacterianas varia de
25°C a 45°C e as colbnias possuem aspecto liso ou rugoso e algumas, na
presenca ou auséncia da luz (WAYNE & KUBICA, 1986).

De acordo com o grau de patogenicidade, as micobactérias séo
divididas em estritamente patogénicas, patogénicas, potencialmente
patogénicas, patogenos raros e saproéfitas (TSUKAMURA, 1984). As espécies
classificadas como potencialmente patogénicas ou patdégenos raros e
sapréfitas, atualmente designadas micobactérias ndo tuberculosas (MNTS),
incluem diversas espécies que podem causar infeccdes pulmonares,
ganglionares, cutaneas e infeccbes disseminadas em  humanos
imunocomprometidos. Entre as micobactérias estritamente patogénicas estao o
Mycobacterium leprae que causa a hanseniase e o complexo M. tuberculosis
com as espécies M. africanum, M. bovis, M. canetti, M. caprae, M. microti, M.
pinnipedii e M. tuberculosis, que causam a tuberculose humana e/ou animal. As
micobactérias M. abscessus, M. chelonae, M. fortuitum e M. peregrinum estédo
classificadas como potencialmente patogénicas (DAVID et al, 1989).

Um numero crescente de casos e surtos de infec¢des causadas por
micobactérias de crescimento rapido tém sido relatados em publicacdes
nacionais e internacionais. Os agentes mais prevalentes pertencem aos
complexos Mycobacterium chelonae-abscessus e Mycobacterium fortuitum-
peregrinum (WALLACE, 1983). Estas espécies sao ubiguas no ambiente,
podem ser resistentes ao processo de cloracdo utilizado para tratamento de

agua de piscinas ou para consumo humano, podem ser resistentes ao
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glutaraldeido e a sua replicacdo ocorre mesmo em condi¢cdes de escassez de
nutrientes. Essas caracteristicas, quando somadas a procedimentos
inadequados de desinfeccdo e esterilizacdo, e procedimentos invasivos,
meédicos ou ndo, criam um cenario favoravel a ocorréncia de infeccbes (LE
DANTEC et al, 2002).

A nomenclatura bacteriana atual além de M. fortuitum, M. peregrinum, M.
chelonae e M. abscessus constam outras espécies e subespécies. Pelo
meétodo de reacdo da polimerase em cadeia seguido de andlise por enzima de
restricdo (PCR — PRA) do gene hsp65 sé&o identificados M. abscessus tipo 1 e
M. abscessus tipo 2 (CHIMARA et al, 2008). O M. abscessus tipo 2 apresenta
por este método os mesmos perfis de fragmentos de DNA que as espécies
anteriormente denominadas M. bolleti e M. massiliense, sua correta
diferenciacdo é feita com o sequenciamento de um fragmento do gene rpoB
(ADEKAMBI, 2003; ADEKAMBI e DRANCOURT, 2004; ADEKAMBI, 2004;
ADEKAMBI, 2006). Recentemente, baseado em experimentos de hibridizac&o
DNA-DNA, foi revisada a nomenclatura dessas espécies, de modo que M.
abscessus passou a ser designada M. abscessus subsp. abscessus enquanto
M. massiliense e M. bolletii passaram a ser designadas M. abscessus subsp.
bolletii (SAMPAIO, 2010).

A nomenclatura de MNTs tem sido objeto de constantes atualizacoes,
por vezes causando dificuldades em andlises epidemiolégicas e diferenciacéo
entre novas infeccbes e recrudescéncia do quadro inicial. A espécie M.
abscessus, patogeno frequentemente encontrado em infec¢bes pulmonares,
teve sua nomenclatura modificada varias vezes nos ultimos 20 anos.

Inicialmente designada como M. chelonei (subespécie abscessus) passou a M.
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chelonae (subespécie abscessus), até que em 1992 recebeu a designacdo M.
abscessus. No entanto, muitos laboratérios ainda relatam seus isolamentos
como complexo M. chelonae ou M. chelonae/abscessus (DALEY e GRIFFITH,

2002).

1.4. Mycobacterium abscessus

A Mycobacterium abscessus causa infeccdo pulmonar e o0s
antimicrobianos com atividade in vitro ndo levam a cura microbiolégica. A cura
clinica s6 é obtida se a doenca for localizada e se for possivel a intervencéo
cirdrgica (Griffith et al, 2007)

A descricdo de M. abscessus foi realizada h& cerca de 60 anos, e a
designacéo da espécie refere-se ao fato de que a cepa tipo (ATCC 19977) foi
isolada de um abscesso de joelho.

A M. abscessus subsp. abscessus é a principal micobactéria de
crescimento rapido envolvida com infeccbes pulmonares e a mais resistente
aos antimicrobianos disponiveis. Estd entre os principais agentes etioldgicos de
doenca pulmonar causada por MNTs de crescimento rapido, tanto em paises
desenvolvidos como em desenvolvimento (PARK et al, 2007; MARTINEZ et al,
2007; STEPHEN et al, 2006).

Apesar de pertencer ao género Mycobacterium, possuem
caracteristicas muito diferentes daquelas das espécies que sdo patdgenos
humanos classicos M. tuberculosis, M. leprae e M. bovis. As MCR sao

onipresentes na biosfera, sendo encontradas em todos os lugares com
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condicOes favoraveis a vida, pois sdo capazes de sobreviver em ambientes
inGspitos e com pouco nutrientes.

Um historico confuso sobre a identificacdo desse microrganismo
perpetuou-se ao longo das Ultimas décadas e permanece até os dias atuais.
Costumeiramente os pesquisadores classificavam erroneamente como sendo
M. chelonae, uma vez que as provas bioquimicas disponiveis produziam
resultados muito semelhantes e eram incapazes de fazerem essa diferenciacao
entre esses dois taxons, que foram entdo classificados em 1972 como M.
chelonae subsp. chelonae e M. chelonae subsp. abscessus. Somente 20 anos
depois, por meio de estudos de hibridizacdo DNA-DNA foi verificado menos de
70% de similaridade entre essas duas espécies, que foram entdo renomeadas

como as espécies M. abscessus e M. chelonae (KUSONOKI & EZAKI, 1992).

1.5. Diagnéstico de Micobacterioses nao tuberculosas-MNT

Os critérios para o diagnéstico e tratamento de doenca causada por
micobactérias ndo tuberculosas foram definidos internacionalmente pela
American Thoracic Society (Griffith, 2007). Esses critérios tém sido observados
no Brasil, conforme citagdes em estudos realizados em centros de atendimento
de pacientes com infec¢des causadas por micobactérias. No Brasil, ndo existe
uma norma oficial sobre os critérios para o diagnéstico das doencas causadas
por micobactérias ndo tuberculosas. No Estado de Sao Paulo, a Divisdo de
Tuberculose da Secretaria de Estado da Saude disponibiliza em sua pagina
eletrbnica (www.cve.saude.sp.gov.br), as recomendacgfes para o diagnostico

das micobacterioses, que deve ser fundamentado nos critérios bacterioldégicos
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e radiolégicos especificos para cada agravo (BRASIL, 2005; MATOS et al,
2004; UEKI et al, 2005).

Embora exista variacdo entre os critérios bacteriolégicos para o
diagnéstico das infec¢cdes causadas pelas MNT é consenso a importancia do
isolamento repetido do mesmo agente a partir de espécimes biolégicos nao
estéreis, pois nesses casos podem significar colonizacao transitoria do sitio
envolvido ou uma contaminacdo da amostra clinica. O isolamento Unico, de
uma espécie potencialmente patogénica, a partir de espécimes de sitios
supostamente estéreis € fortemente sugestivo de infeccdo (BRASIL, 2005;
UEKI et al, 2005).

A identificacdo especifica das espécies de MNTs e a correlagéo clinico
laboratorial € importante para o diagndstico e a determinacdo da conduta

terapéutica (SENNA et al, 2006).

1.6. Epidemiologia

O aparente aumento das doencas causadas por MNTs pode ser
explicado pelo aumento da consciéncia da existéncia das mesmas e do
aumento de espécimes encaminhados para a cultura e identificacdo das
espécies. O diagndstico pode ser dificil e demorado, mas a consideracdo da
possibilidade de doenca causada por MNTs é o primeiro passo para O
diagndstico correto e instituicdo do tratamento adequado (MARTINEZ et al,
2007).

Em estudo realizado na Bahia com pacientes em tratamento para
tuberculose multirresistente no periodo de 1998-2003, pesquisadores isolaram

micobactérias ndo tuberculosas em materiais biologicos de 19 (8,2%) dos 231



25

pacientes estudados. Foram identificados os complexos M. chelonae-M.
abscessus (58%), M. avium-intracelulare (16%) e M. fortuitum (11%) (MATOS
et al, 2004).

No Estado de Sdo Paulo, os exames basicos para o diagndéstico da
tuberculose foram descentralizados para os laboratérios locais, regionais e de
hospitais, ficando o0s exames mais complexos a cargo do Setor de
Micobactérias. Em estudo sobre diversidade das espécies de MNTs no Estado
de S&o Paulo, nos anos de 1991-1997, UEKI et al (2005) observaram que as
espécies mais isoladas foram Mycobacterium avium e Mycobacterium
intracellulare (MAC) 64,2% e M. kansasii 12,2%. A porcentagem de isolamento
das espécies de crescimento rapido foi de 3,9% para M. fortuitum e 1,7% para
M. chelonae. Considerando as duas espécies mais frequentes, o M. kansasii foi
mais isolado de sitio pulmonar (83%) e o MAC de doenca disseminada
(44,2%). O isolamento das duas espécies de crescimento rapido foi mais

frequente em amostras de origem pulmonar.

