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RESUMO 

 

A infecção por Mycobacterium abscessus subsp. massiliense (Mabs) representa uma ameaça 
crescente à saúde pública, especialmente para indivíduos imunocomprometidos. Novas 
estratégias terapêuticas que combatam a resistência da bactéria e destruam a estrutura do 
biofilme são urgentemente necessárias. A desferrioxamina (DFO), um quelante de ferro 
utilizado no tratamento de sobrecarga férrica, tem demonstrado potencial antimicrobiano 
devido à sua capacidade de limitar a disponibilidade de ferro, um elemento essencial para a 
sobrevivência de microrganismos. Esse estudo teve como objetivo avaliar a atividade 
antimicrobiana da desferrioxamina in sílico e in vitro contra Mabs. Foram avaliados in silico 
para testes de predição de atividade farmacológica (Pass online), disponibilidade oral e 
farmacocinética (SwissADME e PROTOX), toxicidade (WaytoDrug) e a caracterização das 
interações moleculares da desferrioxamina com alvos enzimáticos específicos. Para a análise in 
vitro, foi realizado ensaios moleculares (PCR), análise da atividade antimicrobiana, 
investigação quanto a formação de biofilme contra Mabs. Os resultados demonstram que a 
avaliação in silico (PASS Online) apresentou alta probabilidade de antagonismo de ferro pela 
DFO (Pa = 0,911), sugerindo potencial inibição do crescimento bacteriano. A análise 
farmacocinética preditiva (SwissADME) indicou alta ligação plasmática (>90%) e baixa 
absorção intestinal da DFO, fatores que podem restringir sua biodisponibilidade sistêmica, 
moderada toxicidade, com efeitos mutagênicos e nefrotóxico. Docking molecular revelou 
interações promissoras da DFO com proteínas essenciais de Mabs, sugerindo efeito inibitório. 
Nos ensaios in vitro com células RAW 264.7, a DFO não apresentou citotoxicidade 
significativa. A DFO inibiu de maneira significativa a produção de óxido nítrico por macrófagos 
RAW 264.7 infectados por M. abscessus. Os resultados da concentração inibitória mínima da 
DFO, reforçam o potencial terapêutico da DFO e justificam a investigação de sua atividade 
antimicrobiana. A DFO demostra um efeito dose-dependente na regulação da expressão de 
citocinas, em concentrações baixas (0,5 x CIM), a DFO reduz citocinas pró-inflamatórias TNF-
α, IL-1β e IL-6. Diante dos achados, conclui-se que a DFO apresenta potencial como agente 
antimicrobiano adjuvante contra Mycobacterium abscessus subsp. massiliense, especialmente 
por sua capacidade de sequestrar ferro e comprometer a sobrevivência bacteriana. 

Palavras chaves: Mycobacterium abscessus; Mycobacterium abscessus subsp. massiliense; 
Desferrioxamina; Resistência Antimicrobiana 
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ABSTRACT 

 

