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RESUMO

Dentre as micobactérias nao tuberculosas (MNT) de crescimento lento, podemos
destacar o Complexo Mycobacterium avium, que sao bactérias causadoras de
micobacterioses principalmente em pacientes imunocomprometidos, porém,
infeccdes tém ocorrido também, em individuos imunologicamente competentes. A
manifestagdo clinica mais comum causada por esse microrganismo é a infecgcao
pulmonar, mas também pode resultar em infeccdo em outros sitios anatémicos. O
tratamento das infecgbes causadas por M. avium € realizado por combinagdes de
antimicrobianos que nem sempre sao eficientes devido a resisténcia bacteriana.
Devido a falta de um tratamento bem definido, € necesséaria a busca por novas
opcoes terapéuticas. O dissulfiram (DSF) é um medicamento utilizado no tratamento
de pacientes dependentes de alcool. Apesar de o seu uso estar relacionado ao
alcoolismo, estudos mostraram sua atividade antimicrobiana in vitro em M.
tuberculosis. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a Concentragédo
Inibitéria Minima (CIM) de DSF contra MNT de crescimento lento por resazurin broth
microdilution assay (REBMA). A CIM de DSF variou de 16-32 pg/mL, sugerindo
futuras possibilidades de incorporacao no tratamento dos pacientes.

INTRODUCAO

As infeccdes causadas por micobactérias ndo tuberculosas (MNT) estido
cada vez mais sendo detectadas pelo mundo por diversos motivos, como a
melhoria no diagnéstico, a conscientizacdo dos individuos sobre as doencas
causadas e ainda o crescimento da populacado de risco para infec¢des por esses
microrganismos. MNT se caracterizam por estarem dispersas no meio ambiente,
podendo ser encontradas na agua, alimentos, no solo e sdo capazes de sobreviver
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em ambientes hostis, com caréncia de nutrientes. Atualmente, existem mais de 200
espécies que pertencem a esse género, Mycobacterium spp. Dentro do Complexo
Mycobacterium avium, que sao bactérias consideradas como oportunistas,
destacam-se clinicamente como patégenos humanos M. avium e M. intracellulare
(Kwon; Koh; Daley, 2019). Devido a onipresenga da bactéria no ambiente, acredita-
se que a forma mais comum de transmissao ao ser humano ou animais seja por
exposi¢do a fontes ambientais. As manifestagdes clinicas mais comuns de doencas
causadas por M. avium podem ocorrer em tecido pulmonar ou de forma
disseminada. A infeccdo disseminada é mais comum em pacientes
imunocomprometidos, principalmente em portadores do virus da imunodeficiéncia
humana (HIV).

Os sintomas clinicos em doenca pulmonar causada por M. avium sao
semelhantes a tuberculose, que é causada por bacilos do Complexo M.
tuberculosis, o que dificulta o diagndstico correto em casos envolvendo MNT. Isto
ocasiona demora em chegar ao diagnédstico correto de um quadro infeccioso por
MNT e consequentemente inicio de tratamento errbneo, podendo promover
resisténcia dos bacilos aos medicamentos (Kwon; Koh; Daley, 2019).

O dissulfiram (DSF) € um medicamento utilizado no tratamento de pacientes
dependentes de alcool. Seu mecanismo de agédo € baseado na inibicao irreversivel
da enzima que degrada alcool presente no sangue, a aldeido desidrogenase.
Apesar de seu uso estar relacionado ao alcoolismo, estudos mostraram sua
atividade antimicrobiana em M. tuberculosis sensiveis e resistentes. Em MNT, como
M. fortuitum e M. abscessus, além de apresentar acao bactericida, DSF também
apresentou sinergismo com farmacos usados no tratamento de micobacterioses
(Winters et al., 2022).