1.7. Classes de antimicrobianos utilizados para tratamento de infeccfes

causadas por MNT

A amicacina pertence a classe dos aminoglicosideos, é derivado da
kanamicina, tem atividade bactericida. Em contrapartida, o aspecto negativo
desse farmaco é o fato de ser oto e nefrotéxico. A claritromicina é um
macrolideo, semi-sintético indicado para tratar infeccbes bacterianas causadas
por bactérias Gram positivas. E um dos antimicrobianos de primeira escolha

para tratar infeccbes pulmonares. A cefoxitina € uma cefamicina, e como
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betalactamico atua sobre a parede celular. O imipenem é um carbapenémico
pertencente a classe dos beta-lactamicos e seu mecanismo de acdo é a
inibicdo da sintese da parede celular. Moxifloxacina € um farmaco do grupo
das fluoroquinolonas que tem por mecanismo de acdo a inibicdo da DNA
girase, enzima essencial na correcdo do estresse topoldgico gerado pela
replicacdo do DNA bacteriano. Trata-se de uma quinolona de geracdo mais
nova do que a ciprofloxacina e levofloxacina, possui em sua molécula a adicdo
de um grupo metoxi na posicdo R2 do anel comum das quinolonas, que amplia
a acdo contra bactérias. A linezolida pertence a classe das oxazolidinonas e
atua inibindo a sintese proteica e tem potencial contra micobactérias néo
tuberculosas, incluindo as micobactérias de crescimento rapido (WALLACE,
2001). A tigeciclina é um antibidtico pertencente a familia das glicilciclinas,
derivado da minociclina e estruturalmente € similar as tetraciclinas, mas com
uma substituicdo na posicdo D-9 que |he confere um amplo espectro de
atividade. Tem atividade bacteriostatica inibindo a sintese proteica ligando-se a

subunidade 30S do ribossomo (NOSKIN, 2005) (Figura 2).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Fluoroquinolona
http://pt.wikipedia.org/wiki/DNA
http://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%ADntese_proteica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ribossomo
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Figura 2 - Estruturas quimicas dos principais compostos antimicrobianos com

atividade contra micobactérias de crescimento rapido.
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1.8. Mecanismo de Resisténcia da M. abscessus aos

antimicrobianos

M. abscessus apresenta resisténcia intrinseca a maioria dos
antimicrobianos atualmente disponiveis na pratica clinica. Um dos fatores que
também contribui para dificultar o tratamento das infec¢cdes causadas por essa
espécie € o fato de que M. abscessus se multiplica dentro de macréfagos,
portanto, sdo resistentes aos antimicrobianos utilizados para tratar a
tuberculose (BROWN-ELLIOTT & WALLACE, 2002). Além disso, este
microrganismo € intrinsecamente resistente as fluoroquinolonas, que estdo
entre 0Ss poucos antimicrobianos que possui concentracdo intracelular

satisfatéria dentro de fagossomos (TULKENS, 1991).

N&do ha estudos controlados randomizados quanto ao esquema de
tratamento das infec¢cdes pulmonares causadas por M. abscessus; portanto a
escolha é dependente de histéria clinica do paciente e de acordo com a
experiéncia do médico assistente (JEON et al, 2009).

No esquema inicial sdo utilizados betalactamicos como imipenem e
cefoxitina, para tratar infeccbes por M. abscessus, mas as concentracdes
inibitérias minimas-CIMs in vitro séo elevadas. A resisténcia do M. abscessus é
influenciada por caracteristicas especificas da célula micobacteriana como:
complexidade da parede celular que possui baixa permeabilidade, producéo de
betalactamases e expressao de PBPs com baixa afinidade aos betalactamicos
(JARLIER, GUTMANN et al, 1991; FATTORINI, OREFICI et al, 1992;

MUKHOPADHYAY & CHAKRABARTI, 1997; BROWN-ELLIOTT, NASH et al,
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2012). Uma vez que a parede celular € um fator limitante para as a acao de
antimicrobianos em todas as micobactérias de crescimento rapido, é possivel
que as PBPs e betalactamases possam ter uma funcéo importante, j& que M.
abscessus apresenta CIMs mais elevadas para imipenem do que M. fortuitum
(BROWN-ELLIOT & WALLACE, 2002).

O tratamento de infecgcbes causadas por M. abscessus fica
comprometido quando ocorre a expressdo de RNA metilases indutiveis, o que
inviabiliza o uso de macrolideos. Estudos recentes demonstram que quando
M. abscessus € exposto a eritromicina ou claritromicina in vitro, a expressao
do mRNA da metilase € aumentada entre 23 a 250 vezes (NASH et al, 2009).

A resisténcia as oxazolidinonas em MCR € mediada por mutacdo
pontual no rRNA 23S (G2447T genoma de Escherichia coli ) e acredita-se na
existéncia de um mecanismo, ainda nao elucidado, mediado provavelmente por
um transportador (SANDER, 2002).

A resisténcia as fluoroquinolonas pode ser determinada por mutacdes
na subunidade A da girase — gene gyrA, devido a presenca de uma regiao
responsavel por resisténcia as quinolonas localizada na por¢ao 5 do gene
(GUILLERMIN, CAMBAU et al, 1995). Bomba de efluxo, acetilacdo ou
nitrosilagdo também s&o mecanismos de resisténcia as fluoroquinolonas em
MCR (BELLINZONI, BURONI et al, 2009; ADJEI, HEINZE et al, 2007).

A resisténcia aos aminoglicosideos € determinada frequentemente por
mutacgdes nos genes rRNA 16S e no gene rpsl (BROWN-ELLIOTT, NASH et al,
2012). Presenca de plasmideos e expressdo de acetilases também s&o
mecanismos envolvidos com resisténcia aos aminoglicosideos (MEIER,

SANDER et al, 1996).
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O diclofenaco apesar de ndo ser considerado um antimicrobiano e ter
seu uso terapéutico limitado ao objetivo de se obter efeito anti-inflamatorio, ha
vérias publicagbes evidenciando a sua acdo antimicrobiana contra M.
tuberculosis, Staphylococcus aureus, Listeria e Escherichia coli . Ensaios de
incorporacdo de timidina tritiada evidenciam que o diclofenaco impede a
sintese de DNA. Seu efeito sinérgico foi demonstrado contra M.tuberculosis,
guando associado a estreptomicina (Mazumdar, 2009). Sua atividade contra
MNT foi demonstrada com M. avium (Sano, 1999). E plausivel supor que o

diclofenaco possa ter efeito sinérgico contra M. abscessus.

1.9. Biofilme

Em 1933 Henrici A. T definiu que a maioria das bactérias aquaticas néo
sdo organismos flutuantes, mas crescem sobre superficies submersas, por
serem bentbnicas ao invés de planctdnicas, sendo esta a primeira observacéo
citada na literatura sobre a formacdo de biofilme como caracteristica da vida
das bactérias.

Biofilmes séo estruturas multicelulares de células microbianas, ligados
a superficies (DAVEY & O’ TOOLE, 2000). Essas estruturas sao formadas por
uma mesma espécie ou espécies distintas, incluindo espécies patogénicas e
ndo patogéncias (Figura 4). Essa estrutura, associada as alteracdes
metabdlicas fornecem condicbes para estes organismos se protegerem da
acao dos antimicrobianos (DONLAN, 2002). Células que crescem aglomeradas
expressam propriedades distintas das células planctonicas, sendo o aumento

da resisténcia aos agentes antimicrobianos, uma das carcteristicas mais
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importantes (O' TOOLE & MAH, 2001). A capacidade de formar biofilme &
importante ndo sé para bactérias ambientais, mas para varios patdégenos
humanos e representa um sério problema de saude publica devido ao aumento
da resisténcia dos microrganismos associados a ele e a possibilidade desses
organismos poderem causar infeccdes em pacientes com dispositivos medicos.

Antes que as bactérias se fixem a superficie é necessario que se forme
o filme condicionante que é a cobertura da superficie por moléculas e
nutrientes que sinalizam para a bactéria que o meio é ideal e nesse ambiente
favoravel inicia-se a estruturacdo do biofilme através da aderéncia das
bactérias a superficie (DAVEY & O’ TOOLE, 2000). Apds o biofilme formar-se e
atingir a fase de maturacédo e sintese de exopolissacarideo (EPS) , ocorre a
liberacdo de microrganismos para o meio plancténico (Figura 3), que se
dispersam para outros ambientes formando novos biofiimes (O’'TOOLE et al,
2000; HALL-STOODLEY et al, 2004). Durante o processo de formacédo do
biofilme, um conjunto de variaveis como composicdo da superficie, ambiente e
expressdo de genes essenciais, provocam alteracdes no metabolismo da
bactéria (Figura 4), de acordo com a localizacdo dentro da estrutura do
biofilme (LAPPIN-SCOTT & COSTERTON, 1989, DUNNE, 2002). Além do
crescimento celular, o biofiime aumenta de tamanho devido a producéo de
componentes extracelulares, derivados do metabolismo das bactérias aderidas
e da producdo de EPS composto de diversas moléculas organicas e

inorganicas (DUNNE, 2002).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22O'Toole%20GA%22%5BAuthor%5D
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Fixacao Crescimento Dispersao.

Figura 3 - Etapas de formacéo de biofilmes. Fonte: MATIN et al (2011).
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Figura 4 - Camadas de biofilme e atividade metabdlica. Fonte: DAVIES (2003).

