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Resumo

As micobactérias nao tuberculosas (MNTs), sdo patdgenos oportunistas com uma
crescente relevancia clinica, especialmente em pacientes imunocomprometidos.
Atualmente, o tratamento das infecgbes causadas por complexo Mycobacterium
avium (MAC) envolve uma terapia combinada de multiplos farmacos, como
etambutol (EMB) e linezolida (LNZ), por exemplo. Porém a eficacia dessa terapia
€ limitada devido a facilidade com que espécies de MAC desenvolvem resisténcia
e pelos efeitos colaterais dos medicamentos. Para contornar esse problema, a
busca por novos farmacos e estratégias terapéuticas € uma necessidade.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade modulatéria de timol
(TIM) sobre a agao de antimicrobianos utilizados no tratamento de infecgdes por
MAC. A concentragao inibitéria minima (CIM) foi determinada em trés linhagens de
MAC pelo método Resazurin Microtiter Plate Assay. Os antimicrobianos EMB e
LNZ foram utilizados como controle. TIM apresentou baixa atividade contra MAC
com CIM 128 ug/mL, EMB 16 pg/mL e LNZ variou de 16 a 32 pg/mL. A atividade
combinatéria de TIM com EMB e LNZ foi avaliada com o ensaio "resazurin drug
combination microtiter assay”. TIM reduziu a CIM de EMB de 8 vezes e para LNZ
de 8 a 32 vezes. Estudos com um numero maior de linhagens de MAC sao
necessarios para um melhor entendimento da interagdo entre TIM e EMB e LNZ
de tratamento nesse complexo bacteriano.
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Introducgao

Micobactérias nao tuberculosas (MNTs), s&o microrganismos ubiquos que
habitam uma grande variedade de ambientes como sistemas de distribuicdo de
agua potavel e solos (Fernandes et al., 2022). Segundo Runyon, as MNTs sao
potencialmente patogénicas e oportunistas e podem ser classificadas de acordo
com a velocidade de crescimento, em MNTs de crescimento rapido e lento
(Runyon, 1959). Este ultimo grupo é representado especialmente pelo complexo
Mycobacterium avium (MAC), constituido principalmente por M. avium e M.
intracellulare (Koh et al., 2012) que s&o clinicamente relevante pela alta
capacidade de causar doencas respiratdrias, de forma nodular ou fibrocavitaria.
Atualmente, MAC é responsavel pela maioria dos casos de infecgado pulmonar por
MNT no mundo (To et al., 2020). O tratamento padrao inclui terapia combinada
com multiplos farmacos (Ministério da Saude, 2021). Contudo, a taxa de sucesso
terapéutico relatada € de apenas 50-55%, devido a duragao longa do tratamento,
a alta citoxicidade e custo elevado do tratamento, além da tendéncia a resisténcia
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intrinseca de MAC ou propensao ao desenvolvimento de resisténcia durante o
tratamento (Busatto et al, 2019). MAC destaca-se por causar infecgéo
principalmente em pacientes imunocomprometidos, com doenca crbnica
subjacente como fibrose cistica (Griffith et al., 2021) ou que fazem uso de
medicamentos imunossupressores como corticosteréides (Kaczmarkowska et al.,
2022), além da capacidade ja elucidada de formar biofiimes (Weathered et al.,
2022), uma forma persistente de sobrevivéncia em ambientes hostis a bactéria.
Com o aumento de infec¢des por MAC e a frequéncia de resisténcia aos farmacos
usados no tratamento, a pesquisa de compostos naturais como alternativa
terapéutica para o tratamento de micobacterioses € imperiosa. O timol (TIM) é
uma substancia encontrada em plantas da familia Lamiaceae, e tem como seu
principal representante o tomilho. Oleos essenciais com TIM vem sendo usado ha
muito tempo devido suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias,
cicatrizantes, antibacterianas, antifungicas, antivirais, dentre outras (Kachur;
Suntres, 2020). Apesar de resultados promissores terem sido encontrados em
estudos prévios, a atividade de TIM no combate a MAC ainda nao foi
completamente elucidada. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
atividade modulatéria de TIM sobre antimicrobianos utilizados contra espécies de
MAC.

Materiais e métodos

Linhagens de micobactérias do complexo Mycobacterium avium pertencentes a
micobacterioteca do Laboratério de Bacteriologia Médica (LEPAC-UEM) foram
reativadas em meio de cultura Lowenstein-Jensen e transferidas para
crescimento em meio liquido Mueller Hinton Broth (MHB) a 35 °C por 5-7 dias. A
Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) de TIM, etambutol (EMB) e linezolida (LNZ)
para cada linhagem foi determinada pelo método resazurin broth microdilution
assay (REBMA), de acordo com Castilho et al. (2015). As concentragdes
utilizadas para cada farmaco variaram de 0,5-128 ug/mL para EMB e LNZ e de
2-512 pg/mL para TIM. O inéculo micobacteriano foi padronizado utilizando
escala de McFarland 0,5, diluido 1:200 e semeado (100 yL) nos orificios das
microplacas contendo as diluicbes dos farmacos e de TIM. As microplacas foram
incubadas a 35 °C por 5 dias. Apds incubagao, 30 pL de resazurina 0,01% foram
adicionados aos orificios e as microplacas reincubadas por mais 24 h. A CIM foi
definida como a menor concentragdo de EMB ou LNZ ou TIM capaz de inibir o
crescimento micobacteriano, caracterizado pela mudanga de cor da resazurina de
azul para roseo. Controles de esterilidade e crescimento micobacteriano foram
incorporados aos experimentos. Todos os experimentos foram realizados em
triplicata.

