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RESUMO

As micobactérias nao-tuberculosas (MNT) sdo microrganismos que podem
causar uma variedade de infec¢des, sendo mais comum a infeccao pulmonar. Essas
bactérias possuem uma parede celular com caracteristicas especificas do género
Mycobacterium spp. como uma fina camada de peptidoglicano cercada por um
revestimento lipidico externo, podendo conferir resisténcia a antibidticos e
desinfetantes e sobrevivéncia em condigdes adversas. As MNT séo divididas em
MNT de crescimento lento, que requerem sete dias ou mais para crescimento € MNT
de crescimento rapido, com um tempo de crescimento inferior a sete dias. MNT de
crescimento rapido geralmente exibem maior resisténcia a antimicrobianos
disponiveis no mercado, 0 que leva a necessidade de realizagcdo de testes de
suscetibilidade para determinar o tratamento adequado. Como o timol (TIM), um
composto aromatico, exibe propriedades antibacterianas, anti-inflamatdrias,
antioxidantes e antitumorais, o objetivo deste estudo foi determinar a Concentracéo
Inibitéria Minima (CIM) de TIM contra MNT de crescimento rapido por resazurin broth
microdilution assay (REBMA). A CIM de TIM variou de 16-256 pg/mL. Os resultados
do presente estudo confirmaram a atividade de TIM, embora em pequeno niumero de
isolados e espécies, contra MNT. O TIM deve ser ser considerado um candidato
para estudos futuros bem como desenvolvimento de novas moléculas terapéuticas
ou estratégias de tratamento menos tdxicas para os pacientes com doencas
causadas por MNT de crescimento rapido.

INTRODUGAO

As micobactérias nao-tuberculosas (MNT) sdo um grupo de micobactérias
nao pertencentes ao complexo Mycobacterium tuberculosis (MTB) e que podem ser
potencialmente patogénicas, as quais podem causar variadas infec¢oes, sendo mais
frequente infeccao pulmonar (Porvaznik; Solovi¢; Mokry, 2017). Os microrganismos
pertencentes a esse género bacteriano possuem caracteristicas especiais como
uma parede celular que as difere de outras bactérias. A parede celular é formada por
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uma fina camada de peptidoglicano envolta por um revestimento externo rico em
lipidios, o que pode ajudar na fixacdo da bactéria em superficies, podendo ser esta
um fator importante no desenvolvimento de resisténcia a antimicrobianos e
desinfetantes. As MNT podem ser divididas em MNT de crescimento rapido (<7 dias)
e MNT de crescimento lento (=7 dias) (Sharma; Upadhyay, 2020).

As MNT de crescimento rapido costumam apresentar maior resisténcia aos
antimicrobianos e nao apresentam sensibilidade aos farmacos de primeira linha
utilizados no tratamento da tuberculose, o0 que leva a necessidade de realizacao de
testes de suscetibilidade aos antimicrobianos para determinar o tratamento
adequado na tentativa de sucesso terapéutico com cura clinica (Castilho et al.,
2015).

Substéancias como éleos essenciais e compostos derivados possuem uma
gama de atividades antimicrobianas. Estudos recentes com o timol (TIM), ou 2-
isopropil-5-metilfenol, um composto aromatico hidrofébico presente em algumas
plantas e que é rapidamente absorvido e/ou degradado no intestino delgado,
demonstraram que TIM apresentou propriedades antibacteriana, anti-inflamatoéria,
antioxidante e antitumorais (Gholami-Ahangaran et al., 2022).

A busca por tratamentos alternativos é essencial, tendo em vista 0 aumento
de doencas causadas por MNT e o panorama de resisténcia das MNT de
crescimento rapido aos antimicrobianos de uso padrao, para encontrar o melhor
esquema terapéutico considerando as condicdes do paciente. Assim, o objetivo do
presente estudo foi determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de TIM,
contra MNT de crescimento rapido que estdo relacionadas com doencas em
humanos e animais.

