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TÍTULO: Avaliação de tetrahidropiridinas como antimicrobianos e inibidores do 1 

mecanismo de efluxo em Mycobacterium abscessus 2 

 3 

RESUMO 4 

 As Micobactérias Não-Tuberculosas (MNTs) são microrganismos ubíquos, 5 

envolvidos em infeções superficiais ou sistêmicas. Uma das mais frequentes MNTs 6 

isoladas em surtos de infecções hospitalares ou em pacientes imunocomprometidos, 7 

com fibrose cística por exemplo, é o Mycobacterium abscessus, que apresenta 8 

resistência intrínseca frente aos antimicrobianos comumente utilizados no tratamento de 9 

doenças infecciosas. Um dos mecanismos envolvidos nesta resistência é a extrusão dos 10 

antimicrobianos mediada por bombas de efluxo. Atualmente, a partir de compostos 11 

naturais e sintéticos, algumas substâncias inibidoras deste mecanismo tem sido 12 

investigada como adjuvantes no tratamento de infecções causadas pelo M. abscessus. 13 

Com isso esse trabalho teve como objetivo avaliar a atividade de oito tetrahidropiridinas 14 

como antimicrobiano e inibidoras do mecanismo de efluxo, frente as cepas de M. 15 

abscessus subsp. abscessus (ATCC 19977), M. abscessus subsp. abscessus (AT 16 

07/0415), M. abscessus subsp. bolletii (AT 46/0415) e M. abscessus subsp. bolletii (AT 17 

52/0415). Interessantemente, apenas um dos compostos tetrahidropiridínicos avaliados,  18 

NUNL 2, apresentou atividade antimicobacteriana frente as micobactérias citadas 19 

acima, em concentrações de 200, 100, 100 e 50µg/mL respectivamente. Além disso, este 20 

composto apresentou-se como um bom candidato a adjuvante aos antimicrobianos 21 

testados, devido a atividade inibidora de efluxo identificada. O fato de apenas um dos 22 

compostos testados apresentar atividade antimicobacteriana e inibitória do efluxo, pode 23 

estar relacionado a presença da natureza dos substituintes na posição da prirdina, onde é 24 

possível destacar os substiruintes da posição 1 e 6. Estudos biotecnológicos de relação 25 

estrutura atividade poderão elucidar quais as modificações deste composto, em relação 26 

aos demais, poderia ser responsável pelas atividades observadas. 27 

 

Palavras-chave: resistência, micobactéria, moléculas sintéticas 28 
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Title: Tetrahydropyrimidines assessment as antimicrobial agents and inhibitors of efflux 1 

mechanism in Mycobacterium abscessus 2 

ABSTRACT 3 

Non-tuberculous mycobacteria (NTMs) are ubiquitous microorganisms involved 4 

in superficial or systemic infections. One of the most frequent MNTs isolated in 5 

outbreaks of hospital infections or in immunocompromised patients with cystic fibrosis 6 

for example is Mycobacterium abscessus, which presents intrinsic resistance to 7 

antimicrobials commonly used in the treatment of infectious diseases. One of the 8 

mechanisms involved in this resistance is the extrusion of antimicrobials mediated by 9 

efflux pumps. Currently, from natural and synthetic compounds, some substances 10 

inhibiting this mechanism have been investigated as adjuvants in the treatment of 11 

infections caused by M. abscessus. The objective of this work was to evaluate the 12 

activity of eight tetrahydropyridines as antimicrobial and inhibitors of the efflux 13 

mechanism, against the strains of M. abscessus subsp. abscessus (ATCC 19977), M. 14 

abscessus subsp. abscessus (AT 07/0415), M. abscessus subsp. bolletii (AT 46/0415) 15 

and M. abscessus subsp. bolleiti (AT 52/0415). Interestingly, only one of the 16 

tetrahydropyridine compounds evaluated, NUNL 2, presented antimycobacterial activity 17 

against the above-mentioned mycobacteria at concentrations of 200, 100, 100 and 50 18 

μg/mL, respectively. In addition, this compound was shown to be a good adjuvant 19 

candidate to the antimicrobials tested, due to the identified efflux inhibitory activity. 20 

The fact that only one of the tested compounds exhibits antimycobacterial and 21 

inhibitory efflux activity may be related to the presence of the substituent nature in the 22 

prirdine position, where it is possible to highlight the substitutents of the 1 and 6 23 

positions. Biotechnological studies of activity structure relationship may elucidate 24 

Which modifications of this compound, in relation to the others, could be responsible 25 

for the observed activities. 26 

 

Key-words: resistance, mycobacteria, synthetic molecules 27 



1. INTRODUÇÃO 1 

Em 1896 os pesquisadores Lehmann e Neumann, classificaram as micobactérias 2 

no gênero Mycobacterium, pertencente a família Mycobacteriaceae, ordem 3 

Actinomycetales e classe Actinomycetes. Neste gênero está incluso as micobactérias do 4 

Complexo M. tuberculosis e o M. leprae, agentes etiológicos da tuberculose e da lepra, 5 

respectivamente (LEÃO et al., 2005). Além destes, há também um grupo chamado de 6 

micobactérias não tuberculosas (MNT), que inclui mais de 200 espécies, algumas das 7 

quais estão associadas a importantes infecções humanas, especialmente em pacientes 8 

imunocomprometidos e imunodeprimidos, sendo o Complexo M. avium (MAC), M. 9 

kansasii e o grupo M. chelonae-abscessus os mais frequentes (EGELUND et al., 2015). 10 

Em geral, as micobactérias são microrganismos aeróbicos, imóveis, sem flagelos 11 

e sem cápsula (HONG & HOPFINGER, 2004). Uma das principais características do 12 

gênero Mycobacterium é a presença da parede celular rica em lipídios, especialmente os 13 

