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RESUMO

ANALISI% DA ATIVIDADE DOS SAIS DE FERRO E DESFERROXAMINA NA
MATURACAO DE BIOFILME DE MICOBACTERIAS DE CRESCIMENTO RAPIDO

AUTORA: Daniele Fernanda Wille
ORIENTADORA: Profa. Dr2, Marli Matiko Anraku de Campos
COORIENTADORA: Profa. Dr2. Priscila de Arruda Trindade

As infeccbes por micobactérias de crescimento rapido tém sido descritas
gradativamente nos ultimos anos, principalmente por estarem associadas a uma vasta
gama de sindromes clinicas, variando de doencas leves a disturbios mais graves,
como por exemplo, infeccbes cutaneas, de tecidos moles, linfadenite cervical,
infeccbes pulmonares cronicas e disseminadas. A formacdo de biofilmes por esses
microrganismos causa grande preocupacao para a saude publica, devido sua maior
patogenicidade em humanos e a resisténcia aos antimicrobianos. Desta forma, existe
uma necessidade pressurosa de estudar e desenvolver métodos alternativos de
tratamento, a partir de uma criteriosa avaliagdo no desenvolvimento e caracterizacao
dos biofilmes. Diversos fatores estdo envolvidos no processo de formacdo de
biofilmes, dentre esses componentes destacam-se a presenca de ferro, importante na
maturacdo do biofilme. Neste contexto, o presente trabalho tem por objetivo analisar
a acao do Sulfato ferroso e do Citrato férrico na formacdo de biofilmes de
micobactérias de crescimento rapido, bem como, do quelante Desferroxamina. Para
arealizacdo desse estudo utilizou-se as cepas Mycobacterium fortuitum (ATCC 6841),
Mycobacterium massiliense (ATCC 48898) e Mycobacterium abscessus (ATCC
19977). Sulfato ferroso e Citrato férrico foram os sais utilizados para o tratamento das
cepas de micobactérias de crescimento rapido, bem como o quelante Desferroxamina.
Os biofilmes foram formados e tratados por macro técnica semiquantitativa e
guantificados utilizando cristal violeta e a leitura realizada em espectrofotometro. Os
resultados demonstraram que houve interferéncia dos sais de ferro e da
desferroxamina na formacéo de biofilmes das cepas testadas, visto que, a formacéo
de biofilme foi significativamente inibida na condic&o de privagéo de ferro em contraste
com o controle, além disso, a Desferroxamina isolada apresentou atividade
antibiofilme, principalmente para M. abscessus e M. massiliense, e ainda, foi possivel
elucidar a importancia do ferro para a formacao de biofilme em micobactérias de
crescimento rapido por uma analise do mecanismo da atividade anti-formacédo de
biofilme da desferroxamina. Contudo, este trabalho vem para encorajar a realizagao
de novas pesquisas, no sentido de explorar de forma mais minuciosa a atividade de
novas e promissoras moléculas com atividade antibiofilme.

Palavras-chave: Micobactérias; Biofilme; Ferro; Desferroxamina.



ABSTRACT

ANALYSIS OF THE ACTIVITY OF IRON SALTS AND DESFERROXAMINE IN THE
MATURATION OF RAPID GROWING MYCOBACTERIA BIOFILM

AUTHOR: Daniele Fernanda Wille
ADVISOR: Prof2. Dra. Marli Matiko Anraku de Campos
COORDINATOR: Prof2. Dr2. Priscila de Arruda Trindade

Fast-growing mycobacterial infections have been gradually described in recent years,
mainly because they are associated with a wide range of clinical syndromes, ranging
from mild diseases to more severe disorders, such as skin and soft tissue infections,
cervical lymphadenitis, chronic and disseminated lung infections. The formation of
biofilms by these microorganisms is a major concern for public health, due to their
greater pathogenicity in humans and resistance to antimicrobials. Thus, there is a
pressing need to study and develop alternative methods of treatment, based on a
careful assessment of the development and characterization of biofilms. Several
factors are involved in the process of biofilm formation, among these components the
presence of iron stands out, important in biofilm maturation. In this context, the present
work aims to analyze the action of ferrous sulfate and ferric citrate in the formation of
biofilms of fast-growing mycobacteria, as well as the deferoxamine chelator. To carry
out this study, the strains Mycobacterium fortuitum (ATCC 6841), Mycobacterium
massiliense (ATCC 48898) and Mycobacterium abscessus (ATCC 19977) were used.
Ferrous sulfate and ferric citrate were the salts used for the treatment of fast-growing
mycobacterial strains, as well as the chelator deferoxamine. Biofilms were formed and
treated by semi-quantitative macro-technique and quantified using crystal violet and
reading performed in a spectrophotometer. The results showed that there was
interference of iron salts and deferoxamine in the formation of biofilms of the strains
tested, since the formation of biofilm was significantly inhibited in the condition of iron
deprivation in contrast to the control, in addition, the isolated deferoxamine presented
antibiofilm activity, mainly for M. abscessus and M. massiliense, and it was possible to
elucidate the importance of iron for biofilm formation in fast-growing mycobacteria by
analyzing the mechanism of the anti-biofilm formation activity of deferoxamine.
However, this work comes to encourage further research, in order to explore in more
detail, the activity of new and promising molecules with antibiofilm activity.

Keywords: Mycobacteria; Biofilm; Iron; Deferoxamine.
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1. INTRODUCAO

1.1  GENERO Mycobacterium

O género Mycobacterium foi proposto por Lehmann e Neuman, em 1896, com
o intuito de abrigar microrganismos que ndo se enquadravam como bactérias e
fungos. Este género pertence a familia Mycobacteriaceae, e possui mais de 200
espécies reconhecidas, sendo um grupo bastante heterogéneo que varia de
patdgenos estritos, patégenos potenciais ou oportunistas e espécies saproéfitas nao
patogénicas (ESTEBAN; NAVAS, 2018; TORTOLI, 2019).

Em termos gerais, as micobactérias sdo microrganismos em forma de
bastonete, semelhantes a um fungo. S&o bacilos pequenos, aerdbicos estritos,
intracelulares, ndo formadores de esporos, ndo dispdem de flagelos (imoveis), e
apresentam uma camada externa da parede celular rica em lipideos tornando-se
resistentes a descoloragdo com Aalcool-acido (AAR) conferindo a esses
microrganismos uma grande resisténcia (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008; MAIA et
al., 2018).

A parede celular das micobactérias apresenta caracteristicas Unicas e
especificas para esse género, como por exemplo, a presenca de acidos graxos de
cadeia longa como os acidos micélicos que representam cerca de 40% da massa da
parede externa (Figura 1) (FALKINHAM, 2013). Essa composicao singular é que torna
a micobactéria impenetravel a nutrientes hidrofilicos e extremamente resistentes a
agentes antimicrobianos, desinfetantes quimicos e até mesmo metais pesados,
facilitando a agregacdo bacteriana e dificultando a sua prevencdo (JOHNSON;
ODELL, 2014).

Esses microrganismos sobrevivem em uma ampla faixa de temperatura, visto
que, a temperatura ideal de crescimento varia numa de 25°C a 45°C, e o pH entre 6 e
8, dependendo da espécie. A maioria das espécies € capaz de crescer em meios
simples contendo aminoécidos, glicerol e sais minerais, mas algumas requerem
suplementos, como por exemplo, o ferro. (BRASIL, 2009; WILDNER et al., 2011,
RATNATUNGA et al., 2020).
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Figura 1 — Representacédo esquematica da parede celular das micobactérias
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Fonte: Adaptado de MURRAY, Medical Microbiology. 72 ed. Elsevier, 2013.

De forma geral, as micobactérias podem ser classificadas em trés grandes
grupos: espécies que compdem o complexo M. tuberculosis (CMTB) que sédo
altamente patogénicas causadoras da tuberculose, pelo Mycobacterium leprae,
agente causador da lepra ou hanseniase, e por outras espécies denominadas
micobactérias ndo tuberculosas (MNT) (FORBES et al., 2018; TORTOLI, 2019).

1.2 MICOBACTERIAS NAO TUBERCULOSAS

MNT sao bactérias globais e de vida livre, amplamente distribuidas na natureza,
como agua, solo e vegetacdo. Encontradas na agua de reservatorios naturais
(mananciais, lagoas, mares), de torneira (agua potavel), de piscinas e destilada; no
solo, em pedras, aerossois, vegetais, e em muitas espécies animais (WILDNER et al.,
2011; FORBES et al., 2018). Acredita-se que, devido a essa difusdo das MNT na
natureza, a fonte de infeccdo em humanos seja 0 meio ambiente, mas os fatores que
influenciam a transmissdo do meio ambiente para os humanos sdo desconhecidos
(HALSTROM,; PRICE; THOMSON, 2015).