Estas estruturas sdo reconhecidas como fator extremamente
importante na patogenicidade e tém sido descritas em varias infeccdes
humanas, especialmente aquelas relacionadas a materiais bioldgicos.
Infec¢Bes pulmonares causadas por MCR, em pacientes com fibrose cistica,
também foram relacionadas a estruturacdo dessas bactérias em biofilmes
(DONLAN, 2001).

Em 2008, pesquisadores avaliaram MCR ndo pigmentadas e
potencialmente patogénicas e mostraram que as espécies foram capazes de
formar biofilme (MARTIN-DE-HIJAS et al, 2008). Em um estudo epidemioldgico
sobre as infec¢des causadas por micobactérias de crescimento rapido, GADEA

e colaboradores (2008) demonstraram que em mais de um terco das infec¢des
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causadas por esses microrganismos € possivel detectar sua estruturacdo em
biofilmes.

Posteriormente, MARTIN-DE-HIJAS e  colaboradores  (2009)
pesquisaram o desenvolvimento de biofilme em 168 isolados de micobactérias
de crescimento rapido ndo pigmentadas. Desse total,123 formaram biofilme.
Considerando apenas 41 isolados clinicamente importantes, desenvolviam
biofilmes: 87,5% de M. abscessus, 73,3% de M. chelonae e 61,1% de M.
fortuitum. A habilidade de formar biofilme n&o é uniforme entre os isolados de
MCR, e esta relacionada com a capacidade dos isolados de causar doenca

humana.

Estudos tém demonstrado que procariontes produzem moléculas de
sinalizacdo extracelular que permitem a comunicagdo célula a célula. Além
disso, essa comunicacdo intercelular estd envolvida na regulagdo de uma
variedade de eventos fisiolégicos e tem sido chamado Quorum Sensing. Em
bactérias Gram-positivas, a maioria das moléculas de sinalizacdo séao
peptideos ou peptideos modificados que s&do biologicamente ativos em
concentracfes da ordem de nanomoles. O fenbmeno do Quorum Sensing tem

sido pouco estudado em Mycobacterium spp. (BELISLE et al, 1999).

1.10. Macréfagos e infeccdes por MNT

Os macrofagos desempenham um papel fundamental no controle de
infeccbes. Nos pulmdes, os macrofagos alveolares séo as primeiras células a
encontrar bactérias inaladas e todos os tecidos contém um grande numero de

macrofagos residentes. Eles derivam dos mondcitos pelo sangue que saem da



34

corrente sanguinea e atingem a maturacdo em diferentes érgaos sob a
influéncia de fatores teciduais (LOHMANN-MATTHES et al, 1994).

Todas as micobactérias patogénicas e nao patogénicos sao
internalizados em fagossoma dentro de macréfagos. As micobactérias nao
patogénicas geralmente sdo mortas pelos macrofagos, enquanto as
patogénicas sobrevivem e crescem (JORDAO et al, 2008).

Espécies patogénicas, como o M. tuberculosis séo capazes de impedir
a fusdo do lisossomo com o fagossoma. Assim, o fagossoma néo € acidificado
e permanece com baixos niveis de enzimas lisossomais (Figura 5) (VERGNE
et al, 2004). Além disso, vesiculas com ferro carregado de transferrina
complexada com receptor de transferrina, sdo recrutadas para o fagossomo,

permitindo o acesso ao ferro pelas micobactérias.

Early
/ Phagosome
-

M. tuberculosis
pH6.4

Figura 5 - Esquema representativo da fagocitose de uma micobactéria pelo

macroéfago alveolar. (Kauffman., 2012)
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A capacidade para inibir a maturacdo do fagossoma tem sido descrita
tanto para o M. avium e o M. tuberculosis (CLEMENS et al, 1996; STURGILL-
KOSZYCKI, 1996). O fagossomo € um ambiente de protecdo, onde as
micobactérias se desviam da acdo do sistema imune, mas 0S mecanismos
responsaveis por estes processos ainda s&o pouco compreendidos (JORDAO
et al, 2008).

O conhecimento sobre a infeccdo por micobactérias requer a
exploracdo das vias de sinalizacdo da célula hospedeira para entender a
sobrevivéncia intracelular e persisténcia do agente patogénico. O rompimento
destas vias prejudica a maturacdo de fagossomos em fagolisossomos, modula
vias apoptoéticas de células-hospedeiros e suprime a resposta imune do
hospedeiro. As micobactérias empregam estratégias para desorganizar a
sinalizacdo da célula hospedeira através de moléculas importantes nesse
processo. Apos serem fagocitadas as micobactérias séo internalizadas em um
vacuolo chamado fagossoma. No processo normal de maturacéo, o fagossoma
contendo o patdgeno, se funde com vesiculas endociticas que desencadeia na
fusdo fagossoma-lisossoma. A membrana do fagossoma € remodelada pelos
eventos de fusdo, que recrutam ATPase transportadores de préton (vH+-
ATPase) que tem como funcdo baixarem o pH interno, permitindo assim, que
as hidrolases &cidas derivadas do lisossoma executem sua atividade
bactericida. O ambiente do fagolisossoma contendo: pH &acido, enzimas
lisossomais, intermediarios reativos de nitrogénio - RNI e oxigénio — ROI, e
peptideos téxicos, € limitante para a sobrevivéncia da maioria dos bacilos,

resultando em morte. Todavia, as micobactérias patogénicas conseguem se
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livrar da destruicdo pelas enzimas lisossomais e interrompem a maturacao

normal do fagossoma em fagolisossoma (Figura 6).
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Figura 6 - Esquema ilustrativo sobre a sobrevivéncia e morte de micobactérias

intracelular. Fonte: (KOUL., et al 2004)

1.11. Granulomas induzidos por micobactérias

7

Quando uma micobactéria é fagocitada pelos macréfagos, estes
produzem citocinas inflamatorias e quimiocinas, que tem a funcéo de sinalizar
para atrair células do sistema imune para o local da infeccdo. No entanto,

assim como os macrofagos infectados, as demais células ndo sao capazes de
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matar a bactéria. Ocorre uma concentracdo de macréfagos e linfécitos nos
tecidos, rodeadas por linfécitos pequenos e algumas células de plasma. Os
macrofagos se fundem produzindo células gigantes multinucleadas. Outros
macrofagos se transformam em células epitelidides, assim chamados porque
morfologicamente se assemelham a células epiteliais, a densidade da matriz
extracelular aumenta, principalmente pelo envolvimento de colageno. Essa
reacao de fibrose € um meio de encapsular dentro dessa estrutura conhecida
como granuloma, as bactérias que ndo sdo eliminadas pelo sistema pelos

fagocitos (DE BACKER et al, 2007; MANABE et al, 2006; PIETERS, 2008).

Motivacéao:

O ndmero limitado de antimicrobianos com atividade contra M.
abscessus e as caracteristicas particulares da célula micobacteriana somados
ao potencial de sobrevivéncia dentro de fagossomas, e quando estruturada sob
a forma de biofilme, torna a M. abscessus, um patdégeno de dificil erradicacéo,
e atualmente sem alternativas terapéuticas que efetivamente levem a cura da
doenca pulmonar por esse agente. Diante do exposto, € de fundamental
importancia que se realizem estudos para investigar a acao de antimicrobianos
combinados contra M. abscessus localizadas em ambiente intracelular e em

biofilmes para ampliar as possibilidades de tratamento.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a atividade de antimicrobianos isoladamente ou associados,
contra Mycobacterium abscessus estruturadas em biofilme ou localizadas em

fagossoma.

2.2. Objetivos especificos

. Avaliar a concentracdo inibitéria minima de antimicrobianos
isoladamente;

e Avaliar a concentragdo inibitéria minima de betalactdmicos em
combinacgéo com os inibidores de betalactamase, tazobactam e clavulanato;

o Avaliar a concentracdo inibitéria minima de antimicrobianos em
associagao com diclofenaco ou com sulfametoxazol/trimetoprim;

o Avaliar a sensibilidade antimicrobiana de M. abscessus
estruturadas em biofilmes;

o Avaliar a sensibilidade antimicrobiana de M. abscessus
fagocitadas;

o Avaliar a ocorréncia de sinergismo quando da associacao de dois
ou trés antimicrobianos.

o Avaliar a localizagédo intracelular de Mycobacterium abscessus em

macrofagos, por Microscopia Eletrbnica de Transmissao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Isolados bacterianos

Foram utilizadas no estudo 20 isolados de M. abscessus cultivados de
infeccbes humanas, de origem pulmonar, um por paciente, pertencentes ao
Banco de Micobactérias do Instituto Fleury (Quadro 2). A identificacdo
preliminar das espécies dos isolados desta cole¢do foi realizada por PCR do
gente hsp65 seguido de digestdo enzimatica para analise dos fragmentos do
produto amplificado e sequenciamento parcial do gene rpoB. Para o estudo
foram selecionados isolados sem relacéo epidemiolégica.