ácidos graxos de cadeia longa, conhecidos como ácidos micólicos, que determinam alta 14 

lipoficilidade transformando o envoltório celular pouco permeável aos antimicrobianos 15 

e biocidas (LEÃO et al., 2005). 16 

De certo modo, as MNTs por sua vez são consideradas microrganismos 17 

saprófitas, comensais, simbióticos ou potenciais patógenos (oportunistas), causando 18 

infecções tanto em indivíduos imunocompetentes como imunodeprimidos (PRIMM et 19 

al., 2004). Estes microrganismos têm sido isolados de diferentes fontes ambientais tais 20 

como solo, água, poeira e material vegetal. Além disso, são tolerantes a temperaturas 21 

altas, variações de pH e resistentes a desinfetantes, ocorrendo relatos de infecções 22 

causadas  pela inadequada desinfecção de equipamentos médicos (WU et al., 2009; 23 

ZHENG & FANTA, 2013). Ademais, apresentam a capacidade de formar biofilmes, 24 

podendo desse modo persistir no meio ambiente (PRIMM et al., 2004). 25 

Pelo fato desse grupo de micobactérias ser causador de infecções oportunistas 26 

torna-se difícil a determinação da incidência e prevalência das patogenias, pois estas 27 

não são de comunicação compulsória como a tuberculose. As MNTs isoladas de 28 

amostras clínicas costumavam ser descritas como contaminação, sendo desvalorizada a 29 

sua importância clínica (JARZEMBOWKI & YOUNG, 2008; WU et al., 2009). Com o 30 

advento da Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (SIDA), estes microrganismos 31 

passaram a ser frequentemente isolados como agentes etiológicos de infecções em 32 

indivíduos imunodeprimidos (GRIFFITH et al., 2007). Além dos pacientes infectados 33 

com o Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV), as MNTs têm sido descritas como 34 
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agentes etiológicos de surtos de infecções hospitalares e em pacientes imunodeprimidos 1 

(NASH, 2016).  2 

A classificação de Runyon, para as MNTs utiliza como critério para 3 

identificação aspectos como o tempo de crescimento, dividindo-as em micobactérias de 4 

crescimento rápido (MCR) e micobactérias de crescimento lento (MCL). As MCR são 5 

aquelas que apresentam colônias em meio de cultura sólido, visíveis em até sete dias, e 6 

as MCL são aquelas que apresentam colônias visíveis após sete dias. Além disso, as 7 

MNTs podem ser classificadas também de acordo com a produção ou não de pigmentos. 8 

Micobactérias fotocromógenas são as que apresentam pigmentação somente em 9 

presença de luz, escotocromógenas são as que apresentam pigmentação tanto em 10 

presença quanto em ausência de luz e acromógenas, são as que não produzem 11 

pigmentos (RUNYON et al.,1959). 12 

No Brasil, a partir de 1998, foram detectados surtos de infecções causadas por 13 

MCR. De acordo com a literatura, entre os anos de 2004 e 2008, mais de 2.000 14 

pacientes foram identificados com infecções em sítios cirúrgicos, causadas por M. 15 

abscessus, fazendo com que o problema fosse considerado uma emergência 16 

epidemiológica (CARDOSO, et al., 2008; MONEGO, et al., 2011). Além disso, M. 17 

abscessus é a espécie de MCR mais comum isolada de infecções pulmonares, sendo 18 

considerado um patógeno emergente que causa um amplo espectro clínico de 19 

síndromes, causando infecções em diferentes órgãos e tecidos (MEDJAHED et al., 20 

2010). São responsáveis por doenças pulmonares, principalmente em pacientes com 21 

fibrose cística, que são caracterizadas por uma colonização crônica de micobactérias nas 22 

vias aéreas, o que acelera o dano pulmonar inflamatório, levando a um aumento da 23 

morbidade e mortalidade e por infecções cutâneas, principalmente após procedimentos 24 

cirúrgicos (SERMET-GAUDELUS et al. 2003; WU et al., 2009). Essa micobactéria 25 

também é responsável por infecções disseminadas após transplantes e tem a capacidade 26 

de atravessar barreiras cerebrais, podendo causar meningite e meningoencefalite 27 

(MEDJAHED et al., 2010).  28 

O M. abscessus foi descrito pela primeira vez em 1953, nos Estados Unidos por 29 

Moore e Frerichs (MOORE & FRERICHS, 1953). Eles descreveram um microrganismo 30 

até então desconhecido, isolado de uma paciente de 63 anos, que possuía um abscesso 31 

subcutâneo no joelho. Primeiramente, M. abscessus e M. chelonae foram considerados 32 

como pertencentes à mesma espécie, porém, em 1992, foi realizada uma reclassificação 33 

onde se passou a considerar o M. abscessus como uma espécie individual (BROWN-34 
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ELLIOTT et al., 2002). Posteriormente foi identificado o M. massiliense e M. bolletii 1 

como novas subespécies de M. abscessus. A taxonomia bacteriana a partir da ampla 2 

disponibilidade de sequenciamento do genoma tornou-se um desafio. Em 2011, Leão e 3 

colaboradores, consideraram que M. massiliense e M. bolletii eram geneticamente 4 

idênticos e portanto deveriam formar uma única subespécie: M. abscessus subsp. 5 

bolletii (LEÃO et al., 2011). Recentemente, a comparação do genoma destes 6 

microrganismos, definiu que o complexo M. abscessus é constituído por M. abscessus 7 

subsp. abscessus, M. abscessus subsp. massiliense e M. abscessus subsp. bolletii 8 

(BENWILL et al., 2014). Essas mudanças na nomenclatura podem ser observadas na 9 

Figura 1. 10 

 11 

Figura 1: Evolução da descrição das subspécies de M. abscessus. 12 

Fonte: LEE et al., 2015 13 

Uma avanço importante relacionado ao M. abscessus, é a presença do gene 14 

erythromycin ribosome metilase (41) que leva a resistência aos macrolideos. Este gene 15 

codifica uma metiltransferase, que por sua vez, metila o local de ação dos macrólidos no 16 

nível de rRNA. A partir disso, já foi observado resistência a claritromicina em M. 17 

abscessus subsp. abscessus e M. abscessus subsp. bolletii, os quais possuem este gene 18 

erm (41). O qual não ocorre no M. abscessus subsp. massiliense, logo, não possui 19 

resistência induzível aos macrolídeos, tornando a resposta ao tratamento melhor entre os 20 

pacientes com infecções causadas por este. (LEE et al., 2015).  21 

O primeiro surto de M. abscessus subsp. bolletii relatado no Brasil, ocorreu em 22 