Para melhor compreender algumas estratégias de transmissao, resisténcia e
suas relacdes, é necessario conhecer as caracteristicas estruturais e fisioldgicas das
micobactérias ndo tuberculosas, que estéo representadas no Quadro 1 (FALKINHAM,
2013).
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Quadro 1 — Caracteristicas estruturais e fisiolégicas para a ecologia das MNT

CARACTERISTICA CONSEQUENCIAS ECOLOGICAS
Membrana externa rica Superficie celular hidrofébica
em lipidios

Fixacao de superficie e formacao de biofilme

Impermeavel a nutrientes hidrofilicos

Resistente a desinfetantes

Resistente a antimicrobianos

Crescimento lento (1 geracao/dia)

Degradacao de hidrocarbonetos

Um ou dois operons de | Crescimento lento, resisténcia antimicrobiana
rRNA

Microaerobica Crescimento em 6-12% de oxigénio

Oligotrdfica Crescimento em baixas concentracfes de carbono

Tolerancia térmica Sobrevive e cresce em aquecedores de agua e
sistemas de recirculacdo de agua quente

Resistente as amebas Sobrevive em biofiimes povoados por amebas
fagociticas

Fonte: adaptado de FALKINHAM, 2013.

As possiveis rotas de infeccdo de MNT de seus reservatérios incluem (1)
ingestdo de solo ou agua por criancas levando a linfadenite cervical, (2) inalacao de
aerossois carregados de MNT por adultos levando a infeccédo pulmonar, (3) inalagéo
de poeiras de terra levando a doenca pulmonar, (4) aspiracdo devido ao refluxo
gastrico de MNT entrando no estbmago via ingestao que leva a infeccdo pulmonar e
(5) ingestdo oral de MNT na &gua por pacientes com imunodeficiéncia profunda e
reducado da funcdo normal de barreira do trato gastrointestinal (FALKINHAM, 2013).

As MNT sdo microrganismos importantes associados a infec¢cfes respiratérias
e outras doencas oportunistas (SILVA, 2013; KING et al., 2017). A imunossupressao,
0 uso de antibidticos de amplo espectro, doencas pulmonares, sao fatores que
contribuem para o aumento de infecgdes por MNT, visto que, a doenga pulmonar é
uma das manifestagdes clinicas mais comuns destas infec¢gdes. Todavia, as infecgbes
causadas pelas MNT manifestam-se como um amplo espectro de doencgas afetando
varios orgaos, principalmente devido a sua abundancia fenotipica (BALDWIN et al.,
2019; JOHANSEN; HERRMANN; KREMER, 2020).
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Deve ser levado em consideracdo que mesmo na auséncia de fatores de risco
pressupostos, pode ocorrer a infecgdo por MNT. Como € o caso da M. abscessus, por
exemplo, que infecta tanto pacientes com historia de doencas pulmonares quanto
pacientes sem nenhum fator de risco. Desta forma, € fundamental a identificacéo
correta da espécie causadora da infeccdo, para utilizacdo de uma adequada
estratégia de tratamento (GRIFFITH et al., 2007; FLOTO et al., 2016).

Nos ultimos anos, tem-se aumentado o interesse em estudar os isolados a
partir de diferentes situacdes clinicas, devido, principalmente, as infeccdes em
pacientes imunocomprometidos. Além disso, o aprimoramento das técnicas de cultura
e identificacdo das MNT possibilitou 0 aumento dos relatos de infeccfes associadas
(CARDOSO, 2009; JOHANSEN; HERRMANN; KREMER, 2020).

1.2.1 Classificacdo de Micobactérias Nao Tuberculosas

Baseando-se na velocidade do crescimento da coldnia in vitro e na producao
de pigmento, dependente ou ndo de exposicao a luz, Runyon, em 1959, foi o primeiro
a propor a seguinte classificacado para as MNT: crescimento lento que requerem de
duas a seis semanas de incubacédo para apresentarem crescimento colonial visivel e
as de crescimento rapido que apresentam crescimento visivel em menos de sete dias.
Em relacéo a producéo de pigmentacao, essas bactérias podem ser divididas em trés
grupos: acromogenas, fotocromdgenas e escotocromdgenas. Estas caracteristicas
associadas (tempo de crescimento e pigmentacdo), juntamente com outros testes,
possibilitam a classificacdo das micobactérias em quatro grupos, que podem ser
avaliados no Quadro 2.

As MNT apresentam uma patogenicidade variavel, desta forma, podem ser
também classificadas de acordo com a capacidade de causar doencas, como
potencialmente patogénicas (M. abscessus, M. avium, M. chelonae, M. fortuitum, entre
outras) e ndo patogénicas também conhecidas como raramente patogénicas (M.

gordonae, M. smegmatis, M. branderi, M. agri, entre outras). (LEAO et al., 2004).
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Quadro 2 — Classificacdo das micobactérias de acordo com o tempo de crescimento
e producéo de pigmento

GRUPOS PIGMENTAC}AO TEMPO DE CRESCIMENTO
GRUPO | Fotocromdgenas (produz pigmento | Lento

apenas quando exposto a luz)
GRUPO I Escotocromogenas (produz pigmento | Lento

independente da presenca ou
auséncia de luz)

GRUPO Il | Acrombégenas (ndo  apresentam | Lento
pigmentacéo)
GRUPO IV | Produtoras ou ndo de pigmento Réapido

Fonte: RUNYON (1959).

As micobactérias de crescimento rapido (MCR) sdo espécies saprofitas que,
assim como as demais, estdo amplamente distribuidas no ambiente, particularmente
no solo e na agua. Estao presentes na agua que abastece os hospitais, residéncias
domésticas e industrias devido a sua resisténcia a agentes esterilizantes e, além
disso, possuem habilidade de crescimento e sobrevivéncia em agua destilada. Séo
considerados importantes patégenos humanos podendo causar desde infeccbes
localizadas até infec¢Bes disseminadas (ANVISA, 2009; CARDOSO, 2009).

Muitas espécies de MCR sao patégenos oportunistas, principalmente
Mycobacterium fortuitum, M. abscessus e M. chelonae, podendo causar abscessos
localizados, doencas pulmonares e disseminadas (CARDOSO, 2009). Espécies como
M. abscessus e M. fortuitum sdo MCR que causam doencas pulmonares,
linfadenopatia e infeccbes de tecidos moles (HUANG et al., 2013). A espécie M.
abscessus foi subclassificada em novas espécies relacionadas: M. abscessus sensu
stricto (ss), M. massiliense e Mycobacterium bolletii, devido a diferentes fenétipos de
resisténcia a antimicrobianos (RACHID et al., 2012).

Geralmente, as infec¢des hospitalares provocadas pelas MCR sdo causadas
por falhas em procedimentos de desinfecgéo e esterilizagdo dos materiais utilizados
durante os atos medicos, ou ainda, devido a elevada resisténcia da maioria dessas
espécies perante o uso de alguns saneantes (ANVISA, 2008). Constata-se que as
MCR mais incidentes nos casos de infecgbes por procedimentos invasivos foram as
espécies M. abscessus (31,3%), M. abscessus subspécie bolletii (30,4%); M. fortuitum

(13,8%) e M. chelonae (1,5%). Outras espécies corresponderam a 2,7% dos casos
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(ANVISA, 2011), mas novas espécies como Mycobacterium goodii e M. massiliense
foram recentemente relatadas (FARIA; JOAO; JORDAO, 2015).

Em uma analise retrospectiva dos prontuarios de pacientes diagnosticados com
doenca pulmonar por MNT atendidos em um centro de referéncia localizado na cidade
de Porto Alegre/RS, entre 2003 e 2013, foi possivel atestar que entre todas as
espécies de MNT identificadas, trés foram as mais prevalentes (em 64% dos casos)
M. avium complex (MAC, complexo M. avium), em 35 pacientes; M. kansasii, em 17;
e M. abscessus, em 12. Entre as espécies de MAC, 26 foram identificadas como M.
avium, e 9, como M. intracellulare. Micobactérias de crescimento rapido foram
identificadas em apenas 16 pacientes: M. abscessus, em 12; e M. fortuitum, em 4
(CARNEIRO et al., 2018).

A espécie M. massiliense causou no Brasil um surto de infec¢bes generalizadas
apos cirurgias assistidas (LEAO et al., 2010). Essa espécie é o agente causador da
maioria das infeccdes relacionadas a MCR nas cidades brasileiras (SAO PAULO,
2010). Sabe-se que dentre todas as MNT, as MCR das espécies M. fortuitum, M.
peregrinum, M. chelonae e M. abscessus sao responsaveis por grande parte das
infeccbes notificadas no pais (BRASIL, 2009). Esse grupo de micobactérias esta
frequentemente relacionado com a formacédo de biofilmes, o que contribui para o

agravamento das micobacterioses (CARDOSO, 2009).

1.3 MICOBACTERIOSES

As micobacterioses sdo doencas causadas pelas MNT, que s&do responsaveis
por infeccBes de pele e tecidos moles, infec¢des pulmonares, crénicas e progressivas,
linfadenite cervical pediatrica e infec¢des disseminadas, especialmente em casos
avangados de AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida). Embora muitos
pacientes com micobacterioses ndo sejam imunossuprimidos, a imunossupressao é
um fator de risco importante para sua disseminacgéao (WILDNER et al., 2011).