Infections caused by Mycobacterium abscessus subsp. massiliense (Mabs) pose a growing 
public health threat, particularly for immunocompromised individuals. Consequently, novel 
therapeutic strategies are urgently needed to combat bacterial resistance and dismantle biofilm 
structures. Desferrioxamine (DFO), an iron chelator commonly used in the treatment of iron 
overload, has shown antimicrobial potential due to its ability to limit iron availability, an 
essential element for microbial survival. This study aimed to evaluate the antimicrobial activity 
of desferrioxamine in silico and in vitro against Mabs. In silico analyses were performed to 
predict pharmacological activity (PASS online), oral availability and pharmacokinetics 
(SwissADME and PROTOX), toxicity (WaytoDrug), and to characterize the molecular 
interactions of desferrioxamine with specific enzymatic targets. For the in vitro analysis, 
molecular assays (PCR), antimicrobial activity assessments, and biofilm formation 
investigations against Mabs were conducted. The results demonstrate that in silico evaluation 
(PASS Online) predicted a high probability of iron antagonism by DFO (Pa = 0.911), suggesting 
potential inhibition of bacterial growth. Predictive pharmacokinetic analysis (SwissADME) 
indicated high plasma protein binding (>90%) and low intestinal absorption of DFO, factors 
that may restrict its systemic bioavailability. Moderate toxicity was observed, with mutagenic 
and nephrotoxic effects. Molecular docking revealed promising interactions of DFO with 
essential Mabs proteins, suggesting an inhibitory effect. In in vitro assays with RAW 264.7 
cells, DFO showed no significant cytotoxicity. DFO significantly inhibited nitric oxide 
production by M. abscessus-infected RAW 264.7 macrophages. The minimum inhibitory 
concentration results for DFO reinforce its therapeutic potential and warrant further 
investigation into its antimicrobial activity. DFO demonstrates a dose-dependent effect on 
cytokine expression regulation; at low concentrations (0.5 x MIC), DFO reduces pro-
inflammatory cytokines TNF-α, IL-1β and IL-6. Given these findings, it is concluded that DFO 
has potential as an adjuvant antimicrobial agent against Mycobacterium abscessus subsp. 
massiliense, particularly due to its ability to sequester iron and compromise bacterial survival. 
 
Keywords: Mycobacterium abscessus; Mycobacterium abscessus subsp. massiliense; 
Desferroxamine; Antimicrobial Resistance 
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1 INTRODUÇÃO  

 

Mycobacterium abscessus (M. abscessus), uma micobactéria não tuberculosa (MNT) 

caracterizada por seu rápido crescimento, vem emergindo como um patógeno oportunista de 

importância clínica crescente (Victoria et al., 2021; Abdelaal et al., 2022). Observa-se um 

aumento expressivo em sua prevalência, notadamente em infecções pulmonares, nas quais 

figura entre as MNT mais frequentes, com um amplo espectro de doenças, desde infecções 

pulmonares como pneumonia até osteomielite vertebral e infecções de tecidos moles 

(Degiacomi et al., 2019; Senhaji-Kacha; Esteban; Garcia-Quintanilla, 2021). A capacidade do 

Mycobacterium abscessus de causar doença manifesta-se com maior intensidade em indivíduos 

portadores de doenças pulmonares preexistentes, como a fibrose cística, e em pacientes 

imunocomprometidos, evidenciando sua habilidade em explorar a suscetibilidade do 

hospedeiro (Abdelaal et al., 2022; Ferrell et al., 2022).  

A Mycobacterium abscessus subsp. massiliense (Mabs), subespécie do complexo 

Mycobacterium abscessus (CMAB), é capaz de sobreviver em ambientes hostis e carentes de 

nutrientes, onde outros microrganismos concorrentes não sobreviveriam (Lima Viana et al., 

2018; Moraes-Neto et al., 2022), graças à sua parede celular rica em lipídios que resulta em 

superfície hidrofóbica, facilitando a formação de biofilme, crescimento rápido e aderência às 

superfícies (Kolpen et al., 2020; Dokic et al., 2021). 

A capacidade de M. abscessus de sobreviver no ambiente humano apresenta um grande 

problema, pois a persistência e disseminação de espécies de MNT em ambientes de saúde estão 

rapidamente se tornando uma ameaça significativa à saúde humana, especialmente por sua 

resistência antimicrobiana extremamente alta contra os antibióticos atuais (Born et al., 2023; 

Cao et al., 2024). A resistência bacteriana intrínseca e adquirida torna esta espécie um dos 

patógenos mais desafiadores, com tratamentos que duram de meses a anos, associados a 

potencial toxicidade antibiótica e alto número de falhas (Byrd; Chan, 2022; Conyers; Saunders, 

2024). Mabs pode infectar e multiplicar-se dentro de células fagocíticas, escapando dos 

mecanismos de defesa do hospedeiro e resultando em infecção bem-sucedida (Lima Viana et 

al., 2018). 