2004 onde envolveu 68 pacientes, os quais foram submetidos a cirurgia laparoscópica 23 

(VIANA-NIERO et al., 2008). Atualmente, apresenta-se como uma subespécie 24 
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patogênica, porém quando comparado aos demais subspécies é considerada um 1 

patógeno raro, representando cerca de 5% de todas as infecções causadas por M. 2 

abscessus (LEE et al., 2014). Além disso, podem ser resistentes a claritromicina, 3 

contudo, Nunes e colaboradores (2014) observaram em seu estudo que somente 14% 4 

dos isolados clínicos foram resistentes a claritromicina, podendo então ser encontrado 5 

um número relativamente alto de isolados suscetíveis (ADEKAMBI et al., 2006).   6 

O tratamento para M. abscessus pode levar até seis meses, e é baseado na 7 

associação de macrolídeos (claritromicina e azitromicina) com os aminoglicosídeos 8 

(amicacina), ou cefamicinas (cefoxitina), ou carbapenemos (imipenem), ou glicilciclinas 9 

(tigeciclina), ou oxazolidinones (linezolida) ou, ainda, com quinolonas (ciprofloxacina) 10 

(KASPERBAUER & DE GROOTE, 2015). Essa espécie é intrinsicamente resistente a 11 

vários fármacos, tornando a cura muito difícil em alguns casos. A intervenção cirúrgica 12 

é considerada uma forma de tratamento aos pacientes que não respondem ao tratamento 13 

e que apresentam resistência aos antimicrobianos (COWMAN et al., 2012).  14 

A resistência aos antimicrobianos tem evoluído constantemente, tornando-se um 15 

problema no controle global das doenças, podendo ser ocasionada por dosagens 16 

inadequadas e também pela longa duração do tratamento (SILVA et al., 2013). Os 17 

mecanismos intrínsecos de resistência geralmente estão relacionados com a 18 

impermeabilidade da parede celular, que funciona como uma barreira impedindo a 19 

entrada de moléculas hidrofóbicas e hidrofílicas, produção de enzimas hidrolíticas ou 20 

acetiladoras, bem como mecanismo de efluxo, que exporta substâncias tóxicas do 21 

interior da célula para o meio externo (KLEINNIJENHUIS et al., 2011). Os 22 

mecanismos de resistência adquiridos envolvem modificação do alvo (gerada por 23 

mutações). Além disso, os mesmos mecanismos intrínsecos como modificação 24 

enzimática, alteração da permeabilidade e efluxo, podem ser exacerbados aumentando o 25 

grau de comprometimento com a resistência (VIVEIROS et al., 2003). 26 

O efluxo é um mecanismo que exporta substâncias do interior da célula através 27 

de proteínas transportadoras, ancoradas na membrana plasmática. Em células vivas, este 28 

mecanismo tem relação fisiológica ao processo de desintoxicação, expelindo compotos 29 

prejudiciais ao funcionamento da célula, e ainda pode reduzir a concentração 30 

intracelular do antimicrobiano (PAGÈS et al., 2005). Em micobactérias este mecanismo 31 

de efluxo pode ser específicos para um reduzido número de compostos, como os 32 

antimicrobianos, que compartilham características físico químicas, ou, o que é mais 33 



14 
 

 

frequente, serem altamente inespecíficos exportando substratos dissimilares 1 

quimicamente. (LIU, TAKIFF & NIKAIDO 1996).  2 

As bombas de efluxo podem ser divididas em cinco famílias, com base na sua 3 

estrutura ou fonte de energia. As famílias Major Facilitator Super family, Small 4 

Multidrug Resistance, Resistance-nodulation-division e Multidrug and Toxic 5 

Compounds Extrusion utilizam como fonte de energia um gradiente eletroquímico 6 

gerado por prótons que são transportados e distribuídos para a superfície da célula; 7 

enquanto que os membros da família ATP-binding cassette hidrolisam adenosina 8 

trifosfato (ATP) como fonte de energia (PUTMAN et al., 2000) (Figura 2).9 

 10 

Figura 2. Figura demostrativa da classificação das famílias de bomba de efluxo.  11 

ATP-binding cassette (ABC), Major Facilitator Super family (MSF), Small Multidrug 12 

Resistance (SMR), Resistance-nodulation-division (RND) e Multidrug and Toxic 13 

Compounds Extrusion (MATE) 14 

                                                                                           Fonte: DELMAR et al., 2014 15 

Considerando que o efluxo compõe o conjunto de barreiras intrínsecas que 16 

determinam um grau de resistência natural aos antibióticos e que pode estar envolvido 17 

na aquisição de maior nível de resistência durante o tratamento, é razoável supor que 18 

substâncias inibidoras do efluxo poderiam ser adjuvantes no tratamento das 19 

micobacterioses causadas por M. abscessus (PASIPANODYA & GUMBO 2011).  20 

Vários compostos que inibem o efluxo têm sido descritos, alguns deles já 21 

utilizados na prática médica com objetivos distintos. Nesta categoria vem sendo 22 

estudado o verapamil, e as fenotiazinas (tioridazina e clorpromazina), antiarrítmico e 23 

psicotrópicos, respectivamente. Outros compostos como a reserpina, um alcaloide e o 24 

cianeto de carbonila m-clorofenil-hidrazona (CCCP), um dissipador de prótons também 25 



15 
 

 

têm sido usados em experimentos laboratoriais (RODRIGUES et al., 2009; VIVEIROS 1 

et al., 2012). 2 

Além dos inibidores do mecanismo de efluxo descritos acima, outras substâncias 3 

inibidoras têm sido estudadas, tanto a partir de fontes naturais quanto sintéticos. Apesar 4 

da ampla gama de inibidores de efluxo já descritos, alguns deles não estão em utilização 5 

na prática médica, possivelmente pela toxicidade que estes compostos possam 6 

apresentar. No entanto, alguns já são utilizados para outras finalidades, como 7 

psicotrópicos, e é possível que a dose necessária para inibir o efluxo seja maior que 8 

aquela utilizada para outras finalidades (VIVEIROS et al., 2012). 9 

De acordo com os altos níveis de resistência aos fármacos antimicobacterianos, é 10 

de extrema importância pesquisas de novos compostos, as tetrahidropiridinas, por sua 11 

vez, são compostos sintéticos que fazem parte de uma importante classe de moléculas 12 

orgânicas, as piridinas. Atualmente já foi observada a atividade antimicrobiana frente a 13 

bactéria Gram-negativa, Pseudomonas aeruginosa, e a fungo, como Candida albicans 14 

