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RESUMO

O complexo Mycobacterium abscessus (MABC) é uma micobactéria nao tuberculosa
de crescimento rapido e de relevancia clinica, principalmente por causar infec¢des
pulmonares, além de acometimentos cutdneos e de tecidos moles. Sua persisténcia
esta relacionada a formacao de biofilmes, cuja matriz extracelular contribui para a
adesao, protecao e tolerancia aos agentes antimicrobianos. Nesse contexto, novas
moléculas com potencial antimicrobiano, como a SH-18, podem representar
alternativas terapéuticas para o controle dessas infeccées. Foi utilizada a cepa M.
abscessus ATCC 19977 para determinacao da concentracao inibitéria minima (CIM)
e avaliagdo da atividade antibiofiime. A CIM foi determinada pelo método de
microdiluigio em caldo utilizando resazurina. Para avaliagdo do biofilme, os
compostos foram testados nas concentracdes de Va4 CIM, 2 CIM, CIM e 2x CIM, com
analises nos dias 5, 7 e 10. A matriz extracelular foi quantificada por coloracdo com
safranina e leitura a 492 nm. A atividade antibiofiime aumentou de 64,87% em V4
MIC para 75,86% em 2 CIM, atingindo 80,68% na CIM, seguida de discreta redugéao
para 78,86% em 2x CIM. Os resultados indicaram aumento da atividade até a CIM,
seguido de estabilizacdo do efeito em concentracdes superiores. O quinto dia de
incubacao foi considerado o periodo mais adequado para avaliagdo da atividade
antibiofilme, por representar maior maturacao e producdo de matriz extracelular.
Esses achados sugerem que a SH-18 pode representar uma molécula promissora
para o controle de biofilmes produzidos por M. abscessus.

INTRODUGCAO

Dentro da classificacdo das micobactérias nao tuberculosas (MNT), o
complexo Mycobacterium abscessus (MABC) destaca-se como importante agente
relacionado principalmente a infecgdes pulmonares (ABDELAAL et al., 2023). Trata-
se de uma micobactéria ambiental de crescimento rapido, cuja prevaléncia tem
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aumentado mundialmente. A transmissao ocorre principalmente pela exposicdo a
aerossOis e fontes de dagua contaminada, incluindo ambientes hospitalares e
equipamentos médicos (ABDELAAL et al, 2022). Suas manifesta¢des clinicas
ocorrem principalmente no trato respiratério, mas também podem envolver pele e
tecidos moles, especialmente apds procedimentos cirdrgicos e transplantes (DOKIC
et al., 2021). Embora apresente maior frequéncia em individuos com condigbes
pulmonares subjacentes, como fibrose cistica, DPOC e bronquiectasias, também
pode acometer individuos imunocompetentes (ABDELAAL et al., 2022). No Brasil,
foram relatados mais de 2.128 casos de infeccdes de pele e tecidos moles por
MABC entre 2004 e 2017, evidenciando sua relevancia clinica e epidemiol6gica
(EVERALL et al., 2017).

A patogenicidade e persisténcia do MABC estdo relacionadas, entre outros
fatores, a sua superficie rica em lipidios e a presenca de glicopeptidolipideos
(GPLs), que contribuem para a adesao bacteriana e formacdo de biofilmes
(PARMAR; TOCHEVA, 2023). Os biofilmes sdo comunidades bacterianas envoltas
por uma matriz extracelular (MEC), constituida por lipidios, carboidratos, proteinas e
DNA extracelular, que favorece a adesao, a persisténcia e a protegao contra agentes
antimicrobianos (CHAKRABORTY; KUMAR, 2019). Dessa forma, a formacédo de
biofilme representa um importante mecanismo de adaptacao e tolerancia do MABC,
dificultando o controle das infecgbes e reforcando a necessidade de investigar novas
alternativas terapéuticas.

Nesse contexto, estudos pré-clinicos tém identificado moléculas com
potencial antimicrobiano contra micobactérias, apresentando atividade significativa e
baixa citotoxicidade para células humanas. Entre essas alternativas, destaca-se SH-
18, da classe das acilhidrazonas, que apresentou resultados promissores em
ensaios in silico e in vitro contra Mycobacterium tuberculosis. Diante da relevancia
do MABC e da necessidade de novas estratégias terapéuticas, o presente estudo
teve como objetivo avaliar a acao dessas substancias sobre M. abscessus ATCC
19977, tanto em sua forma plancténica quanto sobre a matriz extracelular de seu
biofilme.