Para diagnosticar de forma correta essa doenca, € necessaria a realizacéo de
uma sequencia de testes de identificagédo através de laboratérios de analises clinicas
adequados para o isolamento e identificacdo das espécies, além do mais, se faz

necesséria a distincado para com a tuberculose pelo fato de ambas serem clinicamente
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semelhantes, porém, apresentam diferencas no prognostico e tratamento (CERCA,
2010; DE MELLO et al., 2013; FLORES et al., 2016).

O procedimento utilizado para diagnosticar as micobacterioses se inicia com a
descontaminacdo da amostra clinica, seguido pelo exame microscopico para
confirmar a presenca de BAAR através da coloracdo de Ziehl-Neelsen, o isolamento
do microrganismo em cultura de Lowenstein - Jensen (LJ) ou Ogawa, a avaliacdo da
morfologia das col6nias e, por fim, a sua identificacdo a nivel de complexo ou espécie
através de testes bioquimicos ou moleculares, além da diferenciacdo fenotipica
(CERCA, 2010; VIANA-NIERI, 2008). Alguns dos testes utilizados sédo vistos como
limitados e/ou insuficientes para determinar a terapia adequada no tratamento das
infecgbes causadas por MCR, desta forma, visando uma melhoria consideravel na
velocidade de identificacdo das MNT se faz necessario o uso de metodologias
auxiliares, como por exemplo, os métodos moleculares mais rapidos e sensiveis com
maior poder discriminatorio e precisdo, que podem detectar e identificar as espécies
diretamente das amostras clinicas ou a partir de colonias de cultivo, incluindo testes
baseados na amplificacdo de &cidos nucleicos como a Reacdo em Cadeia da
Polimerase(PCR) e suas variacfes, sequenciamento de DNA, entre outros (BRASIL,
2008; NGAN et al.,, 2011; WILDNER et al, 2011).

A infeccao pulmonar é o principal alvo das MNT, que ocorre pela inalacéo de
aerossois contendo os bacilos, geralmente em pacientes com doenca pulmonar pré-
existente. Nestes casos a avaliacao clinica € complexa, pois 0s sinais e 0s sintomas
sdo variaveis, inespecificos e similares aos da Tuberculose. Os pacientes geralmente
apresentam sintomas como tosse cronica com expectoracéo, fadiga, febre, hemoptise
e perda de peso (SAO PAULO, 2010).

Em um hospital universitario da regido noroeste do estado do Rio Grande do
Sul, foi desenvolvido um estudo onde se avaliou por trés anos a preponderancia de
MNT em relacdo ao total de casos de micobactérias identificadas em pacientes do
hospital. Os resultados denotaram que mais de 30% dos casos clinicos investigados
foram causados por MNT, sendo que 18% da totalidade de casos pertenciam ao grupo
de MCR (AGERTT et al.,, 2013; FLORES et al., 2016). Sendo assim, é relevante
compreender as relacdes entre os casos de micobacterioses e as espécies

causadoras de implicagdes clinicas.
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1.4 BIOFILMES

Os microrganismos apresentam-se em ambientes aquosos tanto na forma
plancténica (livre) com o na forma séssil. Na forma séssil encontram-se aderidos a
superficies sélidas sob a forma de biofilmes, enquanto que na forma plancténica
encontra-se em suspensao e dispersos no meio aquoso (MACHADO, 2005; TRENTIN
et al., 2013). A maioria das bactérias é encontrada no meio ambiente sob forma de
biofilmes (comunidades de células sésseis), e ndo como células isoladas. (OJHA,
HATFULL, 2007).

Os biofilmes s&o ecossistemas com elevado grau de organizagdo, onde
bactérias e outros microrganismos formam comunidades estruturadas, atuando de
forma coordenada e funcional, e altamente dinamica. As estruturas apresentam uma
disposicéo variavel de células e associados celulares, aos quais integram um modo
protegido de crescimento de microrganismos (BONEZ et al., 2013; MORENO, 2010)
e que influenciam na viruléncia bacteriana, patogénese e sobrevivéncia (ARAI et al.,
2013; VASUDEVAN, 2014). As micobactérias sdo preponderantes na formacéo de
biofilmes, podendo ser potenciais causadoras de surtos de doencas demonstrando
um risco significativo a saude (SENNA et al., 2008; MULLIS; FALKINHAM, 2013).

Os biofilmes podem formar-se nas mais diversas superficies, nas quais se
incluem os tecidos vivos, equipamentos hospitalares, nos sistemas de agua potavel
ou industrial, ou ainda em sistemas aquaticos naturais (DONLAN, 2002). Quando o
microrganismo esta inserido em um biofilme garante protecdo e alta resisténcia
perante 0s agentes agressivos do meio, como 0s antimicrobianos, 0s sistemas
imunitarios dos hospedeiros e desinfetantes (ARAI et al.,, 2013). Os biofilmes
demonstram, também, resisténcia acrescida a radiacdo UV, alteracdes de pH,

desidratacdo e a predadores como protozoarios (XAVIER et al., 2003).

1.4.1 Estrutura e composic¢ao de biofilmes

Biofilme é uma comunidade complexa e estruturada de diferentes
microrganismos que podem ser da mesma espécie ou ndo, e estdo envoltos por uma
matriz extracelular de polissacarideos, sendo responsaveis pela adesao a superficies

e a coesao no biofiime. Este emaranhado polimérico envolve todas as células
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microbianas (COSTERTON et al., 1995; FLEMMING; WINGENDER, 2010; OLIVEIRA,
2011). A composicao do biofilme é dependente das condicbes do meio em que esta
inserido, sendo influenciado pela temperatura, presséo, pH e oxigénio dissolvido,
entre outros parametros que podem ser melhor observados na Figura 2 (DAVEY;
O’'TOOLE, 2000).

Figura 2 — Principais parametros que influenciam a estrutura do biofilme

« Espécie ou estirpe « Carga * pH

* Composigédo da superficie * Rugosidade » Tempo de exposigéo

« Hidrofobicidade e carga + Hidrofobicidade * Filme condicionante

= Energia livre de superficie « Energia livre de superficie * Disponibilidade nutricional
« Adesinas (fimbrias e pili) * Quimica e grupos * Hidrodindmica
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Fonte: adaptado de TRENTIN et al., 2013; CAETANO, 2018.
Principais parametros que influenciam a estrutura do biofilme, consequentemente, na adeséo

bacteriana, dentre eles, fatores relacionados a superficie em questdo, a bactéria envolvida e ao
microambiente em que ambos se encontram.

Além da matriz exopolissacaridica, os biofilmes sdo constituidos por agua e por
outras macromoléculas primordiais como: proteinas, lipideos, enzimas, &acidos
nucleicos, ions, e assim formam estrutura porosa e altamente hidratada, contribuindo
para a permanéncia e sobrevivéncia dos microrganismos em condi¢cdes hostis. De
acordo com alguns autores, esta matriz tem potencial de prevenir o acesso fisico de
certos agentes antimicrobianos restringindo a difusdo destes para o interior dos
biofiimes (HOIBY et al., 2011; OLIVEIRA, 2011; VASUDEVAN, 2014). Esta matriz €
produzida pelos proprios microrganismos ao qual o biofilme esta incorporado e é
responsavel pela morfologia, estrutura, coesao, integridade funcional dos biofilmes e
a sua composicao determina a maioria das propriedades fisico-quimicas e biolégicas
dos biofilmes (MACHADO, 2005; BILLINGS et al., 2015).

1.4.2 Processos envolvidos na formagéo de biofilmes

Adesédo, maturacdo e desprendimento/dispersdo fazem parte do processo de

formacao de biofilmes. Este processo depende do tipo de microrganismo, da
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composicdo da superficie e das influéncias do meio ambiente (DUNNE, 2002). As

etapas envolvidas na formacéo de biofilmes podem ser observadas na Figura 3.

Figura 3 — Etapas de formacao do biofilme microbiano
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Fonte: Adaptado de TREMBLAY et.al., 2014; MACEDO E ABRAHAM (2009).

As células inicialmente planctdnicas aderem a uma superficie, primeiro de forma reversivel e depois
irreversivelmente, e tornam-se sésseis. As microcolbnias de células microbianas iniciam a comunicagéo
entre si através da producao de moléculas auto indutores (num processo denominado quérum sensing
- QS) que levam a expressao de genes especificos. Como resultado, as células segregam uma matriz
extracelular de polissacarideos. As bactérias multiplicam-se, levando a expansdo e maturacdo do
biofilme. Finalmente o biofilme é disperso com as células a regressarem ao estagio planctdnico para
dar inicio a novos biofilmes em outros sitios de adesao.

O processo de formacéo do biofilme tem inicio com bactérias plancténicas, que
ao entrarem em contato com uma superficie iniciam o processo de adeséo, formando
pontes de ligacdo entre si e a superficie. A primeira etapa da adeséo é reversivel e é
mantida por interacfes fisico-quimicas constituindo a base para o crescimento do
biofilme. A medida que a populacédo bacteriana aumenta, 0s microrganismos se
organizam em microcolonias, dispostas em monocamadas, através do QS. Entéo,
subsequente a etapa da adeséo reversivel, tem-se a transicdo do estagio reversivel
para o irreversivel, que resulta do auxilio de apéndices (pili, flagelo, proteinas adesina)
e/ou da producédo de substancias poliméricas extracelulares, fazendo com que as
ligacbes entre as células e a superficie se fortalecam (BONEZ et al., 2013;
CHRISTENSEN; CHARACKLIS, 1990; TRENTIN et al., 2013).
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O fator que medeia a formacédo de biofilmes € o Quorum Sensing (QS). Trata-
se de um sistema de comunicacéo que associa o crescimento populacional bacteriano
com a liberacdo de moléculas sinalizadoras auto indutoras, ou seja, a medida que
ocorre aumento da densidade bacteriana, mais moléculas auto indutoras sao
produzidas, as quais induzem a expressdo de genes especificos envolvidos na
formacdo do biofilme, como motilidade, viruléncia, producdo de substancias
polissacaridicas extracelulares (SPE) (TRENTIN et al., 2013).