(ZANATTA, et al., 2009). Além disso, já foram observados níveis de atividade 15 

antimicobacteriana frente a bactérias suscetíveis e resistentes aos fármacos 16 

comumentente utilizados em tratamentos, como bactérias Gram- positivas, incuindo M. 17 

tuberculosis (ARIDOSS, et al., 2008). Ademais, já foi identificado que estás moléculas 18 

tem um potencial para inibir sistema de extrusão (ZANATTA, et al., 2009).  19 

Partindo do pressuposto que o efluxo está estreitamente relacionado à resistência 20 

intrínseca e adquirida em MNT, além do número limitado de antimicrobianos úteis para 21 

o tratamento de infecções causadas por estes microrganismos, o estudo de novos 22 

inibidores de efluxo, que possam ser utilizados no tratamento, devem continuar, 23 

diversificando as fontes e estruturas físico-químicas, bem como adicionando ao estudo 24 

ferramentas de bioinformática que possam elucidar o(s) mecanismo(s) de ação. 25 
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Objetivo Geral 1 

 Avaliar a atividade de tetrahidropiridinas como antimicrobiano e inibidor do 2 

mecanismo de efluxo para as seguintes cepas: M. abscessus subsp. abscessus (ATCC 3 

19977), M. abscessus subsp. abscessus (AT 07/0415), M. abscessus subsp. bolletii (AT 4 

46/0415) e M. abscessus subsp. boletti (AT 52/0415). 5 

Objetivos específicos: 6 

- Avaliar a atividade antimicrobiana a partir da determinação da concentração mínima 7 

inibitória dos antimicrobianos: claritromicina (CLA), amicacina (AMI), ciprofloxacina 8 

(CIPRO), Sulfametoxazol/Trimetropim (SULFA/TRI), e dos inibidores: reserpina 9 

(RSP), Cianeto de carbonila m-clorofenil-hidrazona (CCCP), clorpromazina (CPZ) e 10 

verapamil (VERA) e dos 8 compostos tetrahidropiridínicos;  11 

 12 

- Analisar o efeito modulatório dos inibidores clássicos CPZ, CCCP, VERA e RSP  e 13 

dos compostos tetrahidropiridínicos na atividade antimicrobiana da CLA, AMI, CIPRO 14 

e SULFA/TRI frente às cepas descritas acima.  15 
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RESUMO 

Atualmente existem mais de 200 espécies pertencentes ao gênero 1 

Mycobacterium, sendo a maior parte delas classificadas como Micobactérias Não-2 

Tuberculosas (MNTs). As infecções por MNTs têm sido consideradas uma emergência 3 

global. Um diagnóstico rápido e acurado, e um tratamento eficaz são prioridades para 4 

um desfecho clínico favorável. O tratamento das micobacterioses é difícil, uma vez que 5 

as MNTs são naturalmente resistentes a muitos antimicrobianos. Um dos mecanismos 6 

relacionados à resistência é o efluxo, razão pela qual a busca por substâncias inibidoras 7 

deste mecanismo tem crescido nos últimos anos. Neste estudo foi avaliada  a atividade 8 

de uma série de oito tetrahidropiridinas como antimicrobianos e inibidores do 9 

mecanismo de efluxo frente a M. abscessus subsp. abscessus (ATCC 19977), M. 10 

abscessus subsp. abscessus (AT 07/0415), M. abscessus subsp. bolletii (AT 46/0415) e 11 

M. abscessus subsp. boleiti (AT 52/0415). Interessantemente, apenas um composto 12 

demostrou atividade antimicrobiana e inibidora do mecanismo de efluxo, o NUNL 2,  13 

com as concentrações e fator modulatório variáveis entre as quatro cepas estudadas. Isso 14 

pode estar relacionado a diferença da natureza do substituinte da piridina, onde foi 15 

essencial a presença de um alcalóide na posição 6, aliado a presença de um n-16 

propilbenzeno (C9H12) na posição 1 para este composto ser ativo. 17 
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INTRODUÇÃO  1 

O gênero Mycobacterium inclui espécies do complexo M. tuberculosis, M. 2 

leprae e micobactérias não causadoras da tuberculose (MNTs). As MNTs são 3 

microrganismos que geralmente estão associadas a infecções da pele, tecidos moles e 4 

osso, além de doenças pulmonares, podendo acometer pacientes saudáveis e 5 

imunocomprometidos (1). 6 

O M. abscessus é uma MNT de crescimento rápido, ou seja, leva no máximo 7 

sete dias para formar colônias visíveis em meio sólido. Esta micobactéria é responsável 8 

por causar doenças pulmonares, principalmente em pacientes imunodeprimidos, como 9 

na fibrose cística, além de infecções cutâneas após procedimentos cirúrgicos. (2, 3).  10 

O tratamento para as micobacterioses causadas por M. abscessus é difícil, pois 11 

estas são altamente resistentes aos antimicrobianos, tanto in vitro como in vivo. A 12 

resistência não ocorre somente com os agentes antituberculosos clássicos (Isoniazida e 13 