Um mecanismo utilizado por esse bacilo para se multiplicar dentro dos macrófagos é 

a indução da heme-oxigenase-1 (HO-1), que reduz os efeitos do estresse oxidativo tóxico 

produzido pela célula, armazenando o ferro livre nas ferritinas e evitando a formação de radicais 
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livres pela reação de Fenton (Pereira et al., 2023). Assim, os mecanismos de regulação do nível 

de ferro extracelular são cruciais para que os bacilos sobrevivam dentro dos macrófagos, o que 

destaca a importância da homeostase do ferro na patogênese micobacteriana (Phelan et al., 

2018; Yang et al., 2023). 

A desferrioxamina (DFO) forma complexos predominantemente com ferro férrico e 

íons trivalentes de alumínio, com constantes de formação de 1031 e 1025, respectivamente, e 

afinidade menor para íons divalentes como Fe2+, Cu2+, Zn2+, Ca2+  (Codd et al., 2018; Ding 

et al., 2021). A quelação ocorre em base molar 1:1, de modo que 1 g de DFO pode ligar-se a 

85 mg de ferro férrico ou 41 mg de Al3+. Assim, a DFO captura o ferro livre no plasma e nas 

células, originando o complexo ferrioxamina, excretado predominantemente na urina (Codd et 

al., 2018; Novartis Pharma Stein, 2018; Ding et al., 2021). O ferro pode ser quelado da ferritina 

e hemossiderina, mas lentamente em concentrações clínicas, e a DFO não remove ferro da 

transferrina ou hemoglobina (Savastano et al., 2019; Petrik et al., 2021).  

Estudos prévios demonstraram que a DFO pode suportar a função de derivados de 

monócitos humanos primários (hMDMs) infectados com Mycobacterium tuberculosis (Mtb), 

aumentando o metabolismo glicolítico e apoiando a função imune inata de maneira dependente 

do fator 1-α induzível por hipóxia (HIF-1α) (Chandrasekaran et al., 2017; Araújo et al., 2020; 

Cahill et al., 2021). Consequentemente, a capacidade da DFO de aumentar a glicólise e a função 

imunológica inata tem potencial como terapia dirigida ao hospedeiro (host-directed therapy – 

HDT), em combinação com antimicrobianos atuais para M. tuberculosis (Holbein et al., 2021; 

Lanzafame; Vento, 2021).  

Verificar se a DFO poderá suportar a atividade antibacteriana e imunomoduladora em 

infecções por Mabs associada aos antimicrobianos de primeira linha sugere que quelantes de 

ferro podem ser uma terapia adjuvante eficaz em combinação com antimicrobianos atuais para 

infecções por Mabs. Nesse cenário, o presente trabalho se insere na interseção entre a 

necessidade de novas estratégias para o manejo de Mabs e o racional biológico para sugerir a 

DFO como potencial agente antimicrobiano adjuvante. Hipotetiza-se que a DFO, por sua 

capacidade de sequestrar ferro e modular a resposta imune, apresente atividade antimicrobiana 

in silico e in vitro contra Mycobacterium abscessus (M. abscessus subsp. massiliense), inclusive 

em modelos de biofilme e em associação com antibióticos de primeira linha. 

Esta tese apresenta-se no formato de artigo, cuja organização está contida nos capítulos 

Introdução (que problematiza, apresenta esta pesquisa, além de fixar as hipóteses de estudo), 
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Referencial Teórico (que fundamenta as pesquisas até aqui desenvolvidas, bem como a lacuna 

de conhecimento a ser preenchida), Objetivos (Geral e Específicos) e Resultados divididos em 

três artigos:  

Capítulo I – Bibliometric Review on New Possibilities of Antimycobacterial Agents: 

Exploring Siderophore Desferrioxamine's Applications as an Antimicrobial Agent (publicado 

em Pharmaceuticals, A1, FI 4.3);  

Capítulo II – Mycobacterium abscessus subsp. massiliense: Biofilm Formation, Host 

Immune Response, and Therapeutic Strategies (publicado em Microorganisms, A1, FI 4.1);  

Capítulo III – A Desferrioxamina Potencializa as Respostas Antimicrobianas e 

Imunomodulatórias contra Mycobacterium abscessus: Evidências Integradas In Silico e In Vitro 

(a ser publicado em International Journal of Molecular Sciences, A1, FI 4.9).  