A maturidade do biofilme acontece, principalmente, por meio do aumento da
densidade populacional e, também, pela producdo e deposicdo de polimeros
extracelulares gerados pelos microrganismos, aumentando a espessura do biofilme.
O biofilme maduro caracteriza-se por apresentar estrutura hidratada, viscosa e
elastica, com aspecto gelatinoso, sdo envoltos por diversas substancias,
principalmente acucares e rodeados por poros e canais de agua que funcionam como
um sistema de troca de nutrientes, oxigénio e metabdlitos que precisam ser
secretados para fora do biofiime (CULLER, 2014; DONLAN, 2002; STOODLEY,
2002).

Por fim, a Ultima etapa de formacé&o consiste no desprendimento/ descolamento
do biofilme maduro em forma de agregados celulares ou células planctdnicas, que
ocorre quando o ambiente ndo € mais favoravel a sua manutencdo. Depois de
desprendidas, as bactérias livres poderdo colonizar novos ambientes, reiniciando a
formacdo de novos biofilmes, tornando-se fontes de contaminacdo (BONEZ et al.,
2013; CULLER, 2014; SIQUEIRA et al., 2018; STOODLEY, 2002).

1.4.3 Fatores que influenciam na formacéao de biofilmes

As caracteristicas que integram o desenvolvimento estrutural do biofilme junto
com sua complexa organizacao levam a formacéo de um habitat essencial para a vida
dos microrganismos (CORNING et al., 2002). O papel da matriz exopolissacaridica
que envolve os biofilmes é substancial para essas caracteristicas do seu
desenvolvimento, como a formacao de interacdes fisicas e sociais, uma maior taxa de
troca de genes e uma maior tolerancia a antimicrobianos (FLEMMING; WINGENDER,
2010). Na Figura 4, é possivel analisar as propriedades de desenvolvimento dos

biofilmes e que influenciam na sua formacao.
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Figura 4 — Propriedades emergentes de biofilmes e formacéo de habitat
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FONTE: FLEMMING et al., 2016.

As células bacterianas em biofilmes podem ser consideradas formadoras de habitat, devido a geracao
de uma matriz que forma a base fisica do biofilme. A matriz € composta por substancias poliméricas
extracelulares (SPE) que fornecem arquitetura e estabilidade ao biofilme. Nutrientes e outras moléculas
podem ser capturados tanto por sor¢do para moléculas de SPE quanto para os poros e canais da
matriz, enquanto a formacéo de pele por moléculas de SPE hidrofébicas aumenta a capacidade do
biofilme de sobreviver a dessecacéo. Os biofilmes derivam varias propriedades emergentes - isto é,
propriedades que ndo sdo previsiveis a partir do estudo de células bacterianas de vida livre - da matriz
SPE. Essas propriedades incluem gradientes localizados que fornecem diversidade de habitat, captura
de recursos por sor¢éo, retencdo de enzima que fornece capacidades digestivas, interagcdes sociais e
a capacidade, por meio de tolerancia e/ou resisténcia, de sobreviver & exposi¢éo a antibitticos.

A maioria das células bacterianas sao carregadas negativamente e devido as
forcas de repulséo eletrostatica, que mantém as células a certa distancia da superficie,
esta carga negativa € adversa a adesao bacteriana. Por isso, as propriedades fisico-
quimicas da superficie sdo importantes para adesdo bacteriana. Levando em
consideracdo que a superficie celular bacteriana possui hidrofobicidade devido a
presenca dos flagelos, das fimbrias e lipopolissacarideos, facilita a adesdo dos
microrganismos a superficie, demonstrando maior capacidade de formacgdo de
biofilmes (MILLEZI, 2012; SHI; ZUH, 2009).

Alguns estudos genéticos forneceram uma visao sobre alguns dos principais
fatores necessarios para a formagéo do biofilme de micobactérias. Os glicopeptideos
(GPL) sdo necessarios para a fixagdo inicial na superficie das células bacterianas
(NGUYEN et al., 2010). Os GPL séo peptideos lipidios glicosilados presentes na
camada exterior do envelope celular das micobactérias e estéo intimamente ligados a
motilidade das mesmas, j& que estas ndo possuem flagelos para a movimentagéo
celular (RECHT et al., 2000).

A maioria dos microrganismos séo capazes de desenvolver biofilmes somente

em faixas neutras de pH, porém, existem algumas espécies que formam biofilmes em
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pH mais baixo como é o caso da Citrobacter werkmanii (MACHADO, 2005). Além
disso, concentracbes maiores de sodio, calcio e ion férrico reduzem as forcas de
repulsdo entre a célula e a superficie facilitando a formacao de biofilme, em algumas
espécies (BONEZ et al., 2013; KOKARE, 2009).

A exigéncia de ferro e zinco também desempenha um papel importante na
maturacdo do biofilme de M. tuberculosis, onde reduzir a quantidade normal de ferro
nao tem efeito sobre o crescimento planctonico, mas retarda severamente o
crescimento do biofilme. A remocéo do suplemento de zinco também interrompe o
desenvolvimento do biofilme de M. tuberculosis, sem afetar o crescimento plancténico.
Sendo assim, ferro e zinco sédo cofatores de metais importantes para enzimas
envolvidas na geracgédo e captura de CO2, bem como na sintese de &cidos micélicos.
Além deles, o oxigénio também € um elemento importante para M. tuberculosis frente
a formacao de biofilme, que ocorre na interface liquido-ar, o contrario do que acontece
com a maioria dos microrganismos (OJHA et al., 2008).

Os acidos micélicos possuem um papel fundamental na organizacao da parede
celular da M. tuberculosis. Além de se encontrarem em grande quantidade na parede
celular, os acidos micdlicos sdo de natureza lipidica e protegem a micobactéria da
desidratacdo, de agentes quimicos (desinfetantes) e de agentes antibacterianos
(VANDER BEKEN et al., 2011).

Segundo Ojha e colaboradores (2008), os bacilos de M. tuberculosis tém
capacidade de libertar acidos micélicos da parede celular para formar biofilme, sendo
este permeavel aos gases facilitando assim a entrada de oxigénio e a sobrevivéncia
da micobactéria no interior do macrofago. Outra caracteristica importante consiste na
funcdo de barreira dos biofilmes aos antibidticos, impedindo o contato destes com a
micobactéria. Os acidos micdlicos livres presentes no biofilme tém capacidade de
induzir resposta inflamatoéria pulmonar e de ativar os macrofagos (VANDER BEKEN
etal., 2011).

1.5 FERRO E A SUA IMPORTANCIA PARA AS MICOBACTERIAS

O ferro € um elemento essencial para as micobactérias, pois influencia no
crescimento e na sobrevivéncia das mesmas, assim como em todos 0s organismos

vivos. Ele pode existir em dois estados de oxidacéo, Fe?* (forma reduzida, ion ferroso)
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e Fe3®* (forma oxidada, ion férrico), mas em alta concentracdo de oxigénio ele esta
presente exclusivamente na forma de Fe®* a qual ndo apresenta boa solubilidade. O
fon Fe?* é muito mais sollvel, no entanto, existe apenas em condicdes de anoxia ou
em pH bastante baixo (CHU et al., 2010). Desta forma, a capacidade de adquirir ferro
em um hospedeiro é um atributo essencial da maioria dos patdgenos, mas também
representa um desafio porque o ferro ndo é sollvel na presenca de oxigénio e em pH
neutro (WEINBERG, 1999).

O ferro esta envolvido no metabolismo das micobactérias, ativa o transporte de
elétrons, e atua como cofator de diversas enzimas, principalmente em micobactérias
patogénicas (RATLEDGE, 2004; ROCHA, 2014; RODRIGUEZ; SMITH, 2003; VOSS
et al., 1999). Porque o ferro ndo esta disponivel livremente no hospedeiro, 0s
patbgenos devem competir ativamente por esse metal para estabelecer uma infeccgéo,
mas também devem controlar cuidadosamente a aquisicdo de ferro, pois 0 excesso
de ferro livre pode ser extremamente toxico (IMLAY et al., 1988; YUN; VINCELETTE,
2015).

As micobactérias captam a forma insoltvel do ion ferro (Fe*®) no hospedeiro, e
a solubilidade extremamente baixa do ion férrico em solu¢cdo aquosa, assim como o
complexo de ligacdo com o ferro ter alta afinidade pelas proteinas do hospedeiro,
dificultam a sua obtenc&o. Por isso, 0s microrganismos desenvolveram estratégias
para adquirir ferro soltvel o suficiente para o crescimento e desta forma poder causar
a infeccdo (ROCHA, 2014; RODRIGUEZ, 2006; VOSS et al., 1999).

