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Resumo:

As micobactérias ndo tuberculosas (MNT) formam um grupo de
bactérias no género Mycobacterium spp. e algumas incriminadas em causar
uma gama de doencas humanas. As MNT foram consideradas importantes
patdgenos humanos nas ultimas décadas. Mycobacterium abscessus é uma
das espécies de MNT, de crescimento rapido, mais comumente envolvida
em causar doencgas pulmonares. As doencas causadas por MNT estao
associadas a resisténcia natural das diferentes espécies aos farmacos, o
gue leva a resultados clinicos decepcionantes. Além do nimero de casos
crescente, M. abscessus possui mecanismos de viruléncia importantes. O
objetivo deste estudo foi padronizar uma técnica para avaliar o
desenvolvimento de M. abscessus resistentes, bem como avaliar o efeito da
piperina (PIP) na prevencdo de desenvolvimento desses mutantes
resistentes a claritomicina (CLA) e amicacina (AMK). Foram realizados
experimentos para padronizar, desde as diluicbes dos farmacos em teste,
preparo de meios sélidos contendo os farmacos, preparo das suspensdes de
M. abscessus e semeadura nos meios de cultivo, bem como o tempo de
incubacao para de determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) de
cada farmaco isoladamente e em combinacdo com PIP. A concentracdo de
farmaco que inibiu totalmente o crescimento de M. abscessus foi 390 pg/mL
para AMK e 360 pg/mL para CLA. Porém, quando iniciamos os estudos com
PIP estes precisaram ser interrompidos devido a pandemia por COVID-19.
Acreditamos que a técnica padronizada para deteccdo de mutantes de M.
abscessus resistentes a farmacos contribuird para as pesquisas futuras no
nosso laboratério e a mesma possa ser usada em estudos com outras
espécies do género Mycobacterium.

Introducao

Micobactérias ndo tuberculosas (MNT) apresentarem patogenicidade
variavel e estdo dispersas na natureza, principalmente no solo e na agua.
MNT de crescimento rapido, como é o caso de M. abscessus, desenvolvem
coldénias em até sete dias, enquanto que as de crescimento lento necessitam
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de um tempo maior para apresentarem colbnias visiveis (ATUNES et al.,
2012). Dentre as MNT responsaveis em causar doencas, M. abscessus se
destaca pelo numero de casos crescente em todo o mundo. Este patégeno
possui mecanismos de viruléncia importantes, como a formacao de biofilme
e estratégias para se evadir da resposta imune do hospedeiro (COWMAN et
al., 2016). Doencas por M. abscessus também se destacam quanto
dificuldade no tratamento, uma vez que essa espécie de micobactéria é
resistente a diversos farmacos. O tratamento das micobacterioses, doencas
causadas por MNT, é constituido de mudaltiplos farmacos que atuam
simultaneamente, mas com mecanismos de acdo diferentes para evitar o
desenvolvimento de resisténcia a esses. Os farmacos mais utilizados no
tratamento dessas doencas sdo amicacina (AMK), claritromicina (CLA) e
qguinolonas (ATUNES et al., 2012). Estudos apontam que combinacfes de
antimicrobianos disponiveis, como possiveis inibidores de bombas de efluxo
apresentam resultados positivos para superar a resisténcia das
micobactérias. A piperina (PIP), um alcaldide isolado de Piper ningrum
(pimenta do reino), demonstrou diversas atividades biolégicas e destaca-se
principalmente pelo aumento da biodisponibilidade de farmacos (DE
OLIVEIRA; ALENCAR-FILHO; VASCONCELLOS, 2014) e também atuar de
modo sinérgico, contra Mycobacterium tuberculosis, quando combinada a
alguns farmacos (MENICHINI; LARI; RINDI, 2020). Considerando as
propriedades ja descritas da PIP, o objetivo deste estudo foi padronizar uma
técnica para avaliar o desenvolvimento de M. abscessus resistentes, bem
como avaliar o efeito da PIP na prevencdo de desenvolvimento desses
mutantes a CLA e AMK.

Materiais e métodos
Padronizacao dos procedimentos experimentais

Inicialmente foram realizados estudos para padronizar 0s
procedimentos técnicos para determinar a acdo de CLA e AMK,
isoladamente e combinadas com PIP, na prevencdao do surgimento de
mutantes, de M. abscessus com resisténcia a variadas concentracoes
desses farmacos em meio de cultivo sélido. Para isso, foi avaliada a melhor
forma para: i) diluir farmacos; ii) aliquotar meio de cultura e adicdo dos
farmacos em concentracbes pré estabelecidas aos meios de cultivo; iii)
in6culo bacteriano; e iv) tempo de incubacdo dos meios de cultivo para
determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM). Apo6s a
padronizacao, foi definida a seguinte metodologia.