Ao final deste trabalho, no capítulo de Considerações Finais, apresentam-se principais 

resultados e o alcance dos objetivos propostos por esta tese, abordando limitações encontradas 

e apontando direções para estudos futuros.  
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2 REFERÊNCIAL TEÓRICO  

 

2.1 Micobactérias não tuberculosas (MNTs) 

 

As Mycobacterium não tuberculosas (MNT) incluem todas as espécies de bactérias do 

gênero Mycobacterium exceto M. tuberculosis (complexo de tuberculose) e M. leprae 

(Ministério da Saúde, 2021) e são bactérias ambientais ubíquas (solo, água doce, salobra e 

potável) que emergem como patógenos oportunistas em hospedeiros predispostos (Lanni et al., 

2022; Conyers; Saunders, 2024). Clássicas classificações (Runyon) dividem-nas em 

micobactérias de crescimento lento (formam colônias em >7 dias) e rápido (<7 dias), sendo as 

de crescimento rápido frequentemente associadas a infecções pós-operatórias e tegumentares 

(Runyon, 1959). As espécies mais comuns em doenças pulmonares humanas incluem o M. 

avium (MAC) e M. kansasii (crescimento lento) e M. abscessus (crescimento rápido) (Carneiro 

et al., 2018). Recentemente, estudos moleculares refinaram a taxonomia, com o CMAB sendo 

subdividido em três subespécies (subsp. abscessus, massiliense e bolletii) com diferenças 

clínicas e de resistência (Tortoli et al., 2016; Adekambi et al., 2017). 

MNT ocorrem em ambientes domésticos e de saúde, como a M. avium em sistemas de 

água potável e M. abscessus em vapor de nebulizadores e plásticos hospitalares. Essas bactérias 

geralmente não causam doença em pessoas sadias, mas são capazes de infectar pulmões e 

tecidos moles em condições favoráveis (Primm; Lucero; Falkinham, 2004). Infecções por MNT 

incluem doenças pulmonares crônicas, linfadenite, infecções cutâneas e disseminadas. A 

manifestação clínica varia de colonização assintomática a doença grave semelhante à 

tuberculose (To et al., 2020; Ministério da Saúde, 2021). 

A incidência global de infecções por MNT vem aumentando nas últimas décadas, 

especialmente em países desenvolvidos onde a tuberculose tem declinado (To et al., 2020). A 

revisão sistemática sobre as tendências globais de infecções pulmonares por MNT revelou um 

aumento geral na incidência e prevalência dessas infecções e doenças ao longo do tempo. A 

taxa anual de mudança para infecções foi de 4,0% por 100.000 pessoas/ano, enquanto para 

doenças causadas por MNT foi de 4,1% por 100.000 pessoas/ano (Dahl et al., 2022). Esse 

crescimento é atribuído ao aumento a fatores como maior expectativa de vida, aumento de 

doenças crônicas, intensificação de terapias imunossupressoras, melhorias nos métodos de 

diagnóstico e maior conscientização sobre essas micobactérias (Dahl et al., 2022). 
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Doenças por MNT afetam principalmente pulmões, pele e tecidos moles. São mais 

frequentes em pessoas imunocomprometidas ou com condições pulmonares subjacentes 

(Abdelaal et al., 2022; Ferrell et al., 2022). Dados clínicos e demográficos indicam aumento de 

 casos pulmonares de MNT em diversas regiões, sobretudo Ásia e América do Norte (To et al., 

2020).  

