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RESUMO

A tuberculose é uma doenca bacteriana infecciosa, causada pela Mycobacterium tuberculosis que atinge
orgéaos respiratérios e esta envolvida com o estado imunolégico de cada individuo. A doenga € um grande
desafio para a saude publica devido a invaséo do tratamento e a resisténcia bacteriana aos antibidticos, sendo
esta enfermidade uma das principais causas de mortalidade no mundo. O tratamento dessa doencga é longo
e consiste em antibiéticos agressivos ao corpo, sendo muitas vezes ndo aceito pelo paciente. Alternativas
como os probidticos vém sendo estudadas e desenvolvidas a fim de substituir a antibioticoterapia, uma vez
gue os probidticos apresentam capacidades imunoldgicas e relagdo com o eixo intestino-pulméo, podendo
assim ser uma opg¢ao na terapia da tuberculose. Este projeto tem por objetivo avaliar op¢des ao tratamento
contra a tuberculose por meio do uso de probidticos e verificar a capacidade desses na producdo de
antimicrobianos gque inibiam o crescimento da bactéria de forma direta e eficaz. Dessa forma seria possivel
optar por uma alternativa para o tratamento da doenca ou diminuir o percurso do uso dos antimicrobianos,
diminuindo os problemas que existem na terapia com antibioticos, aumentar a aceitabilidade dos enfermos, e
diminuir os custos da terapia.

PALAVRAS-CHAVE: Antimicrobianos; Mycobacterium smegmatis; Mycobacterium tuberculosis; resisténcia
a antibidticos.

1 INTRODUCAO

A tuberculose é considerada uma das doencas infecciosas que mais causa mortes
no mundo (Gelaw. Y, 2021). Em 2017, houve uma estimativa de 33,5 a 44 casos a cada
cem mil habitantes no mundo, sendo que o Brasil, esta entre os 30 paises com maior carga
de tuberculose (Rebeiro, P. F, 2020). Aproximadamente dez milhdes de pessoas morrem
de tuberculose no mundo a cada ano. A Assembleia Mundial da Saude determinou como
meta reduzir o niumero de infectados em 80% e o niumero de mortes em 90% até 2023
(Christof. C, 2020).

A tuberculose é uma doenca bacteriana caracterizada como infeccdo cronica
transmitida pelo ar e causada pela Mycobacterium tuberculosis. O tratamento prolongado
do regime de antimicrobianos pode diminuir a resposta do paciente, e tal fator afeta o
sucesso do tratamento e também pode levar a selecao de cepas de bactérias resistentes.
Portanto, € de extrema importancia desenvolver alternativas a antibioticoterapia no
tratamento da tuberculose (Sanjiwani, 2021). Os antibidticos capazes de eliminar a M.
tuberculosis (isoniazida e rifampicina, comumente), causam diversas reagfes como
nauseas, disenteria, Emese, perda de apetite, e a destruicdo da microbiota do intestino (Yue
Li, 2022). Ademais, a extensa duracdo da terapia contra a bactéria esta ligada ao
expressivo abandono dos pacientes ao tratamento sendo o causador do aumento acelerado
de cepas resistentes a antibiéticos, e tal fator afeta a satde publica (Quinnonez. C, 2022).
Os farmacos contra a tuberculose também baixam o rendimento do figado devido a alta
carga de medicamento. A inclusdo de probidticos no tratamento pode fornecer efeito de
protecdo contra essas drogas. Estudos também apontaram que o uso de Lactobacillus
casei pode diminuir o efeito de nauseas nos pacientes (Lin S et al, 2020).
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Os probidticos séo classificados como organismos vivos, que beneficiam a saude
guando ingeridos em quantidades adequadas. Esses também apresentaram poder de
reduzir inflamacéo na parede do intestino e regular a microbiota intestinal. O estudo dos
probidticos é recente e logo esta em constante aprimoramento. Os probidticos usados em
alimentos, fornecidos como suplemento ou como componentes ativos de um farmaco, nao
devem apenas ser capazes de sobreviver a passagem pelo trato digestivo, mas também
devem ter a capacidade de proliferar e ser benéfico a microbiota intestinal. Os probidticos
devem ser capazes de exercer seus beneficios no hospedeiro por meio do crescimento e
da atividade no corpo humano. A capacidade de permanecer viavel e eficaz no local alvo
deve ser estudada e confirmada para cada cepa e produto ou alimento comercializado. Os
estudos clinicos devem ser realizados com o produto comercializado e ndo com a cepa
isolada. A literatura recente tem demonstrado que um dos mecanismos de acdo dos
probidticos envolve a estimulacdo do sistema imunologico, ou seja, podem atuar no
tratamento de doengas infecciosas. (Guillot.C, 2018).