Bactérias patogénicas desenvolveram mecanismos para obter ferro do
hospedeiro que podem ser amplamente classificados em dois grupos; (a) aquisi¢ao
de ferro mediada por sideréforo e (b) mecanismos de aquisicéo especificos que obtém
ferro a partir de proteinas complexas do hospedeiro, como heme, transferrina e
lactoferrina (CASSAT,; SKAAR, 2013; HUANG; WILKS, 2017; RICHARD; KELLEY;
JOHNSON, 2019).

Uma destas estratégias utilizadas para suprir suas necessidades nutritivas é a
sintese de sideroforos, que sdo quelantes de ferro com alta afinidade (GUERINOT,
1994; SILVA; FAUSTINO, 2015). Sideréforos apresentam uma unidade funcional que
se liga com moléculas de ferro, (transferrinas e lactoferrinas, por exemplo) e uma
cadeia peptidica que interage com um receptor na superficie da membrana bacteriana
(CORNELIS et al., 1989; DE CHIAL et al., 2003; HOHNADEL; MEYER, 1988; ROCHA,
2014; SPENCER et al., 2003). Temperatura, pH, fontes de carbono e outros metais
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sdo fatores externos que influenciam na regulacdo da sintese de sideréforos,
entretanto, o fator principal desta regulacdo é a deficiéncia de ferro (ROCHA, 2014;
WINKELMANN, 2007).

As micobactinas sdo sideréforos produzidos pela micobactérias com alta
afinidade pelo ion férrico. Sao produzidas duas formas de micobactinas: a forma mais
polar, a carboximicobactina, é secretada para o meio extracelular, além de sequestrar
ferro de proteinas do hospedeiro; e a forma menos polar, a micobactina, permanece
associada a célula (RATLEDGE, 1999). Estudos revelaram que cepas mutantes de
MTB com deficiéncia em micobactina sdo incapazes de estabelecer infeccdo em
camundongos, desta forma, a sintese da micobactina se mostra como um potencial
alvo no MTB (VOSS et al., 2000; REDDY et al., 2013).

Outras micobactérias, como o M. tuberculosis, sintetizam as micobactinas, e
estas sao criticas para o crescimento de condi¢cdes limitadas de ferro em macréfagos
e em camundongos. A expressdo dos genes de aquisicdo normalmente é
rigorosamente regulada e € induzida sob condi¢6es limitadas de ferro (VOSS et al.,
1999; OJHA; HATFULL, 2007).

A proteina IdeR é um proteina reguladora dependente de ferro, que controla a
sintese dos sideroforos. Atua como um sensor (promotor e repressor) do ion ferro que
se liga nos sitios responsaveis pelas ativacbes de acordo com a disponibilidade do
ion ferro. Resumidamente, IdeR regula negativamente a biosintese de sideréforos e
modula positivamente a estocagem de ferro, em condicbes de excesso de ferro
(RODRIGUEZ et al., 2002).

Todos o0s organismos vivos regulam intensamente os niveis celulares de ferro,
através do uso de mecanismos de aquisicao e estoque deste ion. Desta forma, sabe-
se que a presenca de ferro é essencial, porém o excesso de ferro livre causa efeitos
toxicos para a célula, ja que este ion catalisa a producéo de radicais reativos de Oz
pela reacdo de Fenton. Entretanto, o excesso de ferro pode ser estocado ou envolvido
em processos fisioldgicos (ANDREWS, 1998; OJHA; HATFULL, 2007).

Por exemplo, a maturacdo do biofilme no caso da M. smegmatis requer a
presenca de um suplemento de ferro, e a remocéo deste suplemento, sem ter efeito
sobre o crescimento planctdnico, acaba prejudicando o desenvolvimento do biofilme.
Sendo assim, os sistemas de captacdo de ferro podem desempenhar papéis
importantes no desenvolvimento do biofilme (OJHA; HATFULL, 2007).
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1.5.1 Mecanismos de captacédo de ferro em microrganismos

De modo geral, os sideréforos bacterianos sdo moléculas extracelulares com
afinidade muito alta para o ferro férrico que sao produzidas por muitas espécies
patogénicas diferentes (Figura 5). A elevada afinidade dos sideréforos permite que
eles retirem o ferro das proteinas do hospedeiro, logo depois, o complexo sideroforo-
ferro é interligado por meio de um receptor especifico de sideréforos na superficie da
célula bacteriana (FOLEY; SIMEONOV, 2012; VINUESA; McCONNELL, 2021). Ao
atingir o citosol bacteriano, o ferro férrico € liberado para o pool intracelular de ferro
através da clivagem do sider6foro ou através da reducao de Fe (lll) em Fe (ll), o que
diminui a afinidade de ligagédo ao siderdforo, permitindo assim sua dissociagdo. Vale
ressaltar que esse mecanismo nao é valido a todos os sistemas de sideréforos
(CASSAT; SKAAR, 2013).

Figura 5 — Aquisicao de ferro bacteriano via sideroforos
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Fonte: VINUESA; McCONNELL, 2021.

O esquema representa um sistema genérico de aquisicdo de ferro mediado por sideréforo com base
em caracteristicas comuns em espécies Gram-negativas. Os sider6foros séo sintetizados e secretados
pela célula bacteriana, onde capturam o ferro livre ou separam o ferro complexado com as proteinas
do hospedeiro. O complexo sideréforo-ferro se liga a um receptor especifico de sideréforo na superficie
da célula bacteriana e é transportado através da membrana extracelular. Um transportador ABC
transporta o complexo sider6foro-ferro para o citoplasma, onde o complexo é dissociado por reducao
ou clivagem enzimatica do sideréforo, liberando o atomo de ferro para o reservatorio de ferro
intracelular.
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A aquisicao de ferro da transferrina e lactoferrina do hospedeiro ocorre por meio
da interacdo entre essas proteinas, complexadas com ferro férrico, e receptores
especificos na superficie das células bacterianas. Esses receptores sao capazes de
retirar o Fe (Il) da transferrina e da lactoferrina e transporta-las para o interior da célula
(WANDERSMAN; DELEPELAIRE, 2004). Os receptores especificos na superficie da
célula bacteriana ligam-se a esses complexos heme, que sdo entdo transportados
para o citosol. Enzimas bacterianas, como a heme monooxigenase, clivam a por¢ao
heme e liberam o Fe (lI) no reservatdrio de ferro intracelular. A aquisicdo de ferro
ferroso também pode ser facilitada por sistemas de captacdo especificos, como o
sistema Feo, que € amplamente distribuido em diferentes espécies de Gram negativos
(LAU; KREWULAK; VOGEL, 2016; VINUESA; McCONNELL, 2021).

1.5.2 Quelantes de ferro como agentes antimicrobianos

Os agentes guelantes sdo moléculas organicas ou inorganicas competentes na
formacgao de um complexo em formato de anel, também chamada de “quelato”, devido
a capacidade de ligacdo covalente com ions metalicos (FLORA; PACHAURI, 2010;
SA, 2013). As ligacdes covalentes com os ions metélicos sdo dependentes do
tamanho do metal, das interacdes elétricas e da compatibilidade para com o ligante.
Vale ressaltar que, ligantes que formam apenas uma ligacdo com o ion metalico
(central) sdo denominados de monodentados, além disso, os que se ligam por
interposto de dois atomos sdo chamados de bidentados, e por ultimo, caso a ligacédo
ocorra com mais de dois atomos denomina-se ligacdo multi ou polidentados. Esta
explicacdo pode ser melhor visualizada na Figura 6 (LIU; HIDER, 2001; SHIRIVER,;
ATKINS, 2008; HARRIS, 2001; SA, 2013).

Segundo Andersen (2004), quanto maior for o numero de ligagcbes do ligante
com o ion metdlico, maior é a estabilidade do complexo formado, sendo assim, 0s
ligantes bi ou multidentados sdo mais estaveis do que comparado com O0sS
monodentados. Existem varias explicacdes para este fato, mas o tamanho dos ions e

o tamanho do anel influenciam consideravelmente na estabilidade.
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Figura 6 — Formacao do complexo metal/ligante
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Formacao de ligantes metalicos usando ligantes mono, bi e polidentados.

Para que os agentes quelantes sejam adequados s&o necessérias algumas
caracteristicas importantes, como por exemplo, apresentar elevada solubilidade em
agua, serem resistentes a biotransformacéao, terem capacidade de atingir os locais de
armazenamento de metal, reterem a capacidade quelante no pH dos fluidos corporais
e, além disso, serem capazes de formar complexos metalicos que sdo menos toxicos
gue o ion de metal livre (FLORA; PACHAURI, 2010).

Ambos estados de ferro (ferrosos e férricos), podem ser ligados por agentes
guelantes, todavia, eles habitualmente apresentam maior afinidade por um ou outro.
Além disso, alguns quelantes também podem ser capazes de se ligar a outros ions
metalicos, como cobre (ll), zinco (II) ou galio (Ill). A capacidade desses compostos em
quelar Fe (Ill) com maior estabilidade e afinidade depende dos ligantes disponiveis
para a coordenacdo do ferro, e isso pode explicar porque a maioria dos sideréforos
produzidos por microrganismos usam coordenacao hexadentada (ZHOU et al., 2011).