Estudos mostram M. abscessus como uma das MNT mais resistentes e agressivas, 

especialmente em pacientes com fibrose cística (CF), alcançando 40,9% do pacientes 

(Sotiropoulou et al., 2025). Pacientes com fibrose cística (CF), bronquiectasias, Doença 

Pulmonar Obstrutiva Crônica (DPOC), silicoses ou em uso de imunossupressores 

(corticosteroides, anti-TNF, HIV/AIDS) apresentam risco elevado de infecções por MNT (To 

et al., 2020). Na CF, as vias aéreas danificadas e muco viscoso favorecem colonização por 

MNT, na qual, dados sugerem que M. avium complex (MAC) e M. abscessus são responsáveis 

por ~75% e 25% das infecções por MNT, respectivamente, sendo a infecção por M. abscessus 

associada a declínio pulmonar rápido (Shteinberg et al., 2018). Em estados imunossuprimidos, 

como HIV com CD4<50 ou usuários de antagonistas de TNF, a suscetibilidade aumenta, com 

MAC, promovendo doença disseminada em HIV, e M. abscessus resultando em infecção 

pulmonar refratária (Shteinberg et al., 2018). A base fisiopatológica comum é que a limitação 

das defesas pulmonares locais e sistêmicas permite que MNT, que não infectam indivíduos 

normais, sejam patogênicas (Lima Viana et al., 2018). 

Em estudos populacionais recentes, CMAB foi identificada como fator independente 

de pior prognóstico, analisaram centenas de pacientes com MNT e mostraram que infecção 

reduziu significantemente a taxa de sucesso terapêutico e aumentou risco de morte em 

comparação com outras MNT (Odds Ratio de desfecho desfavorável ~1,16; p<0,01) (Valverde 

et al., 2025). Complicadores como comorbidades e coinfecção por HIV ou M. tuberculosis 

também elevam as taxas de falha. Além disso, pacientes infectados têm deterioração acelerada 

do volume respiratório e são contraindicados a transplante pulmonar devido lesão pulmonar 

progressiva resultante de CMAB (Yoshida et al., 2024). Dessa forma, a combinação de 

resistência antimicrobiana intrínseca e desvios imunopatológicos faz das infecções por M. 

abscessus uma das condições infecciosas mais difíceis de controlar (Tunesi et al., 2024). 

 

2.2 Complexo Mycobacterium abscessus 
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O CMAB compreende as subespécies M. abscessus subsp. abscessus, subsp. 

massiliense (apelido: massiliense) e subsp. bolletii. Essa reclassificação foi formalizada por 

Tortoli et al. (2016) e Adekambi et al. (2017) com base em análises genômicas e fenotípicas, 

distinguindo-as principalmente pela presença/ausência do gene erm(41), que confere resistência 

eritromicínica. 

 M. abscessus subsp. massiliense  (Mabs) atrai especial atenção clínica porque 

tipicamente possui erm(41) truncado, tornando-o sensível a macrolídeos (diferentemente de 

abscessus e bolletii), o que favorece melhores taxas de cura em certos pacientes (Hunt-Serracin 

et al., 2019; Senhaji-Kacha; Esteban; Garcia-Quintanilla, 2021). Em termos de prevalência, em 

diversas regiões (China, Europa) Mabs representa ~10–40% dos isolados do complexo, 

frequentemente em fibrose cística (FC) e infecções cirúrgicas (Adekambi et al., 2017). 

A interação de M. abscessus com o sistema imunológico do hospedeiro é fortemente 

influenciada pela morfologia da colónia (lisa ou rugosa) que está ligada à expressão de 

glicopeptidolipídios (GPLs) na superfície celular (Degiacomi et al., 2019; Byrd; Chan, 2022; 

Conyers; Saunders, 2024). 