Quadro 2. Isolados clinicos para avaliagdo da CIM isoladamente

N° do isolado Data Sitio
F1326 23/03/2006 ESC
F1350 20/06/2006 ESC
F2098 05/02/2009 LBA
F2176 20/02/2009 ESC
F2394 07/08/2009 ESC
F2503 16/02/2010 LBA
F2484 10/03/2010 ESC
F2523 20/03/2010 ESC
F2493 25/03/2010 ESC
F2534 27/03/2010 ESC
F2504 01/04/2010 ESC
F2535 08/04/2010 LBA
F2542 23/04/2010 ESC
F2558 11/05/2010 LBA
F2651 10/07/2010 ESC
F2649 28/07/2010 LBA
F2650 28/07/2010 LBA
F1041 - ESC
F1070 - ESC
F0440 - ESC

LBA = Lavado brénquico alveolar; ESC = Escarro.
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Isolados Clinicos

Os critérios utilizados para selecdo dos isolados clinicos foram a
diversidade no perfil de sensibilidade aos antimicrobianos do estudo. Os
isolados F2176, F2534 e F2535 foram utilizados nos testes com infeccdo de
células e os isolados F2176 e F2534 foram utilizados nos testes com biofilme.
Na infeccdo de células e nos testes com biofilme foram avaliados isoladamente
a atividade dos farmacos: amicacina, claritromicina, cefoxitina, imipenem,

moxifloxacina, tigecicina e linezolida.

3.2. Cepas de referéncia utilizadas nos testes de Concentracao
Inibitéria Minima (CIM):

e M. abscessus ATCC 19977

M. peregrinum ATCC 700686

M. smegmatis ATCC 700084
Staphylococcus aureus ATCC 29213
Escherichia coli ATCC 35218

3.3. Agentes antimicrobianos

Os antimicrobianos foram adquiridos da United States
Phamacopeia. As solugcbes foram preparadas considerando-se a
poténcia informada pelo fabricante. Os antimicrobianos utilizados no

presente estudo estdo dispostos no Quadro 3.



Quadro 3 - Antimicrobianos utilizados para avaliagcdo da concentracéao

inibitdria minima de acordo com a sua classe.

Classe

Antimicrobiano

Aminoglicosideos

Amicacina

Macrolideos

Claritromicina

Betalactamicos

Cefoxitina

Imipenem

Fluoroquinolonas

Ciprofloxacino

Moxifloxacino

Oxazolidinona Linezolida
Glicilciclina Tigeciclina
Tetraciclinas Doxiciclina
Minociclina
Anti-inflamatoérios Diclofenaco

Sulfas Sulfametoxazol/Trimetoprim
Inibidores de betalactamases Clavulanato
Tazobactam

3.4. Cultivos de isolados em meio sdlido e avaliacdo da morfologia

colonial

Os isolados foram descongelados e repicados em agar sangue e
incubadas a 30°C + 1°C por 3 a 7 dias, em ar ambiente. As culturas foram

avaliadas quanto a pureza e fen6tipo colonial.
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3.5. Teste de sensibilidade aos antimicrobianos pela técnica de

microdiluicdo em caldo

Foi utilizada a metodologia de microdiluicdo em caldo Mueller-Hinton,
conforme descrito pelo Clinical and Laboratory Standards Institute no
documento M24-A (CLSI, 2003). Foram testados os antimicrobianos amicacina,
cefoxitina, ciprofloxacino, claritromicina, doxiciclina, imipenem, linezolida,
moxifloxacino, tigeciclina, e sulfametoxazol/trimetoprim utilizando-se as placas
RAPMYCO da TREK Diagnostics. Azitromicina, levofloxacino, meropenem,
diclofenaco foram testados isoladamente e/ou em combinacdo utilizando-se
placas preparadas no laboratorio. As cepas S. aureus ATCC 29213 e M.

peregrinum ATCC 700686 foram utilizadas para controle de qualidade.

3.6. Avaliacdo da atividade sinérgica da associacdo de

antimicrobianos

A poténcia das solucbes de antimicrobianos foi verificada
separadamente utilizando-se as cepas de referéncia S. aureus ATCC 29213 e
M. peregrinum ATCC 700686. Para avaliacdo da atividade dos inibidores de
betalactamases foi utilizada a cepa E. coli ATCC 35218. A atividade das
associacoes foi avaliada utilizando-se o método checkerboard (MOODY, 2007).
Foram preparadas placas nas quais, uma das drogas teve diluicdo em cada
conjunto de colunas e a segunda droga teve diluicAo em cada conjunto de

linhas, em placas de microtitulacdo com fundo em U (Figura 7).
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G 208 8 104 8 512 5 255 3 18 B 6 E) B 16 3B B 2 32 8 1 g
H o 2008 1004 512 256 128 62 32 16 3 4 2 1 o

MAIOR CONCENTRACAQ DE DICLOFENACO
MAIOR CONCENTRAGAO DO ANTIBIGTICO
RESULTADO APGS O INOCULO

1 2 3 I 5 5 7 8 9 10 11 12
A 356 512 | 256 256 | 256 128 255 64 36 32 255 16 56 8 156 4 56 2 55 1 1% 05 255
B DB 512 | 18 256 | 1B 118 18 64 18 3 18 16 18 8 18 4 18 2 18 1 18 05 128
c B 512 62256 B 128 B 64 682 32 B 16 64 8 B 4 B2 2 B 1 B2 05 B
D 12 s 32156 12 18 2 6 2 32 32 16 32 8 2 4 32 2 2 1 32 05 32
3 1 512 16 256 15 118 15 64 16 32 15 16 16 8 15 4 6 2 15 1 15 05 1
F 8 512 8 256 3 18 B 64 E 5 16 B 8 3 4 8 2 B 1 8 05 8
G 4 512 4 15 4 138 4 64 4 3 4 15 4 8 4 4 4 2 4 1 4 05 4
H 512 256 128 B4 32 15 8 4 2 1 05 o

Figura 7 - Esquema utilizado para montagem do checkerboard

demonstrando as diversas possibilidades de combinac¢des de antimicrobianos.

As placas foram incubadas a 30°C por 72 horas antes da realizagcéo de
leitura visual. O indice FIC (concentracdo inibitéria minima fracionaria) foi
calculado para cada conjunto de pogos das drogas. O FIC corresponde ao
quociente ente a CIM para a droga A em combinacao sobre a CIM para a droga
A isoladamente. Os somatdérios dos valores de FIC foram interpretados como
indicativos de sinergismo (< 0,5), indiferenca (20,5 a 4,0) ou antagonismo (>
4,0) de acordo com o critério adotado por MOODY, 2007. Os isolados foram

testados frente as combinacfes apresentadas no Quadro 4.
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Quadro 4 - Esquema utilizado para montagem do checkerboard

demonstrando as diversas possibilidades de combinac¢des de antimicrobianos.

Farmaco Combinacao

Diclofenaco Imipenem
Cefoxitina
Doxiclina
Amicacina
Claritromicina
Moxifloxacino
Ciprofloxacino
Linezolida
Tigeciclina

Sulfametoxazol/Trimetoprim Amicacina
Claritromicina
Linezolida
Tigeciclina

Clavulanato Imipenem
Meropenem
Cefoxitina

Tazobactam Imipenem
Meropenem
Cefoxitina

Claritromicina Amicacina
Tigeciclina
Linezolida

3.7. Avaliacdo de farmacos contra MCR estruturadas em biofilmes

Os biofimes foram produzidos conforme descrito (MOSKOWITZ,
2004). As bactérias foram cultivadas em meio Sauton, (CERI et al, 1999;
HOWARD et al, 2006) escolhido apGs avaliar diversos meios de cultura, por
apresentar melhor resultado em termos de rendimento a 30°C, por 72 horas.

Apés o ajuste da turvacdo da suspensdo bacteriana para 0,5 na escala de
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McFarland, 100yL da suspensédo foram transferidos cada um dos pogos da
placa contendo meio estéril. Como suporte para a formacéo de biofilmes foram
utilizadas placas cujas tampas possuem pinos aderidos de modo a manté-los
imersos na suspensao durante a incubacao a 30°C por 72 horas sob agitacao a
150 rpm (GREENDYKE & BYRD, 2008). Ap6s a incubacdo, os pinos das
tampas foram lavados por trés vezes em PBS. A tampa com pinos com biofilme
aderidos foi utilizada como indculo para outra placa contendo antibioticos
diluidos em 100uL de caldo MH. Sete antimicrobianos foram testados contra a
cepa de M. abscessus ATCC 19977 e dois isolados clinicos. Depois da
incubacdo por trés dias a 30°C, os pinos foram lavados com tampao PBS
estéril por trés vezes e o0s pinos foram imersos em uma placa com 100uL de
MH, livre de antibiéticos. Para transferir os biofilmes dos pinos para os pocos, a
placa foi sonicada a 150 Hz por 20 segundos. A tampa com 0s pinos foi
descartada e substituida por uma tampa padrdo (Figura 8). A densidade 6ptica
a 570 nm (DOs7) foi medida apds incubacdo a 30°C por 72 horas. O
crescimento adequado de biofilme para os pocos controle positivo foram
definidos pela diferenca da DO medida dos pocos cujos pinos tiveram contato
com antimicrobianos e o0s poc¢os controle. Apds a incubacdo, 10uL de cada
concentracdo dos respectivos antimicrobianos foram semeados em MH em
placa para avaliacdo do crescimento de células viadveis. Os antimicrobianos

foram testados nas concentragdes preconizadas pelo CLSI (CLSI, 2003).
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Figura 8 - Representacdo esquematica da producdo de biofilme e teste de

suscetibilidade. Fonte: MOSKOWITZ et al (2004).

3.8. Formacao de biofilme por Mycobacterium abscessus

A padronizagdo foi realizada utilizando a cepa Mycobacterium
abscessus ATCC 19977. A cepa foi inoculada em meio Agar 7H11 antes de,
incubacdo a 30°C por 5 a 7 dias. Para o preparo da suspensao bacteriana foi
usado o meio de Sauton liquido (CERI et al, 1999; HOWARD et al, 2006), e os
meios Mueller Hinton e meio 7H9. Foi realizado o ajuste da turvacédo da
suspensao bacteriana para 0,5 na escala de McFarland, e 0,1mL da suspenséo
foi distribuida em cada poc¢o, em uma placa de 96 poc¢os. Uma coluna da placa

foi semeada apenas meio de cultura estéril como controle negativo (Figura 9).
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Figura 9 - Formagao de biofilme. Pogos 1 a 11 - biofilme positivo; 12 - controle

negativo.