Meio de cultura e preparo de placas contento meios com antimicrobianos

O meio de cultura Middlebrook 7H11 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
US) suplementado com 0,5% de glicerol foi utilizado para o preparo de 12
concentragcbes de CLA e AMK. Para isso, quantidades especificas de
solugbes estoque dos farmacos foram adicionadas a 10 mL de meio de
cultura a uma temperatura de 56 °C e posteriormente envasados em placas
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de petri septadas para obter concentracdes finé}s dos farmacos de 0,0625 a
10 mM.

Determinacgdo da concentragao inibitéria minima em meio soélido

Culturas de M. abscessus em meio Middlebrook 7H9 suplementado
com OADC (Ac. Oléico, Albumina, Dextrose e Catalase), e adicionadas de
fagulhas de vidro, foram submetidas a agitacdo em vortex por 2 minutos.
Apbs homogeneizacdo, as suspensdes bacterianas foram padronizadas com
turvacdo equivalente a escala de McFarland 0,5. Posteriormente, 100 uL da
suspensao bacteriana foi semeada em Middlebrook 7H11 suplementado
com OADC (Ac. Oléico, Albumina, Dextrose e Catalase) contendo os
farmacos em diferentes concentracdes. Apos 7 dias de incubacgéo a 37°C, foi
realizada a contagem do numero de colbnias desenvolvidas nos meios
contendo diferentes concentracdes de AMK bem como de CLA isoladamente
e combinadas com PIP. A CIM, para cada farmaco isoladamente e
combinado com PIP, foi determinada nos meios com a menor concentragao
de farmacos em teste, onde n&o houve crescimento de M. abscessus.

Resultados e Discusséo

O surgimento de isolados clinicos de M. abscessus resistentes aos farmacos
disponiveis € uma ameaca ao controle e tratamento de doencas causadas
por este microrganismo. O desenvolvimento de novos farmacos ou de novas
estratégias terapéuticas que seja eficaz contra o bacilo e capaz diminuir o
surgimento de resisténcia bacilar € uma necessidade atual. Inicialmente,
realizamos a padronizacdo da técnica para determinar a frequéncia de
mutantes de M. abscessus resistentes a AMK e CLA. Apds, foi conduzido
estudo da determinacdo da frequéncia de desenvolvimento de mutantes
resistentes a CLA e AMK isoladamente ecombinadas com PIP em M.
abscessus. Foram realizados experimentos para padronizar cada etapa do
ensaio. Primeiramente, a realizagdo da diluicdo dos farmacos foi testada em
tubos conicos, microtubos e em microplacas. Dentre esses, a diluigdo em
microplacas se mostrou vantajosa, pois permitiu trabalhar com volumes
reduzidos de farmacos e meio de cultura liquido, evitando desperdicios. Com
relagdo a preparagdo dos meios de cultivos soélidos, contendo as diferentes
concentracdes dos farmacos, primeiramente foi aliquotado o meio de cultura
Middlebrook 7H11, ainda em sua forma liquida, em tubos cénicos e estes
permaneceram em banho maria (56 °C) até o momento de adicdo dos
farmacos na concentracdo desejada. O meio de cultura foi homogeneizado
por inversao delicada, envasado em placas de petri e deixado solidificar.
Para a semeadura do in6culo bacteriano, foi utilizado alca bacteriologica
(10uL) descartavel. Esta escolha foi feita devido ao numero de placas a
serem semeadas e possibilidade de ontaminacdo entre as amostras. As
placas semeadas com M. abscessus foram incubadas (37°C) e observadas
a cada dois dias. A contagem de colbnias desenvolvidas nos meios
contendo os farmacos, foi realizada ap6s 7 dias de incubacao.
Adicionalmente, as placas foram observadas por mais 7 dias. A
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concentracdo de farmaco que inibiu totalmente o crescimento de M.
abscessus foi 390 pg/mL para AMK e 360 pug/mL para CLA. Com a obtencéo
das CIM para AMK e CLA, o proximo passo seria avaliar a atividade de PIP
em prevenir o surgimento de M. abscessus resistentes a AMK e CLA.
Porém, ja nos primeiros ensaios, 0s experimentos tiveram de ser
interrompidos devido & pandemia de COVID-19. Apesar de néo ter sido
possivel concluir os estudos na sua totalidade, outros estudos reforcam as
atividades promissoras de PIP (MENICHINI; LARI; RINDI, 2020; SHARMA et
al., 2010).

Conclusbes

Neste estudo, padronizamos uma técnica que nos da informagdes quanto a
capacidade de determinados compostos de prevenir o surgimento de M.
abscessus mutantes resistentes in vitro a farmacos. Assim, acreditamos que
préximos estudos em nosso laboratério serdo beneficiados por esta técnica.
Acreditamos que a técnica padronizada para deteccdo de mutantes de M.
abscessus resistentes a farmacos contribuird para as pesquisas futuras no
nosso laboratério e a mesma possa ser usada em estudos com outras
espécies do género Mycobacterium.
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