O fenótipos de colônia tipo liso (smooth), produz glicopeptídeos lipídicos (GPL) em 

sua parede e tende a formar biofilmes extracelulares, facilitando colonização de vias aéreas 

alteradas, mas é relativamente hipovirulento e a forma rugosa (rough) (sem GPL) tende a se 

agrupar em longas cordas celulares (cording), levando ao crescimento intracelular e à apoptose 

do macrófago (Conyers; Saunders, 2024; Degiacomi et al., 2019), é pró-inflamatória e invasiva, 

destruindo macrófagos e tecidos  (Byrd; Chan, 2022). Em modelagem por peixe-zebra, a forma 

rugosa mostrou alta virulência no estudo de Kam et al. (2022), que utilizou um modelo de 

infecção crônica em zebrafish adultos para investigar a patogênese do M. abscessus entre as 

variantes de colônia rugosa (R) e lisa (S), revelando que a variante lisa (S) teve maior 

proliferação ao longo de 28 dias, enquanto a (R) manteve carga estável e provocou resposta 

inflamatória mais intensa. A rugosa gerou granulomas necróticos rapidamente via sinalização 

de TNF e recrutamento de T reguladoras (Tregs), que limitaram o crescimento bacteriano. Já a 

lisa foi controlada pela imunidade inata dependente de TNF, com formação de granulomas 

tardia e menor resposta de células T. 

As estirpes (R) demonstraram formar aglomerados (cording) que dificultam a 

fagocitose e podem ser resistentes à degradação lisossomal, levando ao crescimento intracelular 

e à apoptose do macrófago (Degiacomi et al., 2019; Conyers; Saunders, 2024). Após a 
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apoptose, as bactérias (R) podem ser libertadas e formar grandes cordões extracelulares que 

resistem à fagocitose e causam inflamação excessiva e formação de abcessos. As estirpes (S) 

também podem resistir à degradação intracelular, possivelmente limitando a acidificação do 

fagossoma e comprometendo a integridade da membrana do fagossoma, o que pode facilitar a 

fuga para o citosol, onde evitam a morte induzida por autofagia (Roux et al., 2016). 

Durante a infecção, o M. abscessus tipo S pode sofrer alterações morfológicas e 

genéticas que levam à transição para o fenótipo R, o que permite que o MAB-R se espalhe mais 

eficientemente entre as células hospedeiras, criando um nicho favorável para sua sobrevivência 

(Kim et al., 2019).  

Essa adaptabilidade permite ao microrganismo sobreviver em pulmões com 

mucosidade anormal sem invadir tecidos saudáveis fáceis (tais hospedeiros resistem bem à 

infecção aguda) (Byrd; Chan, 2022). M. abscessus também expressa fatores como a proteína 

antígena MmpL10 (ligante de fibronectina), eis2 (acetiltransferase que modula respostas 

inflamatórias) e secreta enzimas neutrofílicas (lipases, proteases) que desviam o hospedeiro. 

Assim, pode modular o ambiente pulmonar ao induzir inflamação crônica (TNF, IL-8), mas 

evita eliminação eficaz ao formar biofilmes e produzir moléculas anti-fagocíticas (Byrd; Chan, 

2022). 

As cepas de CMABS formam biofilmes tanto em ambientes naturais quanto em 

condições de cultivo laboratorial (Faria; Joao; Jordao, 2015; Xiang et al., 2014; Chakraborty; 

Kumar, 2019; Chakraborty et al., 2021; Dokic et al., 2021). No entanto, somente estudos 

recentes realizados em tecidos pulmonares de pacientes com FC e em tecidos não infectados 

forneceram evidências que corroboram a hipótese de que o crescimento de biofilme extracelular 

de CMABS também ocorre durante infecções pulmonares em humanos (Qvist et al., 2015; 

Fennelly et al., 2016; Høiby, 2017). 

Os biofilmes consistem em microcolônias de bacilos imersas em matriz de polímeros 

extracelulares (DNA, glicoconjugados e lipídeos), que, sob condições de muco de FC 

apresentam glicanos de manose/glicose e fosfolipídeos como matriz chave, formam 

aglomerados 3D que suportam bactérias em vários estados metabólicos, protegendo 

Mycobacterium abscessus subsp. abscessus (Mab) de antibióticos e do sistema imune, 

facilitando persistência e infecção crônica (Belardinelli et al., 2021).  