Ha relatos de que a microbiota intestinal também ¢é atingida durante o percurso da
doenca, em um processo conhecido como eixo intestino-pulméo, que mostra uma relacao
entre os dois 6rgdos, uma vez que 0sS microrganismos do intestino tém efeito sobre a
manutencao do trato respiratério e vice-versa. Ainda ndo se sabe exatamente se a alteracao
causada pela bactéria M. tuberculosis é devido a infeccdo ou uma predisposicdo que
precipita patdbgenos em formacéo (Li W et al, 2019). Estudos indicam que a manutencgédo da
microbiota intestinal pode reduzir os sintomas ou prevenir o estabelecimento de doencas
pulmonares (Ma Y et al, 2020). O eixo intestino-pulmé&o fornece uma translocacdo da
microbiota que permite uma protecdo via exclusdo competitiva, ou pode ainda liberar
metabdlitos imunomoduladores, que auxiliam na resposta imunoldgica frente a doencas
infecciosas (Ma Y et al, 2020). Uma forma de restaurar a microbiota intestinal € por meio
de probidticos (Wieérs. G, 2020).

Certos casos demonstram que a microbiota em seu estado saudavel pode
apresentar sinais positivos no tratamento da tuberculose, uma vez que a disbiose prejudica
a funcdo dos macrofagos do sistema imunolégico, os quais atuam contra a M.tuberculosis,
logo a implementagdo de probidticos no tratamento contra a doenga pode melhorar os
resultados do tratamento (Liu et al, 2021). Estudos ja mostraram, que Lactobacillus
plantarum e L. brevis apresentam dados positivos frente a M. tuberculosis em estudos in
vivo utilizando ratos, sendo a resposta favoravel relacionada com o mecanismo de interacao
entre moléculas sinalizadoras, chamado de quorum sensing (QS) (Kuczkowska, 2019).

O quorum sensing, permite que as bactérias individuais monitorem e entendam o
tamanho da sua comunidade por meio da liberacdo de auto indutores, cuja concentracao
cresce devido ao aumento da densidade celular (Avaneesh V. Narla et al, 2020). Dessa
forma, as bactérias podem controlar caracteristicas fenotipicas e a liberacdo de
sinalizadores quimicos. O QS, permite que a colénia de bactérias possa agir em conjunto,
alcancando maiores resultados e também contribui na formagédo do biofilme (Azimi. S,
2020).

Dessa forma, é necessario encontrar meios alternativos para o tratamento da
tuberculose, uma vez que o0s impactos do tratamento com antibidticos trazem as
consequéncias ja citadas que diminuem a eficiéncia da terapia, logo o objetivo desse estudo
€ buscar alternativas por meio dos probioticos com a finalidade de melhorar a recuperacéo
de pacientes afetados pela M. tuberculosis.

2 MATERIAL E METODOS
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As linhagens bacterianas utilizadas foram padrdo ATCC, disponibilizadas pelo
laboratério de Ecologia Microbiana da UEPG. A cepa referente ao agente patégeno da
tuberculose utilizado nesta pesquisa foi a M. smegmatis, visto apresentar um periodo mais
curto de crescimento e menor grau de patogenicidade, podendo ser manipulado no
laboratorio de microbiologia da UniCesumar. Ja as cepas de probidticos utilizadas foram:
Lactobacillus acidophilus, L. helveticus, Bifidobacterium bifido, Bifidobacterium infantis e
Bifidobacterium longum.

Inicialmente foi determinado qual o meio de cultura ideal para o crescimento dos
probioticos. Para isto, foi verificado o crescimento de todas as cepas em Agar BHI, Agar
Mueller-Hinton e Agar Luria Bertani, e a capacidade de crescimento foi determinada dentro
de 72 horas, de forma qualitativa.