A interagcéo entre TIM e EMB bem como TIM e LNZ foi avaliada pelo método
Resazurin Drugs Combination Microtiter Assay (CALEFFI-FERRACIOLI et al.,
2013). As microplacas foram preparadas com dilui¢des seriada na razédo 2 para
EMB (0,5-128 pg/mL, no eixo X) com TIM (2-512 ug/mL, no eixo Y), e LNZ
(0,5-128 pg/mL, no eixo X) com TIM (2-512 pg/mL, no eixo Y). Apéds, 100 pL da
suspensao micobacteriana em concentragdo ajustada com escala McFarland 0,5
e diluida 1:200 foi adicionada em cada orificio da microplaca. As microplacas
foram incubadas por 5 dias a 35 °C. Apos esse periodo, 30 uL de resazurina
0,01% foram adicionados aos orificios das microplacas, contendo as
combinagdes de farmacos e TIM, e incubadas novamente a 35 °C por 24 h. A
mudang¢a de cor de azul para rosa indicou reducdo da resazurina e, portanto,
presenca de crescimento bacteriano. O efeito de TIM sobre a atividade de EMB e
LNZ em MAC foi determinado pelo fator de modulagdo (FM), onde FM =
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ClMantimicrobiano!  ClMcombinacao-FM reflete a redugéo de valores da CIM dos farmacos
na presenca de TIM. Resultados significativos foram considerados, quando FM =
4 (Coelho et al, 2015). Controles de esterilidade e de crescimento
micobacteriano foram incorporados a todos os experimentos. Todos o0s
experimentos foram realizados em triplicata.

Resultados e discussao

TIM apresentou CIM 128 ug/mL, EMB 16 ug/mL e LNZ variou de 16 a 32 pg/mL
entre as linhagens de MAC. TIM isoladamente nado apresentou atividade
antimicobacteriana, porém resultados significativos foram observados nas
combinagdes de TIM com os farmacos. Nas linhagens de MAC na colegao
testada, TIM reduziu a CIM de EMB 8 vezes e para LNZ de 8 a 32 vezes (Tabela
1). O perfil de resisténcia de MAC da coleg¢ao selecionada apresentam resisténcia
a LNZ (M. avium 1 e 2) e valor intermediario (M. intracelullare). De acordo com o
CLSI (2011; 2018) esse valor intermediario no teste de susceptibilidade ao
macrolideo LNZ pode indicar resisténcia emergente a este farmaco, em MAC. Em
relacdo ao EMB, Todas as linhagens de MAC apresentaram CIM alta (16 yg/mL) e
a adicdo de TIM foi capaz de reduzir esse valor de CIM para 2. Informacgdes
adicionais com maior numero de linhagens bem como relacionadas a presenca de
mutacdes em genes-alvos, relacionadas com o mecanismo de agdo de LNZ e
EMB serdao de grande relevancia para determinar o efeito de TIM na redugéo da
CIM destes dois farmacos em linhagens de MAC.

Tabela 1. Concentracdo inibitéria minima e atividade combinatéria de Linezolida e
Etambutol com Timol em bactérias do Complexo Mycobacterium avium.

Concentragao inibitéria minima (pg/mL) FM
TIM+EM TIM+L TIM+E TIM+L
Espécie TIM EMB LNZ B Nz MB Nz
Mycobacterium avium 1 128 16 32 2 4 8 8
Mycobacterium avium 2~ 128 16 32 2 1 8 32
Mycobacterium
intracelullare 128 16 16 2 1 8 16

TIM: timol; EMB:etambutol; LNZ: linezolida; FM: fator de modulagao.

Conclusoes

As linhagens de MAC estudadas apresentaram diferentes niveis de
suscetibilidade aos farmacos selecionados para este estudo, LNZ e EMB. Embora
a CIM de TIM foi alta, 0 mesmo reduziu a CIM de LNZ e EMB nas linhagens MAC.
Essa acédo de TIM indica um possivel potencial de TIM como um adjuvante no
tratamento de infecgdes causadas por MAC. Para obter um panorama mais
representativo da combinagdo de TIM com EMB e LNZ, um estudo com um maior
numero de isolados clinicos e com perfis de resisténcia diferentes e determinado
por sequenciamento, se faz necessario.
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