Como suporte para a formagédo de biofilmes foram utilizadas placas
cujas tampas possuem pinos aderidos, correspondentes a cada poco, que
permaneceram imersos na suspensao durante a incubacédo a 30°C por 72
horas sob agitacdo a 150 rpm (GREENDYKE & BYRD, 2008). Apés a
incubacédo, os pinos das tampas foram lavados por trés vezes em PBS estéril e
a seguir a tampa com pinos com biofilmes aderidos foi utilizada como inéculo
para outra placa contendo apenas meio de cultura Mueller Hinton em caldo. As
células bacterianas aderidas aos pinos foram removidos por sonicagdo (150
Hz), por 20 segundos e o sobrenadante foi semeado em meio MH Agar para

avaliar a viabilidade das células bacterianas.

Para confirmar a formac&o de biofilme nos pinos, foram fixados em
metanol por 30 minutos e em seguida corados com cristal violeta por 1h. Os
pinos foram descorados com etanol 100% e a densidade Optica a 570 nm
(DOs70) foi medida em uma placa de 96 pocos contendo a solugéo que resultou

da descoloracgéo.
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3.9. Cultivo de Células THP-1 e ensaios de infeccao

Células THP-1 (gentiimente cedidas pelo Prof. Rui Curi), linhagem
tumoral derivada de mondcitos humanos, foram mantidas em nitrogénio liquido.
Para os ensaios foram descongeladas e cultivadas em meio RPMI contendo
10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina. As células foram estimuladas com
15 ng/mL de acetato de forbol-miristato por 24 horas para inducdo da
diferenciacé@o celular em células semelhantes a macrofagos. Para o ensaio de
infeccdo as células foram incubadas em meio RPMI com 10% de soro fetal
bovino (OBERLEY-DEEGAN, LEE et al, 2009). As infec¢gbes foram realizadas
com o MOI 3/1 e incubadas por 6 horas em estuf. Os antimicrobianos foram
adicionados nas concentragdes interpretadas como indicativas de sensibilidade
segundo o CLSI (CLSI, 2003). Concentracbes mais elevadas do que as
indicadas pelo CLSI também foram testadas e para isso foram feitos teses de
citoxidade, e as células viadveis foram contadas em camera de Neubauer

(Figura 10).

RPMI + 10%SFB

_—
-W"J

372C/ CO, 5%

CFU +—
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Figura 10 - Representacdo esquematica do fluxo de trabalho implementado nos
ensaios com macrofagos. Fonte — (OBERLEY-DEEGAN, LEE et al, 2009)

3.10. Ensaios de Microscopia Eletronica de Transmissao (TEM)

Anterior a infeccéo, todas as etapas de preparacao das células foram
iguais a metodologia para testes com drogas, com a modificacéo de bacilos por
células de 3/1 para 10/1. ApoOs infeccdo por 6 horas, a preparacao foi lavada 3
vezes com tampédo PBS e adicionado meio RPMI contendo o farmaco amicina
na concentracdo 256ug/ml, para eliminar os bacilos que estivessem apenas
aderido a célula e néo fagocitado, apds 24 horas, as células, aderidas nas
laminulas foram lavadas com tampdo PBS 1X por trés vezes e fixadas em
2,5% de glutaraldeido em 0,1 M de tampédo cacodilato (pH 7,2) e deixadas
durante 16 horas a 4°C. Apés tratamento com 0,1 M de tampéo cacodilato, a
preparacao foi pos-fixada com 1% de tetroxido de 6smio e as células foram
desidratadas com gradiente seriado de etanol e tratadas com o6xido de
propileno. Em seguida, a preparacdo foi embebida em resina Araldite. Blocos
foram polimerizados a 60°C por 48 h. Cortes ultrafinos foram corados com 2%
de solucdo aquosa de acetato de uranila e citrato de chumbo a 2,5%. O
material foi examinado por microscopio eletrdnico de transmissao (LEO 906E,

Zeiss) operando a 80KV.
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RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1. Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

Os testes de microdiluicdo em caldo foram realizados em 20 isolados
clinicos de M. abscessus subsp. abscessus. Destes, apenas a tigeciclina
apresentou 100% de sensibilidade. Os antimicrobianos amicacina,
claritromicina, cefoxitina, imipinem e linezolida apresentaram taxa de
resisténcia de 5% a 25%. Todos os isolados foram resistentes ao
sulfametoxazol, doxiciclina e minociclina foram 100% resistentes. Quanto as
fluorquinolonas, as taxas de resisténcia foram 70% e 85% respectivamente

para ciprofloxacina e moxifloxacina (Figura 12).

100% -
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mResistente 100 15% 70% 25% 85% 10% 5% 100 100 0% 5%

® Intermedirio 0%  35% 30% 45% 15% 45% 0% 0% 0% 0% 5%

Sensivel 0% 50% 0% 30% 0% 45% 95% 0% 0% 100 90%

Figura 12 - Representacdo grafica dos perfis de susceptibilidade de 20

isolados clinicos de Mycobacterium abscessus subsp. abscessus frente a 11
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antimicrobianos. STX-Sulfametoxazol, LZD-Linezolida, CIP-Ciprofloxacina, IMI-
Imipenem, MXF-Moxifloxacino, FOX-Cefoxitina, = AMI-Amicacina, DOX-

Doxiciclina, MIN-Minociclina, TGC-Tigeciclina, CLA-Claritromicina.

4.2. Associagao entre antimicrobianos e diclofenaco

Os testes de combinacéo de drogas com o anti-inflamatério diclofenaco
foi realizado com nove antimicrobianos utilizando a cepa padrao M. abscessus
ATCC 19977. Nao houve alteracdo nas CIMs dos antimicrobianos quando

combinados com diclofenaco (Quadro 5).

Quadro 5 - Associacéo de antimicrobianos com diclofenaco.

Concentracgdes CIM (pg/mL)

ATM
(Mg/mL) sem Diclofenaco com Diclofenaco

DIC 256 - 4 > 256 -
IMI 32-0,01 2 2
FOX 512 -0,5 64 64
DOX 512-0,5 >1024 >1024
AMI 32-0,5 16 16
CLA 0,5 - 0,005 0,5 0,5
MOX 512 -0,5 8 8
CIP 512 -0,5 32 32
LIN 32-05 16 16
TIG 4 -0,05 2 2

ATM=antimicrobianos; IMI-Imipenem; FOX-Cefoxitina; DOX-Doxiciclina; AMI-
Amicacina; CLA-Claritromicina; MXF-Moxifloxacino; CIP-Ciprofloxacina;
LZD-Linezolida; TIG-Tigeciclina.
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4.3. Checkerboard entre antimicrobianos e sulfa-trimetoprim

As combinacgdes de sulfa-trimetoprim foram realizadas com quatro dos
antimicrobianos mais ativos contra M. abscessus. Os resultados das CIMs
obtidos ndo evidenciaram sinergismo ou antagonismo nos testes com a cepa

ATCC 19977 (Quadro 6).

Quadro 6 - Atividade de quatro drogas combinadas com

sulfametoxazol/trimetoprim, por meio da técnica de checkerboard

Concentracdes CIM (ug/mL)

ATM
(ug/mL) sem SULFA/TRIM com SULFA/TRIM

SUL/TRIM 152 -0,1/8 - 0,01 - >152-8
CLA 0,5 - 0,005 0,5 0,5
AMI 32-05 16 16
TIG 4-0,05 2 2
LIN 32-05 16 16

SULFA/TRIM: Sulfametoxazol/Trimetoprim; AMI-Amicacina; CLA-Claritromicina;
LZD-Linezolida; TIG-Tigeciclina.

4.4. Associagao entre betalactamicos e inibidores de

betalactamase

Trés antibidticos betalactamicos — imipenem, cefoxitina e meropenem -
foram avaliados individualmente e de forma combinada com os inibidores de
betalactamase clavulanato ou tazobactam. Os resultados obtidos mostraram
gue nao houve diminuicdo da CIM quando da adicdo dos inibidores (Quadro

7).
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Quadro 7 - Atividade de trés betalactamicos com os inibidores de beta-

lactamase clavulanato e tazobactam em isolados de M.abcessus ATCC

19977.
Concentracao CIM (pg/mL)
ATM
(ug/mL) sem CLAV com CLAV sem TAZ com TAZ
IMI 32-0,01 2 2 2 2
MER 256-4 32 32 32 32
CEF 256-4 64 64 64 64

IMI: Imipenem; MER:Meropenem; FOX: Cefoxitina
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O Quadro 8 apresenta os resultados da Concentracdo Inibitéria Fracionaria- CIF para nove antimicrobianos avaliados no
checkerboard.

Quadro 8 — CIF de nove antimicrobianos em combinacdo com Diclofenaco, Sulfametoxazol/Trimetoprin, Clavulanato e Tazobactan
contra a cepa Mycobacterium abscessus ATCC 19977.