A falta de um tratamento eficiente e a escassez de opcdes de antibacterianos
em casos de resisténcia das MNT aumenta a ressalva da necessidade de buscas
por alternativas terapéuticas que venham a auxiliar nesse tratamento. Além disso, a
falta de estudos da atividade de DSF contra MNT de crescimento lento demonstra a
importancia da avaliagdo da sua atividade contra essas bactérias, a fim de ser um
candidato promissor no tratamento de micobacterioses. Neste sentido, o objetivo do
presente estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana de DSF em isolados clinicos
de MNTs de crescimento lento.

MATERIAIS E METODOS

Inicialmente, as linhagens de MNT de crescimento lento pertencentes a
bacterioteca do Laboratério de Bacteriologia Médica do Departamento de Anélises
Clinicas da Universidade Estadual de Maringa (DAB/UEM) foram semeadas em
Muller Hinton Broth (Difco Laboratories, Detroit, USA) céation ajustado enriquecidos
com 5% de OADC (BBL/Becton-Dickinson, Sparks, MD, USA) e incubados por 5
dias a 35 °C.
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A CIM de DSF foi determinada de acordo com o Clinical Laboratory Standard
Institute (CLSI, 2018) com modificagcbes na leitura do teste pela adicdo de
resazurina como revelador de crescimento bacteriano. As suspensdes bacterianas
de MNT foram padronizadas com escala McFarland n° 0,5 e diluidas em Mueller
Hinton Broth cation ajustado. Apé6s, 100 pL desta suspensao bacteriana
padronizada foram adicionados em cada orificio da microplaca contendo diluicdes
seriadas de DSF. A microplaca foi incubada por 5 dias/35 °C. Apés incubacéao, 30
ML de solugdo de resazurina 0,01% (Acros, Morris Plains, NJ, USA) foram
adicionados a cada orificio e a placa foi reincubada por 24 horas/35 °C. A mudanca
da cor azul para rosa, pela redugdo da resazurina, foi considerada como presenca
de crescimento bacteriano. A CIM de DSF foi definida como a menor concentragéao
do farmaco capaz de inibir o crescimento bacteriano. Controles de esterilidade e
crescimento bacteriano foram incorporados aos experimentos. Todos o0s
experimentos foram realizados em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A CIM de DSF contra MNT estudadas variou de 16 a 32 pg/mL para MAC e M.
kansasii analisados. Os resultados encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1. Concentracao Inibitéria Minima de Dissulfiram (DSF) contra o Complexo
Mycobacterium avium (MAC) e Mycobacterium kansasii

Concentracao Inibitéria Minima

(hg/mL)
Linhagem de colecao DSF

M. avium 1 32

M. avium 2 32

M. intracellulare 16

M. kansasii 1 32

M. kansasii 2 16

M. kansasii 3 16

Em estudo realizado por Das et al. (2019), que avaliou a atividade de DSF
contra MNT de crescimento rapido, DSF apresentou valores de CIM semelhantes
aos obtidos para MNT de crescimento lento utilizados neste estudo, em que a CIM
de DSF contra M. fortuitum ATCC 6841, M. chelonae ATCC 35752 e M. abscessus
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ATCC 19977 foi de 32 ug/mL. Em estudo realizado por Winters et al. (2022), DSF
também apresentou valores de CIM semelhantes para espécies de MAB e M.
fortuitum, M. smegmatis, M. avium, dentre outras. Esses resultados apontam para a
possibilidade de incorporagdo de DSF no tratamento de pacientes acometidos por
infeccdes causadas por MNT, sendo necessaria a realizagdo de mais estudos
acerca da atividade de DSF e da possibilidade de utilizacdo em terapias multi
medicamentosas, como é 0 caso em micobacterioses.

CONCLUSOES

As linhagens de MAC e de M. kansasii apresentaram niveis préximos de
suscetibilidade ao DSF. Para a obtengdo de um panorama do perfil de
suscetibilidade mais representativo, estudos com um maior nimero de isolados
clinicos se fazem necessarios.
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