MATERIAIS E METODOS

Inicialmente, foram selecionadas linhagens de MNT de crescimento rapido
pertencentes a bacterioteca do Laboratério de Bacteriologia Médica do
Departamento de Andlises Clinicas da Universidade Estadual de Maringa
(DAB/UEM), semeadas em Mueller Hinton Broth (Difco Laboratories, Detroit, USA)
cétion ajustado e incubadas por 3 dias a 30 °C.

A CIM de TIM foi determinada pelo método resazurin broth microdilution
assay (REBMA), de acordo com Castilho et al. (2015), utilizando microplaca de 96
orificios. A concentracao das suspensdes de MNT foram padronizadas com escala
McFarland n° 0,5 e diluidas (1:200) em Mueller Hinton Broth cation ajustado. Apés,
100 uL de cada suspensdo bacteriana padronizada foram adicionados em cada
orificio da microplaca contendo diluicbes seriadas de TIM. As microplacas foram
incubadas por 3 dias/30 °C. Finalizado o periodo de incubagéo, 30 pyL de solucao
de resazurina 0,01% (Acros, Morris Plains, NJ, USA) foram adicionados a cada
orificio e as microplacas foram reincubadas por 24 horas/30 °C. A mudanca da cor
azul para rosa, pela reducao da resazurina, foi considerada como presenca de
crescimento bacteriano. A CIM de TIM para cada MNT estudada foi definida como a
menor concentragdo de TIM capaz de inibir o crescimento bacteriano. Controles de
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esterilidade e crescimento bacteriano foram incorporados aos experimentos. Todos
0s experimentos foram realizados em triplicata em dias diferentes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A CIM de TIM contra as MNT de crescimento rapido estudadas variou de 16 a
256 pg/mL. Os resultados encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1. Concentracao inibitéria minima de timol em micobactérias de crescimento

rapido.
Concentracao Inibitéria Minima
(pg/mL)

Linhagem de colecao TIM
Mycobacterium abscessus ATCC 19977 16
Mpycobacterium smegmatis 1 256
Mycobacterium smegmatis 2 64
Mpycobacterium smegmatis 3 128
Mpycobacterium abscessus subsp. bolletii 16

TIM: Timol.

A resisténcia de MNT de crescimento rapido aos antimicrobianos de uso
padrdo no tratamento de doencas infecciosas aponta para a necessidade da busca
de novas moléculas e implementacdo de alternativas terapéuticas que sejam
capazes de eliminar essas micobactérias, visando o tratamento e eventual cura do
paciente. Os resultados obtidos no presente trabalho evidenciaram a atividade do
TIM, indicando seu potencial como candidato para futuras estratégias terapéuticas.
Em um estudo realizado por Puk et al. (2024), com Mycobacterium marinum, M.
abscessus e Mycobacterium chelonae, a CIM de TIM variou de 64 a 128 ug/mL,
valores semelhantes aos obtidos no presente estudo com M. abscessus ATCC
19977 e M. abscessus subsp. bolletii. Pesquisas envolvendo carvacrol, um isémero
do timol, encontraram CIM que variou de 32 a 128 ug/mL contra M. abscessus, M.
chelonae, Mycobacterium fortuitum e M. smegmatis (Huang et al., 2024). Avaliar o
potencial antimicobacteriano de derivados de compostos naturais pode levar a
possibilidade de incorporacdo dessas substancias em estratégias de tratamento de
pacientes acometidos por doencgas causadas por micobactérias, sendo necesséria a
realizacdo de mais estudos acerca da atividade de TIM.

CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo confirmaram a atividade do TIM, embora
em pequeno numero de isolados e espécies, contra MNT. O TIM deve ser ser
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considerado um candidato para estudos futuros bem como desenvolvimento de
novas moléculas terapéuticas ou estratégias de tratamento menos toxicas para os
pacientes com doencas causadas por MNT de crescimento rapido.
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