Combinacédo A +B (Egl?ﬂm?_) (EgllylmIIB_) CIFA CIFB (CIF AZEIEIF B) Interpretacao
Diclofenaco + Imipenem 2256 2 1 1 2 I
Diclofenaco + Cefoxitina 2256 64 1 1 2 I
Diclofenaco + Doxiciclina 2256 21024 1 1 2 I
Diclofenaco + Amicacina 2256 16 1 1 2 I
Diclofenaco + Claritromicina 2256 0,5 1 1 2 I
Diclofenaco + Ciprofloxacina 2256 32 1 1 2 I
Diclofenaco + Tigeciclina 2256 2 1 1 2 I
Sulfametoxazol/Trimetoprim + Amicacina =>152/8 16 1 1 2 I
Sulfametoxazol/Trimetoprim +

Claritromicina =>152/8 0,5 1 1 2 I
Sulfametoxazol/Trimetoprim + Linezolida =>152/8 16 1 1 2 I
Sulfametoxazol/Trimetoprim + Tigeciclina >152/8 2 1 1 2 I
Clavulanato + Imipenem 2128 2 1 1 2 I
Clavulanato + Meropenem 2128 32 1 1 2 I
Clavulanato + Cefoxitina 2128 64 1 1 2 I
Tazobactam + Imipenem 2128 2 1 1 2 I
Tazobactam + Meropenem 2128 32 1 1 2 I
Tazobactam + Cefoxitina 2128 64 1 1 2 I

Legenda: CIFA=Ac/As: CIF de A é o quociente entre a CIM do farmaco A combinado e do farmaco isolado. CIFB=Bc/Bs: CIF de B é o quociente entre a CIM do farmaco B

combinado e do farmaco isolado. Y CIF = CIFA +CIFB; I- Indiferente.



58

4.5. Associagéo de quatro antimicrobianos

A avaliacdo da atividade antimicrobiana contra M. abscessus ATCC
19977 foi testada combinando-se dois a dois os farmacos: amicacina,
tigeciclina, claritromicina e linezolida. Em todas as combinagcbes a CIM do
antimicrobiano isoladamente foi a mesma que a observadas para cada o
antimicrobiano combinado (Quadro 9). Para a combinacdo linezolida e

claritromicina houve reducéo das CMIs mas o ) CIF indica indiferenca.

Quadro 9- Atividade antimicrobiana de combinacdes entre dois farmacos.

c ~ Combinacéao
ATM oncentracdo CIM

(ng/mL) TIG CLA AMI
LIN 32-0,5 32 16\2 16\0,5 16\ 16
TIG 2,0-0,02 2 - 2\0,5 2\16
CLA 0,5 - 0,005 0,5 0,5\2 - 0,5\16
AMI 32-0,5 16 16\2 16\0,5 -

Valores a esquerda da barra (\) estéo relacionados aos antimicrobianos indicados na linha, e os

valores a direita aos antimicrobianos indicados na coluna.

Quadro 10 - Atividade antimicrobiana da associacdo claritromicina(A) e

linezolida(B).

Pontos CIFA=Ac/As CIFB=Bc/Bs >CIF SCIF INTERPRETACAO

1 0,1/0,5=0,2 8/16=0,5 0,5+0,2 0,7 I

2 0,2/0,5=0,4 8/16=0,5 0,4+0,5 0,9 I

w

0,2/0,5=0,4 4/16=0,25 0,4+0,2 0,6 I

4 0,2/0,5=0,4 2/16=0,1 0,1+0,2 0,5 I
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Legenda: CIFA=Ac/As: CIF de A é o quociente entre as CIMs para o farmaco A combinado e
isolado. CIFB=Bc/Bs: CIF de B é o quociente entre as CIMs do farmaco B combinado e
isolado. Y CIF = CIFA + CIFB. 1, 2, 3 e 4: pontos com inibicdo do crescimento; I: Indiferente.

4.6. CIF de quatro antimicrobianos combinados entre si

O Quadro 11 mostra a interpretacdo da CIF para os antimicrobianos
amicacina, linezolida, claritromicina e tigeciclina em um Unico ponto de reducao
da CIM.

Quadro 11 - Somatério dos indices de Concentragdo Inibitéria Minima (3 CIF)

das combinac¢Bes de quatro antimicrobianos em um anico ponto de reducao da
CIM.

Pontos  CIFA=Ac/As CIFB=Bc/Bs  SCIF  SCIF INTERPRETACAO

A B
AMI + LIN 16/32=0,5 16/16=1 05+1 1,5 I
TIG + LIN 2/4=0,5 16/32=0,5 05+0,5 1 |
AMI + CLA 16/16 =1 0,5/05=1 1+1 2 I

AMI + TIG 16/32 =0,5 1/2=0,5 0,5+0,5 1 I

Legenda: CIFA=Ac/As: CIF de A é o quociente da droga A combinada e sozinha. CIFB=Bc/Bs:
CIF de B é o quociente da droga B combinada e sozinha. Y CIF = CIFA + CIFB. 1, 2, 3 e 4:

pontos com inibicdo do crescimento. I: Indiferente.

4.7. CIF da combinacéo de trés antimicrobianos combinados entre si

Avaliacbes contendo trés farmacos foram realizadas e o resultado foi
calculado excluindo o antimicrobiano em negrito. Quando combinado o terceiro
ATM, o ponto de inibi¢do diminuiu. O Quadro 12 apresenta o somatoério CIF de

combinacdes entre trés antimicrobianos.
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Quadro 12 - Somatoério dos indices de Concentracdo Inibitéria Minima Fracionaria (3> CIF) de combinagbes entre trés
antimicrobianos

Combinac¢des de antimicrobianos CIF A = Ac/As CIF B =Bc/Bs >CIF =CIF A +CIF B RESULTADO
Linezolida + Tigeciclina + Claritromicina 8/32=0,25 0,25/1=0,25 0,25+ 0,25=0,5 I
Linezolida + Tigeciclina + Claritromicina 8/32=0,25 0,1/0,25=0,4 0,25+0,25=0,5 I
Linezolida + Tigeciclina + Claritromicina 0,25/1=0,25 0,1/0,25=0,4 0,25+0,4=0,6 I
Linezolida + Tigeciclina + Amicacina 16/32=0,5 2/4=0,5 05+05=1,0 I
Linezolida + Tigeciclina + Amicacina 16/32=0,5 16/32=0,5 05+05=1,0 I
Linezolida + Tigeciclina + Amicacina 2/4=0,5 16/32=0,5 05+05=1,0 I
Linezolida + Claritromicina + Amicacina 16/32=0,5 0,25/0,5=0,5 05+05=1,0 I
Linezolida + Claritromicina + Amicacina 16/32=0,5 8/32=0,2 05+0,2=0,7 I
Linezolida + Claritromicina + Amicacina 0,25/0,5=0,5 8/32=0,2 0,5+0,2=0,7 I
Claritromicina + Tigeciclina + Amicacina 0,25/0,5=0,5 1/2=0,5 05+05=1,0 I
Claritromicina + Tigeciclina + Amicacina 0,25/0,5=0,5 8/16=0,5 05+05=1,0 I
Claritromicina + Tigeciclina + Amicacina 1/2=0,5 8/16=0,5 05+05=1,0 I

Legenda: CIFA=Ac/As: CIF de A é o quociente da droga A combinada e sozinha. CIFB=Bc/Bs: CIF de B é o quociente da droga B combinada e sozinha. 3 CIF CIFA +CIFB. 1,
2, 3 e 4: pontos com inibicdo do crescimento. I: Indiferente. Os antimicrobianos em negrito foram excluidos do calculo do CIF.
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5. Atividade antimicrobiana contra M. abscessus estruturadas em
biofilme

5.1. Cepa padrdo M. abscessus ATCC 19977

A avaliacdo do efeito dos antimicrobianos contra M. abscessus quando
estruturados em biofilme foi realizado com o0s seguintes antimicrobianos:
amicacina, cefoxitina, claritromicina, imipenem, linezolida, moxifloxacina e
tigeciclina. Quando comparados com o controle positivo ndo foi observada
diminuicdo importante nos valores de DO, mesmo em concentragdes
elevadas. As Figuras 13 a 19 mostram a taxa de crescimento bacteriano frente

aos antimicrobianos avaliados.
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Figura 13 — Atividade inibitéria da amicacina sobre M. abscessus ATCC 19977
estruturada em biofilme
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Figura 14 — Atividade inibitoria da cefoxitina sobre M. abscessus ATCC 19977
estruturada em biofilme
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Figura 15 — Atividade inibitoria da claritromicina sobre M. abscessus ATCC
19977 estruturada em biofilme.
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Figura 16 — Atividade inibitéria da imipenem sobre M. abscessus ATCC 19977
estruturada em biofilme.
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Figura 17 — Atividade inibitoria da linezolida sobre M. abscessus ATCC 19977
estruturada em biofilme.
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Figura 18 — Atividade inibitoria da moxifloxacina sobre M. abscessus ATCC
19977 estruturada em biofilme.
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Figura 19 — Atividade inibitoria da tigeciclina sobre M. abscessus ATCC 19977

estruturada em

biofilme.
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5.2. Atividade antimicrobiana contra isolados clinicos

estruturados em biofilme

Nenhum dos farmacos testados isoladamente foi capaz de inibir a
proliferacdo da cepa M. abscessus ATCC 19977 e dois isolados clinicos
estruturados em biofiimes. Apesar de haver reducdo da D.O. média em