Rifampicina), mas também com a maioria dos antimicrobianos que estão disponíveis 14 

atualmente para o tratamento, o que resulta em opções terapêuticas limitadas e possíveis 15 

falhas no tratamento (4). Atualmente recomenda-se o uso de agentes antimicrobianos 16 

como, os macrolídeos incluindo a claritromicina e azitromicina, os aminoglicosídeos 17 

como a amicacina, as cefamicinas (cefoxitina), os carbapenems (imipenem), e as 18 

glicilciclinas (tigeciclina) (5). 19 

A resistência aos antimicrobianos pode ser considerada intrínseca, onde  os 20 

mecanismos podem ser atribuídos à presença dos ácidos micólicos na parede celular que 21 

conferem alta impermeabilidade celular, além de um mecanismo de efluxo, o qual 22 

consiste em uma grande família de proteínas de membrana dependentes de energia, que 23 

atuam fazendo a extrusão de substratos ou substâncias que podem ser tóxicas para a 24 

bactéria (6). Essas bombas podem ser classificadas em cinco famílias: Major Facilitator 25 
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Super family, Small Multidrug Resistance, Resistance-nodulation-division, Multidrug 1 

and Toxic Compounds Extrusion e ATP-binding cassette. Atualmente, com o avanço 2 

tecnológico e das pesquisas por mecanismo de efluxo, já foi possível observar que em 3 

M. abscessus existem membros de proteínas da família ABC (7). 4 

Uma forma de diminuir a extrusão do fármaco pelo mecanismo de efluxo é 5 

utilizando inibidores, sendo os mais comumente estudados em estudos com 6 

micobactérias: verapamil, reserpina, fenotiazinas (tioridazina e clorpromazina) e o 7 

cianeto de carbonila m-clorofenil-hidrazona (CCCP), (8). Quando estes atuam como 8 

inibidores do efluxo, contribuem para o restabelecimento da atividade dos fármacos 9 

frente às micobactérias. 10 

 Atualmente, vários compostos sintéticos e orgânicos vem sendo avaliados como 11 

antimicrobianos e inibidores do efluxo. As tetrahidropiridinas, por exemplo, já foram 12 

testadas como antimicrobianos e a sua atividade foi comprovada frente a Pseudomonas 13 

aeruginosa e Candida albicans (9). Esses compostos podem ser candidatos promissores 14 

a inibidores do mecanismo de efluxo em bactérias, devido as suas propriedades 15 

terapêuticas e farmacológicas como reguladores do fluxo de íons cálcio (10, 9). 16 

Considerando que as MNTs são microrganismos ubíquos associados a 17 

importantes infecções humanas  e que apresentam resistência intrínseca pelo mecanismo 18 

de efluxo frente aos antimicrobianos comumente utilizados no tratamento, tem-se 19 

investigado algumas substâncias inibidoras deste mecanismo.  As tetrahidropiridinas 20 

são moléculas sintéticas com possível potencial farmacológico e inibitório, o que as 21 

torna, portanto, candidata à avaliação como inibidora de bombas de efluxo em M. 22 

abscessus. Com isso, este estudo tem como objetivo avaliar a atividade de 23 

tetrahidropiridina como antimicrobiano e/ou inibidor do mecanismo de efluxo em M. 24 

abscessus. 25 
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MATERIAIS E MÉTODOS 1 

Cultivo das cepas e suspensão bacteriana 2 

Foram utilizadas cepas de M. abscessus subsp. abscessus (ATCC 19977), M. 3 

abscessus subsp. abscessus (AT 07/0415) isolada de uma amostra de escarro, M. 4 

abscessus subsp. bolletii (AT 46/0415) isolada da secreção de uma ferida de cirugia 5 

plástica, e M. abscessus subsp. bolletii (AT 52/0415) que também foi isolada de um 6 

paciente com secreção na ferida cirúrgica, todos os isolados utilizados neste estudo 7 

foram provenientes da Fundação Oswaldo Cruz, no Rio de Janeiro. Estas foram 8 

cultivadas em meio sólido Ogawa-Kudoh e incubadas em estufa bacteriológica à 37ºC 9 

por até 15 dias. A suspensão bacteriana foi preparada em água destilada estéril em uma 10 

turvação referente a escala 0,5 de MacFarland (1,5 x 10
8
 UFC/mL). O inóculo foi 11 

preparado a partir dessa suspensão, na proporção de 1:10 em caldo Mueller-Hinton (11). 12 

Compostos tetrahidropiridínicos 13 

As tetrahidropiridinas foram cedidas pela Universidade Federal de Santa Maria. 14 

Estas foram obtidas de acordo com o método de reação com piranos descrito por 15 

Zanatta e colaboradores (9), solubilizadas em dimetil sulfóxido 99,5% (DMSO) na 16 

concentração de 10mg/mL e estocadas à temperatura de 4°C. No presente estudo foram 17 

avaliados 8 compostos tetrahidropiridínicos. Suas estruturas químicas são demonstradas 18 

na figura 3. 19 
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 1 

Figura 3. Estrutura química dos compostos tetrahidropiridínicos 2 

Teste de suscetibilidade 3 

A avaliação da Concentração Mínima Inibitória (CMI) foi realizada como 4 

descrita no Clinical e Laboratory Standards Institute (CLSI), e em triplicatas (11). 5 

Resumidamente, a metodologia consiste na utilização de uma microplaca de 96 poços 6 

para realizar a microdiluição seriada (1:2) de 100 µL dos antimicrobianos, inibidores 7 

clássicos e das tetrahidopiridinas em 100 µL de caldo Mueller-Hinton. Ao final da 8 

microdiluição, foram adicionados 100 µL do inóculo, preparado conforme descrito 9 

acima. Após dois dias de incubação a 37 °C foram adicionados 30 µL de resazurina a 10 

0,02 %. Esta, por sua vez, funciona como um indicador de viabilidade celular através da 11 

sua oxi-redução. Após 24 horas de incubação foi realizada a leitura da absorbância a 12 

620 nm em espectrofotômetro e também observada mudança de coloração, a partir da 13 

qual foi definida a CMI, como a menor concentração dos antimicrobianos e das 14 

moléculas capazes de inibir o crescimento das micobactérias (12). O CLSI propõe os 15 

seguintes pontos de corte para determinar a sensibilidade de MNTs de crescimento 16 

rápido: AMI ≤ 16 µg/mL, CIPRO ≤ 1µg/mL, SULFA/TRI ≤ 38/2µg/mL, CLA ≤ 17 

2µg/mL (11). Com relação ao ponto de corte para as tetrahidropiridinas, estas foram 18 
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consideradas ativas com a CMI ≤200µg/mL. As concentrações iniciais dos 1 

antimicrobianos e das moléculas avaliadas estão descritas na tabela abaixo. 2 

Microrganismo/ 

Antimicrobiano 

M. abscessus 

subsp. 