Apos a determinacdo do melhor meio de cultura para crescimento, as cepas foram
estocadas em glicerol 60% no laboratério de microbiologia da UniCesumar. As cepas foram
crescidas em 10 mL de meio liquido, determinado no ensaio anterior, e deixadas crescer
durante 72 horas a 37°C a 200 rpm. ApoOs o periodo de incubacdo, as cepas foram
centrifugadas a 8.000 rpm durante 5 minutos, e o pellet foi ressuspendido em 1 mL de
glicerol 60%, sendo os estoques conservados em freezer -20°C.

Para a realizacao do teste de producdo de metabdlitos antimicrobianos produzidos
pelos probidticos, a cepa de M. smegmatis e os probidticos foram crescidos em Agar
Mueller-Hinton durante 72 horas a 37°C. Posteriormente, a M. smegmatis sera
ressuspendida em solucao salina estéril (NaCl 0,9%) até a turbidez equivalente ao tubo 0,5
da Estala de McFarland, e foi inoculado em Agar Muller-Hinton com o auxilio de swab
estéril. Os probidticos foram inoculados sobre a M. smegmatis, e as placas foram incubadas
a 37°C durante 72h. A formacdo de halos de inibicdo (de qualquer didmetro), foram
verificadas, caracterizando a producdo de metabodlitos secundarios com atividade
antimicrobiana.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Estudos recentes vém destacando o uso de probibticos para o tratamento de
doencas infecciosas nao relacionadas ao trato gastrointestinal, como depressao, diabetes
tipo 2, doencas parasitarias, entre outras. O reestabelecimento da microbiota intestinal
mediada pelo uso de probidticos auxilia na resposta ao sistema imunolégico, ou pode ainda
afetar diretamente o estabelecimento de patdégenos microbianos, como na sintese de
antimicrobianos e/ou antiparasitarios produzidos pelos probioticos. Ha ainda relatos de que
0 uso de probidticos potencializa a acao de antimicrobianos, podendo facilitar a acao do
antibiético ou diminuir o periodo de tratamento.

Primeiramente, foi realizado o estabelecimento dos perfis de crescimento microbiano
em condicbes laboratoriais. As cepas bacterianas de probiéticos e M. smegmatis foram
recebidas na forma de doacédo pelo laboratério de Ecologia Microbiana da Universidade
Estadual de Ponta Grossa, sob responsabilidade do Prof. Dr. Marcos Pileggi e Prof. Dr. Luiz
Ricardo Olchanheski. As cepas de probidticos ndo apresentaram capacidade de
crescimento em agar TSB, agar Mueller-Hinton e 4gar BHI. Desta forma, considerou-se o
uso de um meio de cultura especifico para isolamento de Lactobacillus sp., o0 meio MRS,
sendo possivel o estabelecimento de crescimento dos isolados de Lactobacillus sp. e
Bifidobacteria sp. em um periodo de 24 horas a 37°C. A cepa de M. smegmatis apresentou
a capacidade de crescimento em agar BHI em um periodo de 24 horas. Sera necessario
verificar se a cepa de M. smegmatis apresenta capacidade de crescimento em Agar MRS,
a partir deste resultado sera possivel determinar se os ensaios de antibiose poderéao ser
realizados neste meio de cultura, ou se serd necessario a sintese de metabdlitos
microbianos.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

As bases levantadas sobre o uso de probioticos podem ser aplicadas no tratamento
da doenca. Com o intuito de contribuir para os avancos do tratamento da tuberculose, a
proposta deste trabalho € iniciar uma pesquisa que visa determinar se 0s probioticos
Lactobacillus acidophilus, L. helveticus, Bifidobacterium bifido, Bifidobacterium infantis e
Bifidobacterium longum podem afetar o estabelecimento de M. tuberculosis, primeiramente
de forma direta, pela sintese de metabdlitos secundarios antimicrobianos, e posteriormente
verificada a influéncia indireta, pela producao de moléculas sinalizadoras (quorum sensing)
ou potencializadores do sistema imunologico.

Apbés o estabelecimento do crescimento dos probidticos no laboratério, serd
realizado um teste de antibiose com os probidticos frente a M. smegmatis, a partir disto
serdo selecionados e verificadas se as cepas podem apresentar um potencial
antimicrobiano ou ndo, e dessa forma compreender a ana
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