comparacao aquela do controle, ha superposicdo dos desvios padréo.
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Figura 20 — Atividade inibitéria da amicacina sobre M. abscessus F2176
estruturada em biofilme.
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Figura 21 — Atividade inibitéria da cefoxitina sobre M. abscessus F2176
estruturada em biofilme.
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Figura 22 — Atividade inibitéria da claritromicina sobre M. abscessus F2176
estruturada em biofilme.
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Figura 23 — Atividade inibitéria do imipenem sobre M. abscessus F2176
estruturada em biofilme.
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Figura 24 — Atividade inibitéria da linezolida sobre M. abscessus F2176
estruturada em biofilme.
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Figura 25 — Atividade inibitéria da moxifloxacina sobre M. abscessus F2176
estruturada em biofilme.
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Figura 26 — Atividade inibitoria da tigeciclina sobre M. abscessus F2176
estruturada em biofilme.
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A Figura 27 apresenta as taxas de crescimento bacteriano obtidas na avaliagdo de antimicrobianos no isolado clinico F2176.
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Figura 27 - Representagdo gréafica das taxas de crescimento bacteriano do isolado clinico F2176 frente aos antimicrobianos avaliados. Range
dos antimicrobianos: moxifloxacina = 8 - 256 pg/mL; cefoxitina = 8 - 256 pg/mL; amicacina = 8 - 256 pg/mL; tigeciclina = 4 - 128 pg/mL;

imipenem = 4 - 128 ug/mL e claritromicina = 1 - 32 pg/mL.
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As Figuras 28 a 34 mostram a taxa de crescimento bacteriano frente a

antimicrobianos avaliando o isolado clinico F2534.
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Figura 28 — Atividade inibitoria da amicacina sobre M. abscessus F2534
estruturada em biofilme.
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Figura 29 — Atividade inibitéria da cefoxitina sobre M. abscessus F2534
estruturada em biofilme.
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Figura 30 — Atividade inibitéria da claritromicina sobre M. abscessus F2534
estruturada em biofilme.
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Figura 31 — Atividade inibitoria de imipenem sobre M. abscessus F2534
estruturada em biofilme.
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Figura 32 — Atividade inibitéria da linezolida sobre M. abscessus F2534
estruturada em biofilme.
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Figura 33 — Atividade inibitoria da moxifloxacina sobre M. abscessus F2534
estruturada em biofilme.
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Figura 34 — Atividade inibitéria tigeciclina sobre M. abscessus F2534
estruturada em biofilme.
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Figura 35 - Representagdo grafica das taxas de crescimento bacteriano do isolado clinico F2534 frente aos antimicrobianos avaliados. Range
dos antimicrobianos: moxifloxacina = 8 - 256 pg/mL; linezolida = 8 - 256 pg/mL; cefoxitina = 8 - 256 pug/mL; amicacina = 8 - 256 pug/mL; tigeciclina

=4 - 128 pg/mL; imipenem = 4 - 128 pug/mL e claritromicina = 1 - 32 pug/mL.
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6. Atividade antimicrobiana contra M. abscessus internalizados em macrofagos

6.1. Cepa padrdo M. abscessus ATCC 19977

A Figura 36 mostra M. abscessus internalizadas em células Thpl apds 12 horas (Figura 36A) e 72 horas (Figura 36B) de

infecc@o e exposicdo a amicacina na concentracao de 256 pg/mL, corados pela técnica de Ziehl Neelsen.

A

Figura 36 - Fotografia de células Thpl infectadas com M. abscessus e expostas a amicacina por 12 horas (A) e 48 horas (B).
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As Figuras 37 a 43 mostra o resultado da sobrevivéncia de M.

abscessus internalizadas em macréfagos e tratadas com diversas drogas por

72 horas.
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Figura 37 — Avaliacdo da acéo bactericida da amicacina contra M. abscessus
em compartimento intracelular (células Thpl)
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Figura 38 — Avaliagédo da acao bactericida da cefoxitina contra M.abscessus em
compartimento intracelular (células Thpl).
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Figura 39 — Avaliacdo da acgdo bactericida da claritromicina contra M.abscessus
em compartimento intracelular (células Thpl).
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Figura 40 — Avaliacdo da acéo bactericida do imipenem contra M.abscessus
ATCC 19777 em compartimento intracelular (células Thpl).
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Figura 41 — Avaliacdo da acgdo bactericida da linezolida contra M.abscessus
ATCC 19977 em compartimento intracelular (células Thpl).
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Figura 42 — Atividade inibitéria da moxifloxacina sobre M. abscessus ATCC
19977 internalizados em macréfagos .
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Figura 43 — Avaliacdo da acdo bactericida da tigeciclina contra M.abscessus
ATCC 19977 em compartimento intracelular (células Thpl).

As Figuras apresentadas a seguir mostram as taxas de sobrevivéncia
de M. abscessus internalizadas em macrofagos e tratadas com diversas drogas
por 72 horas avaliando a cepa padrdo M. abscessus ATCC 19977 (Figura 44) e

os isolados clinicos: F2176 (Figura 45), F2534 (Figura 46) e F2535 (Figura 47).
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Figura 44 — Representacao gréafica dos resultados da sobrevivéncia de M. abscessus internalizadas em macréfagos e tratadas com
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diversos antimicrobianos por 72 horas na cepa padrdo ATCC 19977. Range dos antimicrobianos: moxifloxacina = 8 - 256 ug/mL;
linezolida = 8 - 256 pg/mL; cefoxitina = 8 - 256 pg/mL; amicacina = 8 - 256 pg/mL; tigeciclina = 4 - 128 pg/mL; imipenem = 4 - 128

pg/mL e claritromicina =1 - 32 pug/mL.
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Figura 45 — Avaliagéo da acao bactericida de diferentes antimicrobianos contra M.abscessus F2176 em compartimento intracelular
(células Thpl) apés 72 horas de incubacdo. Range dos antimicrobianos: moxifloxacina = 8 - 256 pg/mL; linezolida = 8 - 256 ug/mL;
cefoxitina = 8 - 256 pug/mL; amicacina = 8 - 256 ug/mL; tigeciclina = 4 - 128 pug/mL; imipenem = 4 - 128 ug/mL e claritromicina = 1 -

32 pg/mL.
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Figura 46 — Avaliagéo da acao bactericida de diferentes antimicrobianos contra M.abscessus F2534 em compartimento intracelular
(células Thpl) apés 72 horas de incubacdo. Range dos antimicrobianos: moxifloxacina = 8 - 256 pg/mL; linezolida = 8 - 256 pg/mL;
cefoxitina = 8 - 256 pug/mL; amicacina = 8 - 256 pg/mL; tigeciclina = 4 - 128 pg/mL; imipenem = 4 - 128 pg/mL e claritromicina = 1 -

32 pg/mL.
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Figura 47 — Avaliagéo da acao bactericida de diferentes antimicrobianos contra M.abscessus F2535 em compartimento intracelular
(células Thpl) apés 72 horas de incubacdo. Range dos antimicrobianos: moxifloxacina = 8 - 256 pg/mL; linezolida = 8 - 256 pg/mL;
cefoxitina = 8 - 256 pug/mL; amicacina = 8 - 256 pg/mL; tigeciclina = 4 - 128 pg/mL; imipenem = 4 - 128 pg/mL e claritromicina = 1 -

32 pg/mL.



Imagens de células Thpl infectadas pelo Mycobacterium abscessus
ATCC 19977 nas figuras 48 e 49.

Figura 48. Visdo panoramica da M. abscessus fagocitado pelo macréfago
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Figura 49. Visao aproximada com o bacilo dentro do macrofago e com a
membrana do fagossomo bem definido.
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Visando caracterizar se M. abscessus ATCC 19977 durante a interacéo
com macréfagos escapa para 0 citoplasma ou permanece no fagossomo,
macrofagos infectados foram fixados 24 horas apds infeccéo e tratamento com
amicacina. Foram a seguir analisados por microscopia eletrénica de
transmissdo. Foram examinadas as ceélulas presentes no bloco e em todas

pode ser observada a localizagdo em fagossomos (Figuras 48 e 49).
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7. DISCUSSAO

As infeccbes pulmonares causadas por M. abscessus subsp.
abscessus consistem num desafio terapéutico, seja pelo limitado arsenal
antimicrobiano, seja pela sua localizagdo em macrofagos. Um conjunto de
fatores contribui para esse cenario. A complexa barreira de protecdo, que é a
parede celular micobacteriana, dificulta a entrada dos farmacos. Outros dois
fatores sdo a resisténcia intrinseca aos farmacos utilizados no tratamento da
tuberculose e a limitada penetracdo dos antimicrobianos, ativos in vitro contra
micobactérias, nos lisossomos. Antes de alcancar a bactéria que se encontra
dentro do fagossomo com pH muito baixo, em geral, diferente do pH ideal para
acdo antimicrobiana, os farmacos necessitam atravessar pelo menos duas
membranas, a membrana plasmatica e a membrana do fagossoma (VERGNE
et al., 2004). Além disso, é possivel que no lumen do trato respiratorio a
formacdo de biofilme seja outro fator limitante para a cura microbiologica
(Griffith et al., 2007).

A dificuldade dos antimicrobianos de atingirem a concentracao
adequada dentro da célula eucariética (TULKENS, 1991), de agirem em
diferentes pH dos diferentes compartimentos celulares, somada a habilidade da
micobactéria de sobreviver a acdo da célula fagocitaria dificultam a acdo dos
farmacos atualmente disponiveis. Esse panorama impulsiona a busca por
novas drogas e alternativas de tratamento de infec¢des por M. abscessus.

O teste de checkerboard é um dos principais métodos para avaliagéo

de sinergismo, para pesquisar atividade inibitéria in vitro de combinacdes de
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antimicrobianos (MOODY, 2007). Esse método foi utilizado para avaliar todas
as combinacdes entre fArmacos com ou sem atividade contra M. abscessus,
anti-inflamatério e inibidores de betalactamases no presente estudo.

