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RESUMO

Doencas causadas por micobactérias nao-tuberculosas (MNT) sdao mundialmente
emergentes e relacionam-se a doengas imunossupressoras associadas e a outras
infecgdes. Tais micobactérias sdo ubiquas, e capazes de formar biofilmes, estruturas
de resisténcia que conferem protecdo contra antimicrobianos. Entre as
micobactérias de crescimento rapido, destaca-se a Mycobacterium abscessus, sua
resisténcia a maioria das classes de antibibticos e tolerancia induzida pela formacao
de biofilme, ainda carecem de técnicas padronizadas que dificultam a comparacao
entre estudos de biofilme. O objetivo principal deste estudo é padronizar técnicas de
avaliagdo da formagéo e da atividade metabdlica de biofilmes de micobactérias de
crescimento rapido, empregando o timol (TIM) como composto-teste. Utilizou-se a
cepa de referéncia M. abscessus ATCC 19977 em microplacas de 24 orificios, o
biofilme formado foi mensurado em trés momentos diferentes, sendo 3, 5 e 7 dias de
incubacao, foi realizada a quantificagdo de biomassa com cristal violeta e atividade
metabdlica pela redugcdo do MTT. O maior percentual de inibicdo de biomassa
ocorreu no quinto dia, enquanto a atividade metabdlica aumentou ao longo do
tempo, de modo menos acentuado nas maiores concentragdes. As técnicas
mostraram-se complementares e o TIM interferiu na formagdo e no metabolismo do
biofilme.

INTRODUGCAO

As doencas causadas por micobactérias nao-tuberculosas (MNT) sao
mundialmente emergentes, e estdo relacionadas também com doencas
imunossupressoras associadas. As MNT ainda se dividem em dois grupos, as de
crescimento lento e de crescimento rapido. Neste trabalho vamos abordar a classe
de micobactérias de crescimento rapido, dentre elas destaca-se a Mycobacterium
abscessus, como um patdgeno oportunista associado a infecgbes pulmonares
graves, com resisténcia intrinseca a varios antimicrobianos convencionais
(MELIEFSTE et al., 2024).
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As MNT sao microrganismos ubiquos amplamente encontrados em solos e
agua, os quais tém o potencial de formar biofilme: col6nias de microrganismos
agregados entre si a uma superficie, envoltos por uma matriz extracelular, que ao
reter 4gua e nutrientes, protegem as bactérias aderidas e atuam como barreira
fisica. Além disso, M. abscessus cresce em dois morfotipos coloniais distintos: liso e
rugoso. Assim, eles respondem de maneira diferente a antimicrobianos quando
avaliados em modelos de biofilme colonial, 0 que evidencia a importancia de
considerar o morfotipo bacteriano na conducdo de estudos sobre biofiimes e na
definicao de condutas terapéuticas (AGUILERA-CORREA; BOUDEHEN; KREMER,
2023). Essa organizagdo aumenta as chances de sobrevivéncia das MNT e reduz a
eficacia de antimicrobianos e desinfetantes.

O timol (TIM), ou 2-isopropil-5-metilfenol € um composto aromatico
hidrofébico de origem vegetal, ao qual sédo atribuidas propriedades antibacteriana,
anti-inflamatéria, antioxidante e antitumoral (GHOLAMI-AHANGARAN et al., 2022). A
avaliagdo de compostos contra biofilmes, contudo, esbarra na auséncia de
metodologias padronizadas, o que dificulta a comparacdo entre estudos
(MELIEFSTE et al.,, 2024). Nesse sentido, objetivo deste estudo foi padronizar
técnicas de avaliagdo na formagao na atividade metabdlica in vitro de biofilmes de
micobactérias de crescimento rapido, empregando o TIM como composto-teste
contra M. abscessus.

MATERIAIS E METODOS

Reagentes e cepa de referéncia

TIM foi adquirido pela Sigma-Aldrich, USA. A cepa de referéncia de M. abscessus
ATCC 19977, foi cultivada em caldo Mueller Hinton com cétions ajustados (MHBCa;
Difco; EUA). A concentragao inibitéria minima (CIM) do TIM (Sigma-Aldrich, EUA) foi
determinada por resazurin broth microdilution assay, segundo Castilho et al. (2015).