abscessus 

(ATCC19977) 

M. abscessus 

subsp. 

abscessus 

(AT 07/0415) 

M. abscessus 

subsp. bolletti 

(AT 46/0415) 

M. abscessus 

subsp. bolletti 

(AT 52/0415) 

AMI 5µg/mL 5µg/mL 10µg/mL 20µg/mL 

CLA 0,25 µg/mL 0,25 µg/mL 0,5 µg/mL 512 µg/mL 

CIPRO 16µg/mL 16µg/mL 32µg/mL 32µg/mL 

SULFA/TRI 304/2500µg/mL 76/625 µg/mL 38/312,5µg/mL 312,5/38µg/mL 

CPZ 37,5µg/mL 37,5µg/mL 37,5µg/mL 37,5µg/mL 

CCCP 1,56µg/mL 1,56µg/mL 6,2 µg/mL 3,1µg/mL 

VERA 1250µg/mL 1250µg/mL 1250 µg/mL 1250µg/mL 

RSP 1600 µg/mL 1600 µg/mL 1600 µg/mL 3200 µg/mL 

Tetrahidropiridinas 200 µg/mL 200 µg/mL 200 µg/mL 200 µg/mL 

Tabela 1 – Concentrações iniciais dos antimicrobianos e inibidores 3 

AMI: Amicacina, CLA: Claritromicina, CIPRO: Ciprofloxacina, SULFA/TRI: 4 

Sulfametoxazol/Trimetropim, CPZ: Clorpromazina, CCCP: carbonila m-clorofenil-5 

hidrazona, VERA: Verapamil, RSP: Reserpina. 6 

Avaliação do efeito modulatório dos inibidores clássicos de efluxo e de 7 

tetrahidropiridinas na atividade antimicrobiana dos fármacos. 8 

 Para o estudo do fator de modulação, utilizou-se ½ da CMI dos inibidores 9 

clássicos de efluxo e das tetrahidropiridinas, com o objetivo de assegurar que uma 10 

eventual potencialização dos antibióticos não ocorresse por uma atividade 11 

antimicrobiana dos inibidores. Foi utilizado o Fator de Modulação (FM), para avaliar o 12 
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efeito dos inibidores de efluxo sobre a CMI dos antimicrobianos, através da fórmula 1 

proposta por Gröblacher et al., 2012: 2 

                         3 

O FM refere-se a redução dos valores da CMI dos antimicrobianos  na presença dos 4 

inibidores de efluxo, sendo considerado significativo quando ≥ 4 (13). 5 

RESULTADOS 6 

A CMI dos antimicrobianos, inibidores clássicos  e compostos tetrahidropiridínicos 7 

frente à cepa de M. abscessus subsp. abscessus (ATCC 19977) e aos três isolados 8 

clínicos não foram uniformes, o que pode ser observado na tabela 2. Podemos observar 9 

que M. abscessus subsp. bolletii (AT52/0415) demonstrou uma CMI para AMI igual a 10 

5µg/mL, e para CLA igual a 128µg/mL. Porém quando estes mesmos antimicrobianos 11 

são testados para M. abscessus subsp. bolletii (AT46/0415), os resultados mostraram-se 12 

diferentes. Não foi observada a  resistência a CLA geralmente encontrada nesta 13 

subspécie, com CMI igual a 0,25µg/mL, colocando em dúvida a identificação desse 14 

isolado. Já com relação aos 8 compostos tetrahidropiridínicos avaliados, apenas a 15 

molécula NUNL 2 apresentou atividade frente as cepas analisadas (Tabela 2). 16 
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Compostos/ ATB M. abscessus 

subsp. 

abscessus 

ATCC (19977) 

M. abscessus 

subsp. abscessus 

(07/0415) 

M. abscessus 

subsp. bolletti 

(46/0415) 

M. abscessus 

subsp. bolletti 

(52/0415) 

AMI 1,25 µg/mL 1,25 µg/mL 2,5 µg/mL 5µg/mL 

CLA 0,5 µg/mL 0,25 µg/mL 0,25 µg/mL 128µg/mL 

CIPRO 2 µg/mL 2 µg/mL 8 µg/mL 8µg/mL 

SULFA/TRI 76/625 µg/mL 76/625µg/mL 38/312,5µg/mL 38/312,5µg/mL 

CPZ 9,38µg/mL 9,38µg/mL 9,38µg/mL 9,38 µg/mL 

CCCP 0,39µg/mL 0,39µg/mL 1,56 µg/mL 0,78µg/mL 

VERA 312,5µg/mL 312,5µg/mL 312,5µg/mL 312,5 µg/mL 

RSP 400,0µg/mL 400,0µg/mL 400,0µg/mL 800 µg/mL 

NUNL 02 200 µg/mL 100 µg/mL 100 µg/mL 50 µg/Ml 

NUNL 

03/05/06/13/14/15/19 

›200 µg/mL ›200 µg/mL ›200 µg/mL ›200 µg/Ml 

Tabela 2 – Resultados das concentrações mínimas inibitórias dos antimicrobianos, 1 

inibidores clássicos  e compostos tetrahidropiridínicos. 2 

AMI: Amicacina, CLA: Claritromicina, CIPRO: Ciprofloxacina, SULFA/TRI 3 

Sulfametoxazol/Trimetropim, CPZ: Clorpromazina, CCCP: carbonila m-clorofenil-4 

hidrazona, VERA: Verapamil, RSP: Reserpina. 5 

A determinação da CMI dos antimicrobianos na presença dos inibidores de 6 

efluxo avalia uma possível relação do mecanismo de efluxo com a resistência. Os 7 

resultados da análise do efeito modulatório dos inibidores clássicos CPZ, CCCP, VERA 8 

e RSP, e do composto NUNL 2 na atividade antimicrobiana da AMI, CIPRO, CLA e 9 

SULFA/TRI frente ao M. abscessus são demonstrados nas tabela 3.  10 
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A partir disso, foi observado nos resultados do fator de modulação que a 1 

presença da NUNL 2, juntamente com os antimicrobianos, demonstrou um FM variando 2 

entre 1 e >16 (Tabelas 3, 4, 5 e 6). NUNL 2 e inibidores clássicos demonstraram valores 3 

de FM significativos, embora com desempenho diferente, considerando o 4 

antimicrobiano bem como o microrganismo avaliado. Porém, os valores dos inibidores 5 

clássicos não ultrapassou um FM de 4, diferentemente do que ocorre na 6 

tetrahidropiridina, NUNL 2, onde foi encontrado FM de até >16. (Tabela 3). 7 
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Cepas µg/mL AMI FM CIPRO FM CLA FM FULFA/TRI FM 