Perante o exposto, um dos planos utilizados para atingir a limitacédo de ferro é
o uso de moléculas quelantes (sideréforos) que sequestram o metal e evitam sua
absorcao pelo microrganismo causador da infeccéo. Ja que o ferro € necessario ao
crescimento e sobrevivéncia de inUmeros microrganismos patogénicos, minimizar a
quantidade dele disponivel no local da infeccdo tem clara capacidade de auxiliar com
abordagens de tratamento (LIU; HIDER, 2001; ZHOU et al., 2011).
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A atividade antimicrobiana dos quelantes de ferro ja vem sendo estudada e
demonstrada ha muitos anos. Na classe dos quelantes Hidroxamatos, um dos
primeiros quelantes de ferro a ser avaliado como um antimicrobiano foi a
Desferroxamina (DFO), um sideroforo hexadentado trihidroxamato (Figura 7)
produzido por Streptomyces pilosus que é aprovado pela FDA para o tratamento de
talassemia e outros disturbios do ferro (GOKARN; PAL, 2018). Este agente quelante
€ conhecido pela sua elevada afinidade de ligacdo ao ferro trivalente e menor
afinidade por outros metais (FLORA; PACHAURI, 2010).

Figura 7 — Estrutura quimica da Desferroxamina
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Fonte: FLORA; PACHAURI, 2010.

Em um estudo realizado por GOKARN e PAL (2018) foi exposto que a
Desferroxamina € capaz de inibir o crescimento de Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii, em um meio com elevado teor
de ferro. E em outro estudo, 0 mesmo composto foi testado contra esses mesmos
patbgenos em um meio pobre em ferro e a inibicdo deles ndo foi observada
(THOMPSON et al., 2012). Além disso, a acdo da Desferroxamina em reduzir a
formacdo de biofilmes também foi estudada, e demostrou eficacia em um modelo
molecular de fibrose cistica em 42% em P. aeruginosa (MOREAU-MARQUIS;
O’'TOOLE; STANTON, 2009).

Uma limitagdo potencial dos compostos derivados de microrganismos € a
possibilidade de que outras espécies microbianas possam reconhecer esses
xenosideréforos, internaliza-los e explorar o ferro associado. Diferentes patégenos,
mostraram ser capazes de usar complexos de ferro-DFO como fonte de ferro (CUIV
et al., 2006; CLARKE et al., 2002; LLAMAS et al., 2006). E ainda, alguns estudos
descrevem a capacidade de alguns microrganismos crescerem em um meio pobre em

ferro em concentracéo subdtima de DFO melhor do que sem ele (VISCA et al., 2013).
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Isso pode explicar os altos MIC vistos com DFO contra esses microrganismos. No
entanto, a capacidade do DFO de ser absorvido por bactérias que nao o produzem foi
revelada como uma estratégia eficaz para transportar diferentes moléculas com
atividade antimicrobiana para esses patdgenos (BANIN et al., 2008; HUAYHUAZ et
al., 2017).



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a acao do Sulfato ferroso e do Citrato férrico na formacéao de biofilmes

de micobactérias de crescimento rapido, bem como, do quelante Desferroxamina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Determinar a Concentracao Inibitéria Minima do Sulfato ferroso (FeSOa) e
do Citrato férrico (CeéHsO7), e da Desferroxamina frente a M. abscessus, M.

massiliense, e M. fortuitum.

2.2.2 Avaliar a influéncia de concentracdes subinibitorias do Sulfato Ferroso, do
Citrato Férrico, e da Desferroxamina na formacédo dos biofilmes de M.

abscessus, M. massiliense, e M. fortuitum.

2.2.3 Avaliar a capacidade da Desferroxamina em quelar o ferro, nos seus
diferentes estados de oxidacao, durante o processo de formacéao de biofilme
das cepas em estudo, em meios de cultura suplementados com Sulfato
ferroso e com Citrato férrico, a partir disso, determinar a influéncia desse

tratamento na formacao do biofilme micobacteriano.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MICRORGANISMOS, SAIS DE FERRO E DESFERROXAMINA

Para a realizacéo deste estudo foram utilizadas cepas padrdes provenientes da
micobacterioteca do Laboratério de Micobacteriologia do Departamento de Analises
Clinicas da UFSM: M. abscessus (ATCC 19977), M. massiliense (ATCC 48898) e M.
fortuitum (ATCC 6841). Os sais de ferro testados incluem Sulfato ferroso (Fluka) e

Citrato férrico (Fluka), e o outro composto testado foi a Desferroxamina (Novartis).

3.2 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

A suscetibilidade dos microrganismos na forma planctonica foi obtida através
de técnicas convencionais de microdiluicdo em caldo segundo CLSI M24 (CLSI,
2020). A padronizacdo da densidade do inoculo para o teste de suscetibilidade foi
realizada de acordo com a escala 0,5 de Mac Farland. Para a preparacdo do indculo
final (5x10°UFC/mL) transferiu-se o volume de 50uL da suspensdo bacteriana para
um tubo de ensaio contendo 9,950mL de caldo Mueller-Hinton (Merck). Foram
transferidos 100uL do indculo para microplacas de titulacdo estéreis ja acrescidas da
diluicdo dos sais de ferro e da Desferroxamina em igual volume, mais 100uL de meio.
A leitura das placas foi realizada apos incubacao por 72 horas a 37°C e as CIM

determinadas.

3.3 FORMACAO E TRATAMENTO DOS BIOFILMES

Para a realizacéo do ensaio, foram utilizadas concentracdes dos sais de ferro
e da Desferroxamina, iguais e inferiores as CIM determinadas pela técnica de
microdiluicdo em caldo. A formacéo do biofilme foi desenvolvida como descrito por
Flores e colaboradores (2016). Em tubos de ensaio de poliestireno foram adicionadas
concentracdes subinibitérias dos compostos testados, contendo 01ml de suspenséo
bacteriana na concentracédo 1x10” UFC/mL. Os tubos foram cobertos com parafiim® e

incubados a 37°C por sete dias.
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3.3.1 Quantificacdo dos biofilmes

O biofilme foi quantificado conforme descrito por Flores e colaboradores (2016).
As células fracamente aderidas ao biofilme formado foram removidas pela lavagem
com solucdo fisioldgica e o restante seco a temperatura ambiente por alguns minutos.
Ap0ds, foram adicionados 02mL de suspenséao de cristal violeta 0,1%, e os tubos foram
mantidos em repouso por 10 minutos para posterior lavagem com solucéo fisiolégica
para remocao de células plancténicas remanescentes e do excesso de corante. Foram
adicionados 02mL de etanol 95% a cada tubo de ensaio, mantidos por 15 minutos, e
transferidos para cubetas descartaveis para posterior leitura em densidade ética (DO)
de 570nm. A formacgao do biofilme foi determinada pela diferenga significativa entre
as médias das absorbancias obtidas no controle positivo (meio de cultura e bactéria)
e a média obtida pelo controle negativo (apenas o composto). O experimento foi

realizado em triplicata para os compostos escolhidos neste estudo.

3.3.2 Andlise estatistica

Para descrever e sumariar 0o conjunto de dados qualitativos, obtidos na
realizacdo dos ensaios descritos, foram utilizados métodos de estatistica descritiva,
graficos descritivos e descricao tabular. Os dados quantitativos foram tabulados em
planilhas eletrénicas. As leituras de densidade Optica obtidas nos ensaios de formacéao
de biofilme foram expressas em média + desvio padrdo. Foi utilizado ANOVA de uma
via seguido pelo Bonferroni’s Multiple Comparison Test, considerando-se diferenca
estatistica quando p<0,05. Para a realizacdo dos gréficos, foi utilizado o software
Graph Pad Prism verséo 5.01.



4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Micobactérias ndo tuberculosas séo bactérias patogénicas oportunistas que
afetam tanto humanos como animais, estando presentes em grande parte do meio
ambiente, sendo essa uma importante fonte de infeccdo. Geralmente, as MNT
apresentam uma patogenicidade distinta ao M. tuberculosis, que difere de acordo com
a espécie, sem comprovacgdo cientifica de transmissdo entre os seres humanos
(FALKINHAM, 2002; PRIMM; FALKINHAM, 2017).

As micobacterioses sdo doencas causadas por este grupo de microrganismo,
cuja frequéncia tem aumentado nos ultimos anos, representando uma grande
preocupacdo de saude publica. Grande parte das infec¢cdes provocadas por MNT
acometem pele e tecidos moles, sendo as espécies de crescimento rapido mais
comumente descritas em diferentes quadros clinicos (M. fortuitum, M. chelonae, M.
massiliense e M. abscessus) (ALCAIDE; ESTEBAN, 2010; ESTEBAN; NAVAS, 2018).