MATERIAIS E METODOS

Para o estudo, foi utilizada a cepa padrao Mycobacterium abscessus ATCC
19977, do Laboratorio de Bacteriologia Médica do Laboratério de Ensino e Pesquisa
em Andlises Clinicas (LEPAC/UEM). As culturas foram descongeladas e mantidas
em caldo Mdieller-Hinton (MHB) com cations ajustados e incubadas por 3 dias a
35 °C. Para determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM), foram
preparadas suspensdes bacterianas padronizadas em espectrofotémetro,
equivalentes a 0,5 da escala de McFarland, e posteriormente diluidas 1:200 em
MHB. Apés a diluigcao seriada dos compostos, foram adicionados 100 pL do in6culo
em cada pogco e as placas foram incubadas por 3 dias a 30 °C. A CIM foi
determinada por meio da resazurina 0,01%, considerando-se a menor concentracao
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capaz de impedir a mudanca de coloracédo de azul para rosa, indicativa da atividade
metabdlica das micobactérias.

Para a formacédo do biofilme, o inéculo de M. abscessus ATCC 19977 foi
padronizado em 0,5 da escala de McFarland e diluido 1:100 em MHB com cations
ajustados (MHBca), visando favorecer a permeabilidade da membrana bacteriana e
a reprodutibilidade do experimento. Em placas de 24 pocos, foram adicionados 1 mL
do inéculo e 1 mL dos compostos testados, nas concentracoes de V4 CIM, Y2 CIM,
CIM e 2x CIM, em duplicata. Foram incluidos controles positivos, negativos e Tween
80 a 0,2%, utilizado como controle de inibicdo da adesao inicial do biofilme. As
placas foram incubadas por 10 dias a 35 °C e 5% de COll, com avaliacdes
realizadas nos dias 5, 7 e 10. Para quantificacdo da matriz extracelular, apés 5, 7 e
10 dias de formacao do biofilme, o sobrenadante foi removido e os pogos foram
lavados com 1 mL de PBS. O biofilme foi fixado com 300 pL de etanol por 10
minutos e corado com Safranina a 1% por 5 minutos. Apds nova lavagem com PBS,
foram adicionados 300 pL de acido acético e o conteudo foi transferido para
microplacas de 96 poc¢os. Posteriormente, foi realizada diluicao seriada em PBS e a
leitura foi efetuada em fluorimetro, em comprimento de onda de 492 nm, para
avaliacdo da matriz extracelular.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo da inibicdo do biofilme de Mycobacterium abscessus ATCC
19977, demonstrada na figura 1, demonstrou que a concentracao de 2 CIM
apresentou a menor porcentagem média de inibicao (64,87%). Com o aumento da
concentragao para 2 CIM, observou-se aumento da inibicao para 75,86%, atingindo
o maior valor na concentragdo correspondente a CIM (80,68%). Em 2x CIM, foi
observada uma discreta reducao da inibicao, para 78,86%, valor préximo ao obtido
na CIM. O controle com Tween 80 apresentou 79,69% de inibicdo. Dessa forma, os
resultados demonstraram aumento da atividade inibitéria entre 4 CIM e CIM,
seguido de uma estabilizagcdo do efeito nas concentracbes mais elevadas, néo
sendo observado incremento adicional da inibicdo em 2x CIM.

Inibicao do biofilme de M. abscessus (ATCC 19977)

80.68
—— S 78.86 79.69

Porcentagem média (%) de inibigéo

Tween 80 (0,2%): Controle de inibigao da a icial do biofilme

Figura 1: Representagéo da porcéntégem média da inibicdo de biofilme em Mycobacterium abscessus ATCC 19977.

CONCLUSOES

A substancia avaliada apresentou atividade antibiofilme contra Mycobacterium
abscessus ATCC 19977, com maior inibicdo na concentracdo correspondente a
CIM. Em concentracbes superiores, observou-se estabilizacdo do efeito, sem
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incremento adicional da atividade. Esses resultados indicam o potencial da
substancia como uma molécula promissora para o controle de biofilmes de M.
abscessus, sendo necessarios estudos adicionais para confirmar sua eficacia e
seguranca.
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