M. 

abscessus 

subsp. 

abscessus 

ATCC 

(19977) 

ATB 

CPZ 

CCCP 

VERA 

RSP 

NUNL2 

1,25 

0,625 

0,625 

0,312 

1,25 

≤ 0,08 

- 

2 

2 

4 

1 

>16 

2 

1 

1 

1 

1 

1 

- 

2 

2 

2 

2 

2 

0,5 

0,5 

0,125 

0,25 

0,5 

0,0625 

- 

1 

4 

2 

1 

8 

76/625 

38/312,5 

38/312,5 

38/312,5 

38/312,5 

≤4,8/39,1 

- 

2 

2 

2 

2 

>16 

M. 

abscessus 

subsp. 

abscessus 

AT 07/0415 

ATB 

CPZ 

CCCP 

VERA 

RSP 

NUNL2 

1,25 

0,625 

0,625 

0,625 

0,625 

0,625 

- 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

- 

1 

1 

1 

1 

1 

0,25 

0,25 

0,25 

0,25 

0,125 

0,125 

- 

1 

1 

1 

2 

2 

76/625 

38/312,5 

38/312,5 

38/312,5 

38/312,5 

19/156,25 

- 

2 

2 

2 

2 

4 

M. 

abscessus 

subsp. 

bolletii 

AT46/0415 

ATB 

CPZ 

CCCP 

VERA 

RSP 

NUNL2 

2,5 

0,625 

1,25 

0,625 

1,25 

2,5 

- 

4 

2 

4 

2 

1 

8 

8 

8 

8 

8 

8 

- 

1 

1 

1 

1 

1 

0,25 

0,25 

0,25 

0,25 

0,125 

0,0625 

- 

1 

1 

1 

2 

4 

38/312,5 

19/156,25 

38/312,5 

19/156,25 

38/312,5 

19/156,25 

- 

2 

1 

2 

1 

2 

M. 

abscessus 

subsp. 

bolletii 

AT52/0415 

ATB 

CPZ 

CCCP 

VERA 

RSP 

NUNL2 

5 

2,5 

2,5 

2,5 

2,5 

2,5 

- 

2 

2 

2 

2 

2 

8 

4 

2 

4 

2 

2 

- 

2 

4 

2 

4 

4 

128 

64 

32 

64 

64 

32 

- 

2 

4 

2 

2 

4 

38/312,5 

9,5/78,1 

19/156,25 

19/156,25 

19/156,25 

19/156,25 

- 

4 

2 

2 

2 

2 
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Tabela 3 – Resultados do Fator de modulação para M. abscessus subsp. abscessus 1 

ATCC (19977), M. abscessus subsp. abscessus AT07/0415, M. abscessus subsp. bolletii 2 

AT46/0415, M. abscessus subsp. bolletii AT52/0415 3 

FM: Fator de Modulação, AMI: Amicacina, CLA: Claritromicina, CIPRO: 4 

Ciprofloxacina, SULFA/TRI Sulfametoxazol/Trimetropim, CPZ: Clorpromazina, 5 

CCCP: carbonila m-clorofenil-hidrazona, VERA: Verapamil, RSP: Reserpina, NUNL 6 

02: tetrahidropiridina. 7 

DISCUSSÃO 8 

 A prevalência das infecções causadas por MNTs tem aumentado mundialmente, 9 

sendo o M. abscessus o segundo principal agente causador de infecções pulmonares, 10 

atrás somente do M. avium. As micobacterioses causadas por M. abscessus 11 

compreendem  um complexo desafio terapêutico, devido ao limitado arsenal terapêutico 12 

e aos diferentes mecanismos de resistência (14). Além disso, M. abscessus é 13 

considerado um dos microrganismos mais resistentes aos agentes quimioterápicos, 14 

dificultando ainda mais o tratamento (15).  15 

Dentre os compostos tetrahidropiridínicos testados somente a NULN 2 mostrou 16 

atividade antimicrobiana. Naicker e colaboradores (2015) avaliaram a atividade de 17 

derivados de piperidina, os quais possuem estrutura química semelhante as piridinas. 18 

Analisaram estás frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas 19 

aeruginosa, entre outras bactérias, e observaram que alguns compostos foram ativos 20 

para as bactérias, e outros não. A hipótese para esses resultado é com relação a natureza 21 

das substituições no agrupamento de piperidina, onde a partir disso foram obtidos vários 22 

graus de atividade de inibição das cepas (16). Esse resultado é similar com os 23 

observados neste estudo, onde apenas uma molécula foi ativa, podendo ter relação com 24 

a natureza de seus substituintes.  25 
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Os substituintes, bem como a estrutura dos compostos tetrahidropiridínicos são 1 

fundamentais para que estes demonstrem atividades antimicrobianas frente às cepas 2 

avaliadas, em especicial os presente nas posições 1 e 6. Com relação a posição 1, é 3 

possível observar que os compostos NUNL 14, 15 e 19 são os mais diferenciados dos 4 

demais, pela presença dos substituintes cíclicos. Além disso, observa-se diferenças na 5 

quantidade de carbonos nesta posição. Ao comparar os compostos NUNL 2 e NUNL 3, 6 

o primeiro possui n-propilbenzeno (C9H12) enquanto que NUNL 3 possui um 7 

Etilbenzeno (C8H10). Esta diferença no número de carbonos conferiu ao composto 8 

NUNL2 (C9H12) uma atividade frente as cepas de M. abscessus.   9 

Já em relação aos substituintes na posição 6 da piridina, destaca-se diferenças 10 