Padrdo ouro na avaliacdo laboratorial da suscetibilidade de micobactérias, o
método de microdiluicdo em caldo é sensivel e reprodutivel, fornecendo resultados
quantitativos que auxiliam na implementacdo de uma terapéutica adequada. E
utilizada para relacionar a proporcdo de crescimento do microrganismo no meio
liquido de acordo com a concentracdo da substancia biologicamente ativa testada
(PINTO et al., 2003). Nesse estudo, foram determinadas as CIM dos sais de ferro e
Desferroxamina, visando selecionar concentracées adequadas, que nao inibam o
crescimento desses microrganismos na forma séssil e somente influencie nos
mecanismos de producdo do biofilme.

A susceptibilidade das cepas de MCR frente aos sais de ferro e Desferroxamina
esta descrita na Tabela 1. Em nossos resultados, foi possivel observar que na
concentracéo de 625ug/mL de Sulfato ferroso e 1.250ug/mL de Citrato férrico houve
a inibicdo do crescimento das micobactérias testadas. Ja na Desferroxamina houve
diferenca no CIM de acordo com a micobactéria testada, sendo que, o valor da CIM
foi de 12.500pg/mL para M. abscessus e M. massiliense e 3.125ug/mL para M.

fortuitum.
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Tabela 1 - Determinacdo da concentracdo inibitoria minima dos sais de ferro e
Desferroxamina frente a M. abscessus, M. massiliense e M. fortuitum

Concentragio Inibitéria Minima (ug/mL™")

Compostos M. abscessus M. massiliense M. fortuitum
FeSOq4 625 625 625
Fe(CsHs507) 1250 1250 1250
C25H48NeOs 12.500 12.500 3.125

Fonte: Autora.

A maioria dos microrganismos desenvolvem diferentes tipos de mecanismos
de sobrevivéncia para se adaptar as condicdes de estresse. Para as micobactérias a
formacdo de biofilme é a melhor estratégia de continuidade, pois atua como uma
barreira contra agressdes externas fisicas e quimicas, fornecendo um ambiente de
protecdo ao microrganismo (HOYLE; COSTERTON, 1991; KUMAR et al., 2017).

O desenvolvimento de biofiilmes € um fator importante na resisténcia
antimicrobiana, devido a protecdo fornecida a muitas espécies bacterianas contra
esses medicamentos, visto que, diferentes mecanismos como permeabilidade e
estado metabdlico, tém influenciado nessa resisténcia. Desta forma, a resisténcia aos
antimicrobianos providos pela formacao de biofilmes pode levar a falhas terapéuticas
sendo necessaria entdo a total erradicacdo dos biofilmes para resolucdo de
determinada patologia (CIOFU et al., 2017; ESTEBAN; GARCIA-COCA, 2018;
HOYLE; COSTERTON, 1991).

Diferentes componentes estdo envolvidos na formagéo do biofilme. Durante o
processo ha a formacédo de uma matriz polimérica extracelular, acimulo de acidos
micolicos livres (acidos graxos de cadeia longa), producao de sideroforos de ions
ferro, entre outros. Esses fatores contribuem para a aderéncia, hidratagdo, rigidez e
formacao tridimensional do biofilme. Além destes, os nutrientes, ions (Ca?*, Mg?* e
Zn*) e fontes de carbono, como glicose e peptona, também influenciam o
comportamento bacteriano e apresentam um papel regulador na formagéao de biofilme
(CARTER et al.,, 2003). Os metais como ferro, calcio, zinco e magnésio, podem
aumentar a formacao de biofilme em comparacdo com o biofilme cultivado somente
em agua, justamente por estarem envolvidos ha manutencédo da integridade da matriz
polimérica extracelular (VOSS et al., 1999; XIANG et al., 2014).
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Como ja descrito anteriormente, o ferro é um pré-requisito para o crescimento

in vitro de micobactérias, e sua influéncia na formacéo de biofilmes carece de uma

importante analise para um melhor conhecimento da fisiopatologia e dos mecanismos

utilizados. A capacidade do Sulfato ferroso e do Citrato férrico em influenciar na

maturacdo de biofilme de M. abscessus, M. massiliense e M. fortuitum na CIM e em

todas as concentracdes subinibitérias testadas, esta exibida na Figura 8 e 9.

Figura 8 — Acdo de diferentes concentracbes do Citrato férrico na formacao de

biofilmes de M. abscessus, M. massiliense e M. fortuitum
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*Diferenca significativa entre a concentragéo testada e o controle positivo. Os testes foram submetidos
ao teste t de Student (n = 3), considerando diferencas estatisticas quando p <0,05.

Figura 9 — Acdo de diferentes concentragdes do Sulfato ferroso na formacéo de

biofilmes de M. abscessus, M. massiliense e M. fortuitum
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Sabe-se que o ferro atua favorecendo o estagio de maturacao do biofilme, sem
comprometer o crescimento plancténico, e, além disso, desempenha um papel
importante na geragao e utilizacdo de gas carbbénico como cofatores de metais vitais
para a sintese de enzimas, bem como para a sintese de acidos micdlicos, que séo
muito importantes para a maturacao do biofilme (OJHA et al., 2010; VOSS et al., 1999;
XIANG et al., 2014).

O presente estudo tem finalidade de expandir o conhecimento existente sobre
o papel do ferro na sobrevivéncia e viruléncia das cepas testadas. Desta forma, foi
possivel elucidar o efeito da privacdo de ferro na formacéo de biofilme frente a M.
abscessus, M. massiliense e M. fortuitum, visto que, o resultado da quantificacédo
mostrou que a formacao de biofilme foi significativamente inibida na condigdo de
privacao de ferro em contraste com o controle (Fig. 8 e 9), confirmando os achados
encontrados por Rahul Pal e colaboradores (2016). Esse resultado segue 0 mesmo
entendimento, tanto para o Sulfato ferroso como para o Citrato férrico, ou seja,
independentemente dos estados de oxidacao do ferro.

O estudo realizado por Ojha e Hatfull (2007), demonstra que o desenvolvimento
completo de biofilmes de M. smegmatis requer a adicdo de ferro suplementar acima
de 1uM de Sulfato ferroso, embora a adicdo de ferro ndo seja necessaria para o
crescimento plancténico. Especificamente a quantidade necessaria de suplementacao
usada no estudo foi de 2uM de Sulfato ferroso para maturacdo do biofiime de M.
smegmatis e que a ablagao deste suprimento prejudica o desenvolvimento do biofilme,
sugerindo que os sistemas de absorcdo de ferro podem desempenhar papéis
importantes no desenvolvimento de biofilme.

De acordo com os resultados encontrados, a concentracdo de 625ug/mL de
Citrato férrico na M. massiliense esta representando a formacao completa do biofilme
e para isso foi necessaria a adicdo de 1,28uM de ferro. Diferentemente ocorre com o
Sulfato ferroso na M. massiliense, onde, mesmo com a adi¢ao de 2,05uM de ferro nédo
foi possivel obter a maturacdo completa do biofilme. Com as demais micobactérias,
nas concentracdes de sais de ferro testadas, também né&o foi possivel visualizar a
formacao completa do biofilme, com excec¢éo da M. fortuitum no Sulfato ferroso.

Com vista em estabelecer a infecgdo, as micobactérias fazem o uso de
diferentes mecanismos para atender as suas necessidades nutritivas, incluindo a
captura de uma quantidade limitada de ferro em um ambiente hostil (RODRIGUEZ,

2006). Uma forma do hospedeiro se defender dos patdgenos bacterianos é
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controlando/diminuindo o0 acesso das micobactérias ao ferro, justamente pela
retencdo de ferro representar um desafio imenso para o crescimento in vivo de
micobactérias patogénicas. Por exemplo, M. tuberculosis deve batalhar contra o
sequestro de ferro para sobreviver no pulm&o humano, por isso que, na maioria das
vezes, pacientes com tuberculose pulmonar sdo anémicos, propondo sequestro de
ferro disponivel pelo hospedeiro (OJHA; HATFULL, 2007; OJHA et al., 2010; VOSS et
al., 1999).

O ion ferro ndo é encontrado solto, e sim unido a um complexo que apresenta
elevada afinidade pelas proteinas do hospedeiro que se unem ao ferro. Nessa
circunstancia, a micobactéria se vé diante de um desafio para capturar a forma
insoltvel do ion ferro (Fe®*), e além disso, o ferro ndo é sollvel na presenca de
oxigénio e em pH neutro (RODRIGUEZ, 2006; HOOD; SKAAR, 2012). Em resposta a
esse desafio, as micobactérias desenvolveram uma estratégia de sintetizar
sideroforos, sdo agentes quelantes que se ligam ao ferro com alta afinidade,
especificamente ferro (Ill) (GUERINOT, 1994).

Diante disso, foi realizado o estudo com a Desferroxamina, com a ideia de
simular o uso de um sideroforo durante a formacéo de biofilme de M. abscessus, M.
massiliense e M. fortuitum, diagnosticando a a¢cdo do composto isolado e associado
com os sais de ferro testados. Na Figura 10 pode ser avaliada a acdo da
Desferroxamina isolada na CIM e nas concentracfes subinibitorias frente as trés

cepas em estudo.