Além disso, fatores genéticos e ambientais, como deficiência de ferro, mutações em 

genicas, podem aumentar ou diminuir a produção de EVs, as quais contêm lipoproteínas e 
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glicolipídeos que modulam a resposta imune do hospedeiro (Salgueiro et al., 2024). Na forma 

intracelular, M. abscessus resiste a macrófagos evitando a fusão fagolisossomal, interferindo 

em citocinas pró-inflamatórias e retardando a apoptose (Bar-Oz; Meir; Barkan, 2022). Essa 

combinação de biofilme extracelular e habilidade de “hibernação” intracelular torna M. 

abscessus um patógeno extremamente difícil de erradicar. 

As EVs são pequenas bolhas de membrana liberadas ativamente pelo patógeno que 

contêm lipídeos de parede, glicolipídeos, lipoproteínas e enzimas secretadas (Salgueiro et al., 

2024). Por analogia com M. tuberculosis, sabe-se as EVs que podem modular o hospedeiro, 

carregando antígenos que estimulam ou subvertem a resposta imunológica, por exemplo, 

induzindo IL-10 e TGF-β ou inibindo TNF, favorecendo a imuno-evasão (Cheng; Schorey, 

2019). Também dispersam fatores de virulência para tecidos distantes e participam da estrutura 

do biofilme, anexando-se à matriz e reforçando a resistência coletiva (Flores, 2018; Salgueiro 

et al., 2024). Dessa forma, representam potenciais alvos terapêuticos para interromper a 

virulência de M. abscessus (Vermeire et al., 2024). 

M. abscessus é notoriamente resistente a múltiplas classes de antibióticos devido a sua 

parede lipídica impermeável (ricas em ácidos micólicos) que confere menor penetração de 

drogas hidrofílicas (Singh et al., 2017; Jacobo-Delgado et al., 2023). Além disso, codifica 

numerosas bombas de efluxo (transportadores ABC, MmpL) e enzimas modificadoras de 

fármacos, como a erm(41) (unidade 23S rRNA metiltransferase), que torna muitos isolados 

resistentes a macrolídeos inducivelmente (Hilpert et al., 2023); a aac(2'), aph(3')-

acetiltransferases em MNT podem inativar aminoglicosídeos; beta-lactamases de classe A/B 

degradam cefalosporinas e carbapenemas (Nguyen et al., 2024). Adicionalmente, a alta 

plasticidade genética é um fator crítico que favorece a adaptação e o surgimento de resistência 

adquirida (Nguyen et al., 2024; Nguyen et al., 2025). 

A parede celular de micobactérias contem aproximadamente 60% de seu peso seco é 

constituído por lipídios (ácidos micólicos, glicolipídeos, lipoarabinomanana). Ácidos micólicos 

formam uma camada hidrofóbica espessa que impede a difusão passiva de muitos antibióticos 

hidrofílicos (Jacobo-Delgado et al., 2023). Singh et al. (2017) destacam que tal estrutura em 

forma de concha protege o bacilo não só contra antibióticos, mas também contra danos 

oxidativos e complemento. Em M. abscessus, essa barreira lipídica, junto com menos porinas 

comparada a bactérias Gram-negativas, torna difícil a entrada de moléculas como beta-

lactâmicos e fluoroquinolonas e dessa forma, a impermeabilidade combinada com bombases de 
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efluxo maximiza a resistência intrínseca (Jacobo-Delgado et al., 2023). 