As combinacbes de antimicrobianos com diclofenaco néo
apresentaram efeito sinérgico ou antagdnico. Nao ha na literatura publicacdes
sobre a atividade desse composto contra M. abscessus, embora efeito
sinérgico tenha sido demonstrado por Dutta em 2007 para a combinagcdo de
estreptomicina e diclofenaco contra M. tuberculosis in vivo. Além de ndo haver
efeito sinérgico M. abscessus ATCC 19977 e dois isolados clinicos
apresentaram CIMs elevadas, sugerindo resisténcia intrinseca. Considerando
gue o mecanismo conhecido da atividade antimicrobiana do diclofenaco é inibir
a sintese de DNA, o estudo do mecanismo de resisténcia ao diclofenaco
poderd contribuir para a descoberta de novos farmacos com atividade
antimicrobiana.

Os betalactamicos imipenem, cefoxitina e meropenem foram avaliados
em combinacdo com o0s inibidores de betalactamases clavulanato e
tazobactam. Embora o efeito da atividade in vitro de betalactamicos
combinados com tazobactam contra MNT tenha sido relatado (KWON;
TOMIOKA; SAITO, 1995), assim como o aumento da acdo da ceftazidima em
associacdo com sulbactam contra M. smegmatis (SHRIVASTAVA; SHUKLA;
CHAUDHARY, 2009), neste estudo, as CIMs com inibidores foram iguais
aguelas sem inibidores. Ha duas possibilidades principais para explicar esse
achado. Uma delas é a auséncia de betalactamases em M. abscessus e a
outra é a presenca de betalactamases nao inibidas por esses compostos. A

associacdo de inibidores de betalactamases e betalactamicos foi avaliada
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neste estudo, pois ja havia sido demonstrada a atividade antimicrobiana da
associacdo meropenem/clavulanato contra M. tuberculosis (HUGONNET;
BLANCHARD, 2007), e a presenca de betalactamases ja havia sido
demonstrada em M. phlei, M. smegmatis, M. fortuitum e M. tuberculosis
(FLORES; PARSONS; PAVELKA, 2005; KASIK; PEACHAM, 1968; WALLACE
et al., 1985).
Sulfametoxazol/Trimetoprim nas concentracdes iniciais de 152-0,1/8-
0,01 pg/mL foi avaliada em combinacdo com claritromicina, amicacina,
linezolida e tigeciclina contra M. abscessus. As CIMs para os quatro farmacos
em combinacdo com sulfametoxazol/trimetoprim foram iguais aos pontos dos
farmacos quando testados isoladamente. Uma das explicagcbes para a
auséncia de atividade antimicrobiana do sulfametoxazol pode ser a presenca
de plasmidios com integron classe 1, que codificam o gene sul, como
demonstrado recentemente por nosso grupo — depésito GenBank CP003505.
Na andlise das combinacfes dos quatro farmacos entre si (linezolida,
amicacina, claritromicina e tigeciclina), a combinacdo entre claritromicina e
linezolida apresentou reducdo de uma diluicdo na CIM, embora néo tenha sido
suficiente para ser considero um efeito sinérgico. Por outro lado, nas demais
combina¢gbes houve estabilidade das CIMs. Resultados diferentes foram
encontrados por Huang e colaboradores em estudo com 34 isolados de M.
abscessus, quando avaliaram a atividade de tigeciclina com amicacina e
claritromicina. Na combinacdo de tigeciclina com amicacina foi observado
sinergismo em 7,1% de M. abscessus e antagonismo em 35,7%, em contraste
a combinacdo de tigeciclina com claritromicina apresentou efeito sinérgico de

93% dos isolados de M. abscessus (HUANG, C. W. et al., 2013).
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Durante a padronizagdo da técnica de biofilme foi testado,
inicialmente, o meio de cultura MH, porém a formacéo de biofilme nos pinos
imersos era praticamente invisivel apés as trés lavagens com PBS. Na
tentativa de produzir biofilme, foram realizados testes com meio 7H9
suplementado com OADC, também sem a obtencéo de bons resultados. Diante
dessa dificuldade foi formulado no proprio laboratério, o Meio de Sauton. Neste
meio o crescimento foi satisfatorio e entéo, foi escolhido para os testes com o0s
antimicrobianos no presente estudo. Os pinos com biofilmes foram expostos a
amicacina, claritromicina, cefoxitina, imipenem, moxifloxacino, linezolida ou
tigeciclina em concentracfes que variaram desde as indicadas pelo CLSI como
também em concentragfes mais elevadas. A sobrevivéncia de M. abscessus
diante de concentracdes elevadas, destaca a necessidade de estudos da CIM
em biofilmes. Em todas as concentracdes de antimicrobianos testados contra
biofilme foi possivel recuperar células viaveis.

Observou-se que em concentracdes mais elevadas de drogas e
densidade 6ptica em torno de 0,2 as bactérias demoraram mais de 3 dias para
apresentarem crescimento visivel, enquanto nos poc¢os onde os biofilmes foram
testados em concentracdes mais baixas, em trés dias, ja se observava o
crescimento em meio solido. Os biofilmes recuperados de acordo com o
aumento das concentracfes onde haviam sido submetidos, cresceram mais
lentamente em meio so6lido. Com uma grande variacao entre os valores para
cada pino, é dificil escolher um antimicrobiano com boa atividade contra

biofilme.

O comportamento de micobactérias durante infecgdo pulmonar,

especificamente com Mycobacterium tuberculosis, é bastante conhecido, uma
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vez dentro de fagossomas com baixo pH, esta impede a acidificacao inibindo a
fusdo com o lisossomo e além disso conseguem escapar do fagossomo para o
citoplasma (DE BACKER, 2007; HELKE; MANKOWSKI; MANABE, 2006;
PIETERS, 2008).

Os resultados deste estudo mostram que a M. abscessus sobrevive
bem no interior de macrofagos e que em 24 horas apoés a infeccdo mantem-se
no fagossomo, sem escapar para o citoplasma. Os antimicrobianos, nas
concentracfes inibitorias obtidas por microdiluicdo, quando aplicados nos
testes com células, ndo apresentaram efeito inibitério sobre as bactérias, uma
vez que o numero de UFC das células controle sem farmaco e células com
farmacos foi o mesmo. A concentracdo na qual foi obtida inibicdo contra
M.abscessus encontrava-se muito acima dos niveis terapéuticos e, portanto,
fora da faixa aceitavel para aplicacdo em individuos infectados. A atividade
combinada de imipenem e claritromicina ou amicacina contra M. abscessus foi
avaliada em estudos anteriores. Imipenem mostrou efeito sinérgico com
claritromicina em 43% dos isolados e indiferente com amicacina em 90% dos
isolados (MIYASAKA et al., 2007). Pacientes com infecgdo pulmonar por M.
abscessus foram tratados com amicacina e cefoxitina no primeiro més, além de
claritromicina, ciprofloxacina e doxiciclina por 12 meses, no entanto, em apenas
58% dos pacientes com baciloscopia positiva do escarro houve negativacéo
por mais de um ano. Por dificuldade de tolerar a cefoxitina, este foi substituido
por imipenem (JEON et al., 2009). O mesmo esquema foi utilizado em Taiwan
para o tratamento de doenca pulmonar por M. abscessus. Nesse caso,
ciprofloxacina foi substituido por levofloxacina. Apés um ano de tratamento,

27,3% continuaram com sintomas da infeccdo ou morreram em funcdo da
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infecg@o por M. abscessus. Em 32,8% manteve-se a positividade da cultura de
escarro para M. abscessus. Apos o tratamento, 32,5% e 12,5% dos isolados de
M. abscessus recuperados permaneciam sensiveis a cefoxitina e imipenem
(HUANG, Y. C. et al., 2010). Em outro estudo amicacina foi usada em média
por 230 dias e cefoxitina ou imipenem por 83 dias em pacientes tratados. A
taxa de sucesso no tratamento foi de 80% mas apresentaram efeitos colaterais
como lesdo hepatica e audicdo prejudicada em 44% dos pacientes (LYU et al.,
2011).

Os isolados clinicos F2176, F2534 e 2535 apresentaram
comportamento semelhante aquele da cepa M. abscessus ATCC 19977
guando internalizados em macréfagos, diminuindo as taxas de crescimento
apenas em concentracdes elevadas.

A sobrevivéncia de M. abscessus em biofilmes e dentro de macrofagos
guando submetidas a tratamento com elevadas concentracdes de
antimicrobianos, chama a atencdo para a capacidade de M. abscessus
sobreviver nesses dois ambientes.

A sobrevivéncia de M. abscessus, no interior de macré6fagos expostos a
concentracfes terapéuticas de antimicrobianos e em concentraces muito
acima desses niveis indicam que a acdo bactericida do macréfago é essencial
nas infeccbes por essa espécie, e que podem explicar a frequentemente

ocorréncia de falha terapéutica observada clinicamente.
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8. CONCLUSOES

Todos os isolados testados foram sensiveis a tigeciclina.

Todas as associagcdes de antimicrobianos, diclofenaco ou de

betalactamicos/inibidores de betalactamases foram indiferentes.

A atividade dos antimicrobianos contra M. abscessus estruturados em

biofilme foi apenas bacteriostatica.

O efeito dos antimicrobianos contra M. abscessus quando localizadas

em fagossomas € apenas bacteriostatico.

M. abscessus ATCC 19977 permanece no fagossomo 24 horas apos

infeccdo de macrofagos.
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