Figura 10 — Acédo de diferentes concentragbes de Desferroxamina na formagéo de
biofilmes de M. abscessus, M. massiliense e M. fortuitum
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* Diferenca significativa entre a concentracéo testada e o controle positivo. Os testes foram submetidos
ao teste t de Student (n = 3), considerando diferencas estatisticas quando p <0,05.
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Segundo a avaliacdo preliminar de Gokarn e Pal (2017), a Desferroxamina B
sozinha inibiu, em concentracdes maximas de 1000ug/mL, nove dos dez isolados
multirresistentes a M. tuberculosis. Além disso, 0 quelante apresentou atividade
sinérgica a farmacos antituberculostaticos diminuindo a concentragdo inibitoria
minima, demonstrando que esses sideroforos podem ser adjuvantes Uteis aos
antibioticos na superacéo do problema de M. tuberculosis resistente a medicamentos
no ambiente clinico. Ainda, Phelan e colaboradores (2020), sugerem que
Desferroxamina exibe potencial para aumentar as respostas imunometabdlicas e
aumentar a funcdo imune do hospedeiro durante a infeccdo precoce por M.
tuberculosis, em ambientes clinicos selecionados.

Concentragbes muito elevadas da Desferroxamina B (10000ug/mL) também
apresentaram efeito bacteriostatico em algumas cepas bacterianas, além do
sinergismo com diversos antibidticos. Fora o mecanismo de privacdo de ferro, a
interferéncia de ions Zn*? da célula bacteriana também explica essa inibicdo, tornando
a célula bacteriana mais suscetivel a acdo dos antibidticos (GOKARN; PAL, 2018).

Em um estudo realizado por Shunsuke Ishida e colaboradores (2011), a
Desferroxamina E inibiu a formacao de biofilme de M. smegmatis e M. bovis (BCG)
com um valor de CIM de 10uM, enquanto seu valor de CIM de atividade antimicrobiana
foi uma concentracdo de mais de 160uM. Sendo assim, nossos resultados mostram
uma hipotese similar ao desse achado para outras cepas de micobactérias
patogénicas, visto que, a Desferroxamina isolada apresenta atividade antibiofiime,
principalmente para M. abscessus e M. massiliense, porém foi necessaria uma
concentracdo maior do composto, do que comparado com o que foi utilizado no artigo.

No mesmo estudo realizado por Shunsuke Ishida e colaboradores (2011),
houve a comparacdo do efeito do ferro na atividade de formacgdo antibiofilme da
Desferroxamina E, e foi provada a importancia do ferro para a formacéo de biofilme
em espécies de Mycobacterium. Essa analise mostrou que o quelante inibiu a
formacao de biofilme de M. smegmatis e M. bovis (BCG) e sugeriu que tal inibicdo
pode advir da deplecao de ferro no meio.

Nas Figuras 11, e 12 pode-se observar a agcado da Desferroxamina associada
aos sais de ferro na CIM e nas concentragfes subinibitérias frente as trés cepas em
estudo. De acordo com os resultados encontrados no nosso estudo, pode-se
confirmar o que foi proposto por Shunsuke Ishida e colaboradores (2011), visto que,

a Desferroxamina retira o ferro do meio para inibir a formacéo do biofilme, desta forma,



43

guanto maior a concentracéo de ferro no meio maior a acao do quelante, sendo assim,

maior sera a inibicdo do biofilme.

Figura 11 — Acéo de diferentes concentracfes do Sulfato ferroso associado com a
Desferroxamina na formagdo de biofilmes de M. abscessus, M. massiliense e M.

fortuitum
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* Diferenca significativa entre a concentracéo testada e o controle positivo. Os testes foram submetidos
ao teste t de Student (n = 3), considerando diferencas estatisticas quando p <0,05.

Figura 12 — Acao de diferentes concentracdes do Citrato férrico associado com a
Desferroxamina na formacéo de biofiimes de M. abscessus, M. massiliense e M.
fortuitum
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Cronjé e colaboradores (2005), sugerem que a terapia de quelagédo deve ser
considerada em condi¢gOes de sobrecarga de ferro e que agentes quelantes eficazes
como a Desferroxamina, com acesso intracelular limitado, podem precisar ser usados

em combinacdo com agentes quelantes lipofilicos. Ainda assim, ressalta-se que as
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estratégias de captacdo de ferro dependem muito da habilidade e da composicéo
celular de cada espécie de microrganismo (QIU et al., 2011; XU et al., 2011).

A Lactoferrina, bem como o Acido Etilenodiamino Tetra-acético (EDTA),
também inibem a bactéria de aderir-se a uma superficie, devido a sua capacidade em
quelar ferro, diminuindo assim a disponibilidade do metal evitando a adeséao
irreversivel (TRENTIN et al.,, 2013). Em um estudo realizado com Pseudomonas
aeruginosa, concentracdes subinibitorias da Lactoferrina foram capazes de inibir a
formacéo do biofilme, e em concentra¢des mais elevadas também inibe o crescimento
bacteriano (SING, 2002).

O estudo realizado por O’'MAY e colaboradores (2009), investigou os efeitos da
limitacao dos niveis de ferro como uma estratégia de prevenir a formacao de biofilmes
de P. aeruginosa e também examinou uma variedade de agentes quelantes de ferro,
sintéticos e naturais. Determinou que o desenvolvimento do biofilme pela cepa de P.
aeruginosa foi significativamente diminuido pela remocédo de ferro em ambientes
aerdbicos, e além disso, a capacidade dos quelantes sintéticos de prejudicar a
formacao de biofilme pode ser revertida pela adicao de ferro as culturas, fornecendo
evidéncias de que esses compostos quelantes eficazes funcionam reduzindo
diretamente a disponibilidade de ferro para P. aeruginosa. J& o quelante biol6gico
Lactoferrina demonstrou efeitos antibiofime aumentados com o aumento da
suplementacdo de ferro, portanto, a inibicdo do biofilme pela Lactoferrina parece
ocorrer por meio de mecanismos mais complexos aos dos quelantes sintéticos.

Segundo Tarallo e colaboradores (2010), alguns complexos de ferro com
diferentes moléculas apresentaram atividade antimicobacteriana, visto que, alguns
complexos de ferro se mostraram bacteriostaticos ou bactericidas contra M.
tuberculosis, por exemplo. Além dessa caracteristica, vale evidenciar que a
complexacdo de metais exibe uma capacidade de melhorar a atividade biolégica de
alguns antimicrobianos, como foi 0 caso da desferroxamina E que foi capaz de
restaurar a atividade antimicrobiana da isoniazida contra M. smegmatis ao inibir a
formacdo de biofilme. Em geral, a coordenacdo de ions metalicos para agentes
terapéuticos melhora sua eficacia e acelera a bioatividade (ISHIDA et al., 2011,
DHOLARIYA et al., 2013).



5. CONCLUSAO

A necessidade absoluta de ferro em Varios processos bacterianos essenciais
de muitas bactérias patogénicas aumentou o interesse no uso de quelantes de ferro e
de compostos a base de ferro, principalmente como terapias antibiofiime. Com base
nos objetivos propostos neste trabalho e de acordo com os resultados experimentais
obtidos, é possivel concluir que os sais de ferro e a desferroxamina influenciam na
formacéo e maturacéo de biofilmes das micobactérias de crescimento rapido testadas,
salientando a importancia de avalia-los de forma correta e compreensivel, a fim de
minimizar o impacto causado a saude humana. Além disso, € possivel pontuar que:

- A concentracéo inibitéria minima do Citrato férrico, do Sulfato ferroso e da
Desferroxamina foram determinadas, permitindo a utilizagdo de concentracdes
subinibitorias dessas substancias, garantido a viabilidade celular do microrganismo
para o seu crescimento na forma séssil.

- Na atividade dos sais de ferro isolados frente a formacédo de biofilme de M.
abscessus, M. massiliense e M. fortuitum, foi possivel elucidar o efeito da privacao de
ferro, visto que, o resultado da quantificagdo mostrou que a formagéo de biofilme foi
significativamente inibida na condicdo de privacdo de ferro em contraste com o
controle.

- A Desferroxamina isolada apresenta atividade antibiofilme, principalmente
para M. abscessus e M. massiliense, porém foi necessaria uma concentragdo maior
do composto. Esta evidéncia indica que a desferroxamina pode ser uma possivel
lideranca de drogas anti-formacédo de biofilme para espécies de Mycobacterium
patogénicas.

- A acao de diferentes concentracdes dos sais de ferro associados com a
Desferroxamina provou que o quelante inibiu a formacé&o de biofilme sugerindo que tal
inibicdo pode advir da deplecéo de ferro no meio, sendo assim, pode-se confirmar que
a Desferroxamina retira o ferro do meio para inibir a formacgé&o do biofilme.

Os dados gerados a partir deste estudo estabelecem claramente a
indispensabilidade do ferro para as caracteristicas de viruléncia do género
Mycobacterium, bem como, a importancia do ferro para a formagéo de biofilme em

micobactérias de crescimento rapido por uma analise do mecanismo da atividade anti-
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formacéo de biofilme da desferroxamina. Contudo, este trabalho vem para encorajar
a realizacdo de novas pesquisas, no sentido de explorar de forma mais minuciosa a

atividade de novas e promissoras moléculas com atividade antibiofilme.
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