Formacéo de Biofilme

O in6culo, padronizado pela escala 0,5 de Farland, foi diluido em uma proporcao de
1:100 em MHBCa. Em microplacas de 24 orificios, foi colocado 1 mL da suspenséao
padronizada, e 1 mL do composto testado, em concentragdes que variaram da CIM
a 1/16x CIM. A placa foi incubada a 37 °C com 5% de CO. durante sete dias. O
controle positivo recebeu suspensao bacteriana e MHBCa; o negativo, apenas
MHBCa. Com 3, 5 e 7 dias de incubacao, o sobrenadante foi removido e os orificios
foram lavados duas vezes com tampao fosfato-salino (PBS), para retirada das
células plancténicas.

Avaliacdo da formacgdo e metabolismo do biofilme

Apo6s as lavagens, os orificios foram fixados com 200 pyL de metanol e
corados por 5 minutos com cristal violeta 0,1% (biomassa). Os orificios foram
lavados com 1 mL de PBS, a fim de retirar o excesso do cristal violeta, e foram
adicionados 200 pL de acido acético. A leitura foi feita a 620 nm em Varioskan LUX
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(ThermoFisher, EUA). A reducdo do biofilme foi estimada pela equagado: % de
inibicdo = (1 — DO da amostra / DO do controle) x 100.

A atividade metabdlica foi avaliada pela adicdo de brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) 0,3 mg/mL, aos pog¢os com as células
planctbnicas removidas. As amostras foram incubadas por 4 horas a 37 °C, com
dissolucao dos cristais de formazan por meio da adicao de dimetilsulfoxido e leitura
espectrofotométrica a 550 nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A CIM do TIM para M. abscessus ATCC 19977 foi de 32 pg/mL, a partir da
qual foram definidas as concentragdes sub-inibitérias. Na quantificacao da biomassa
por cristal violeta, o controle positivo apresentou comportamento crescente até o
quinto dia, seguido de redug¢do no sétimo dia, enquanto as concentracbes testadas
apresentaram, em sua maioria, valores de absorbancia inferiores ao controle, com
0s percentuais de inibicado mais pronunciados no quinto dia (Figura 1a).

No quinto dia ha um pico de biomassa, na organizacao do biofilme no controle
nao exposto com posterior queda. A medida que a concentracédo de TIM aumenta,
nota-se a divergéncia de um comportamento de inibicAo com posterior
recrescimento para 16 ug/mL para um padrao de pico de crescimento e posterior
declinio com 8 ug/mL.

No ensaio de MTT houve aumento progressivo da absorbancia em todas as
condicdes ao longo do periodo avaliado, com os maiores valores no controle positivo
(Figura 1b). O TIM postergou o estabelecimento do biofilme, a progressdo da
atividade metabdlica foi consistentemente menor nas maiores concentragdes,
indicando reducao parcial do metabolismo das células aderidas, porém ainda com
tendéncia crescente.

2,0
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-2 ug/ml - - 8pg/ml 16 pg/mL

32 pug/ml CONTROLE +

Figura 1 — Formagao de biofilme de Mycobacterium abscessus ATCC 19977 exposto ao timol a)
Biomassa do biofilme determinada por ensaio de absorbancia de cristal violeta. b) Atividade
metabolica do biofilme por absorbancia do ensaio com MTT.

CONCLUSOES
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As metodologias empregadas mostraram-se aplicaveis e complementares na
avaliacdo de biofiimes de micobactérias de crescimento rapido, permitindo
acompanhar biomassa e atividade metabdlica ao longo da formacao do biofilme. Nas
condigcdes testadas, o TIM exerceu atividade sobre o biofilme de M. abscessus, no
qual o quinto dia representou o momento de maior inibicdo. O niumero reduzido de
ensaios constitui limitacdo do estudo, sendo necessarios novos experimentos, como
a determinacao da concentracao inibitéria minima de erradicacao do biofilme.
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