estruturais entre os compostos NUNL 2, 3 e 6, sendo respectivamente N-metil-2-11 

feniletanamina (C9H13N), Benzilmetilamina (C8H11N) e N-Metillbenzilamina (C7H9N), 12 

estes substituintes diferem entre si, sendo os dois primeiros considerados alcalóides. De 13 

acordo com um estudo realizado por Newton e colaboradores, onde doi encontrada a 14 

atividade de  alcalóides frente a espécies micobaterianas, sendo que este achados 15 

corroboram com os obtidos neste trabalho (17). Diante disso, a presença de um 16 

substituinte alcalóide na posição 6 aliado a presença de um n-propilbenzeno (C9H12) 17 

parece ser essencial para a atividade antimicobacteriana dos compostos 18 

tetrahidropiridínicos avaliados. 19 

A NUNL 2 foi ativa como inibidora de efluxo quando associada a AMI (FM 20 

>16), CLA (FM =8) e SULFA/TRI (FM >16) frente ao M. abscessus subsp. abscessus 21 

ATCC 19977, já para M. abscessus subsp. abscessus (AT07/0415), apenas quando 22 

combinada com SULFA/TRI, possibilitou a redução da CMI (FM = 4). Quando testada 23 

em associação com CLA frente ao isolado de M. abscessus subsp. bolletii AT46/0415, o 24 

fator modulatório foi significativo, sendo igual a 4, e para M. abscessus subsp. bolletii 25 
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AT52/0415 foi visto que a associação com CLA e também com CIPRO demonstrou um 1 

FM igual a 4. 2 

De acordo com a Tabela 3, foi possível observar que frente ao M. abscessus 3 

subsp. abscessus (AT07/0415) nenhum dos clássicos inibidores de efluxo utilizados no 4 

trabalho demostraram fator de modulação significativo, apenas a tetrahidropiridina foi 5 

capaz de reduzir em quatro vezes a CMI da SULFA/TRI. Esse resultado pode estar 6 

relacionado com as diferenças dos mecanismos de ação dos antimicrobianos testados, 7 

bem como, com a existência de outros mecanismos de resistência além do efluxo, que 8 

não foram avaliados neste estudo. Um exemplo seria a presença do gene erm (41) no M. 9 

abscessus subsp. abscessus, que esta associada a resistência intrínseca aos macrolídeos 10 

(18). No entanto, o M. abscessus subsp. massiliense por exemplo, não apresenta este 11 

gene de resistência fazendo com que este seja muito mais suscetível ao tratamento com 12 

os antimicrobianos (19).  13 

No presente estudo o isolado de M. abscessus subsp. bolletii AT46/0415 14 

demonstrou-se suscetível a claritromicina, e o M. abscessus subsp. bolletii AT52/0415 15 

resistente. Resultados semelhantes já foi encontrados na literatura, Nunes e 16 

colaboradores (2014) observaram que somente 14% dos isolados clínicos avaliados em 17 

seu estudo foram resistentes a claritromicina, podendo então ser encontrado um número 18 

relativamente alto de isolados suscetíveis (20). O mesmo ocorreu no estudo de Youn 19 

Kim e colaboradores (2010), onde um dos isolados apresentou a CMI de 16µg/mL 20 

sendo considerado resistente e outro a CMI de 0,25µg/mL sendo com isso suscetível 21 

(21). 22 

Conclui-se que concentrações sub-inibitórias dos inibidores e tetrahidropiridinas 23 

associadas aos fármacos utilizados no esquema terapêutico de M. abscessus, aumentam 24 
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a atividade destes antimicrobianos. Sugerindo a possibilidade de acrescentar estes como 1 

adjuvantes nas terapias das  micobacterioses. 2 
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3. CONSIDERAÇÕES FINAIS 1 

O M. abscessus é uma das espécies de micobactérias de crescimento rápido, 2 

responsável por infecções pulmonares, disseminadas e cutâneas, apresentando alto 3 

índice de resistência aos antimicrobianos usuais na terapia desta micobactéria (Costa et 4 

al., 2009; Medjahedet al., 2010; Maurer et al., 2012). Com isso, neste trabalho, foram 5 

selecionados isolados de M. abcessus subsp. abscessus (ATCC 19977), M. abscessus 6 

subsp. abscessus (AT 07/0415), M. abscessus subsp. bolletii (AT 46/0415) e M. 7 

abscessus subsp. bolletii (AT 52/0415) para avaliar a atividade de compostos 8 

tetrahidropiridínicos como antimicrobiano e/ou inibidor de um mecanismo de 9 

resistência aos fármacos. 10 

Atualmente existe uma necessidade constante de novos agentes terapêuticos. As 11 

tetrahidropiridinas, por sua vez, têm despertado atenção no campo da química e 12 

biotecnologia, por apresentar propriedades biológicas úteis (Zanatta et al., 2009). 13 

Através de testes de suscetibilidade realizados neste presente estudo, foi possível 14 

observar que o composto tetrahidropiridíno demonstrou ser ativos quando usado como 15 

antimicrobiano para as cepas avaliadas.  16 

 O ensaio realizado para avaliar a atividade inibitório do mecanismo de efluxo, 17 

demostrou que o composto NUNL 2 apresentou o melhor resultado frente as 4 cepas de 18 

M. abscessus. A natureza das substituições no anel da tetrahidropiridina pode ter sido o 19 

que conferiu esse resultado. 20 

 Conclui-se que concentrações sub-inibitórias dos inibidores associadas aos 21 

fármacos utilizados no esquema terapêutico de M. abscessus, ajudam a melhorar a 22 

suscetibilidade a estes antimicrobianos. Neste contexto, este pode ser o caminho para o 23 

aumento de alternativas farmacológicas no tratamento das infecções causadas por este 24 

microrganismo.  25 

Ademais, são necessários estudos com o composto NUNL 2, como acumulação e 26 

efluxo do brometo de etídeo para verificar a presença de efluxo na resistência em M. 27 

abscessus. Visto que, reduções da CMI associada ao aumento da acumulação e efluxo 28 

de brometo de etídeo poderiam indicar o bloqueio do mecanismo de efluxo pelo 29 

composto e a possível reversão da resistência aos fármacos utilizados no tratamento. 30 
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