 

2.3 Esquemas terapêuticos atuais e limitações 

 

Devido à multirresistência, o tratamento de M. abscessus exige combinações de 

múltiplos antibióticos por longo período. As diretrizes (ATS/IDSA) recomendam regimens 

baseados em macrolídeo (claritromicina ou azitromicina), frequentemente em combinação com 

aminoglicosídeo (amikacina IV) e outros agentes (p.ex. cefoxitina, imipenem, tigeciclina), 

ajustados conforme testes de suscetibilidade (Novosad et al., 2016). Em prática clínica, 

Novosad et al. (2016), um dos poucos estudos a avaliarem os efeitos desses antibióticos, 

mostraram que o regime mais usado foi amikacina IV + um segundo antibiótico IV (imipenem 

ou tigeciclina) + um macrolídeo oral e dependendo do caso, podem ser usados injetáveis 

(amikacina, imipenem, cefoxitina) e orais (claritromicina, minociclina, linezolida, 

ciprofloxacino). Em doença pulmonar cavitária, recomenda-se considerar ressecção cirúrgica 

de lesão após quimioterapia inicial. Para M. abscessus subsp. massiliense, a sensibilidade a 

claritromicina torna o prognóstico relativamente melhor, mas ainda é necessário tratamento 

intensivo. 

Amikacina (aminoglicosídeo) e claritromicina (macrolídeo) são pilares no tratamento 

de M. abscessus. Amikacina IV é altamente bacteriostática e, combinada a outros, melhora 

taxas de conversão microbiológica; foi usada em ~65% dos casos no estudo de Novosad et al. 

(2016). Claritromicina/azitromicina são eficazes contra isolados sem resistência ao macrolídeo 

(especialmente subsp. massiliense), sendo usadas em ~70% dos pacientes estudados. Essas 

drogas atacam diferentes alvos (proteossoma ribossômico e síntese proteica), tornando-as 

complementares. Entretanto, a dependência de amikacina e claritromicina se explica pela 

escassez de outras opções seguras e ativas contra M. abscessus (Novosad et al., 2016). 

Amikacina causa nefrotoxidade e ototoxicidade, especialmente em administração 

prolongada e a claritromicina provoca efeitos gastrointestinais, arritmias e pode induzir 

resistência e ainda, muitos isolados já têm resistência intrínseca via mutações espontâneas. O 

que é descrito por Novosad et al. (2016), que observaram que 82% dos pacientes precisaram 

trocar regime terapêutico devido a esses efeitos adversos ou falta de eficácia. A duração longa 

(≥12 meses) aumenta a taxa de abandono e complicações e mesmo com uso otimizado, as taxas 

de cura permanecem baixas (<50%), e recidiva é comum. 
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Estudos apontam que o regulador de estresse oxidativo whiB7 em M. abscessus 

controla a expressão de múltiplos genes de resistência, como demonstrado por Pryjma et al. 

(2017), o whiB7 é ativado por claritromicina e, por sua vez, regula genes que conferem 

resistência a amikacina, acriflavina e tigeciclina. Assim, administrar claritromicina pode 

desencadear antagonismo contra amikacina via indução de whiB7. Além disso, a expressão de 

whiB7 e outros reguladores de tensão (como sigH) pode levar a tolerância não específica a 

antibióticos e isso ocorre porque esses reguladores são ativados por sinais de estresse ambiental, 

incluindo a exposição a antibióticos, e induzem a expressão de genes que conferem resistência 

a uma ampla gama de medicamentos (Burian et al., 2012). Portanto, alguns regimes de dupla 

terapia para M. abscessus podem apresentar efeitos antagônicos não evidentes sem estudos 

moleculares aprofundados. 

Em MTNs e, em especial, o CMAB, as estratégias com drogas repotenciadas como 

bedaquilina e clofazimina têm sido investigadas pela atividade contra cepas clínicas e pelo 

potencial antibiofilme, embora a utilidade de clofazimina isoladamente seja variável (Kania et 

al., 2025; Yao et al., 2025). Abordagens não farmacológicas, como a terapia fágica, também 

ganharam destaque como adjuvantes, sobretudo em casos refratários e intracelulares 

(Schmalstig et al., 2024).  

Estudos clínicos e experimentais sustentam o interesse em imunomoduladores, como 

o interferon-γ, e em fármacos capazes de reforçar a resposta imune antimicobacteriana, 

incluindo a vitamina D, que atua sobre a atividade microbicida de macrófagos e a produção de 

peptídeos antimicrobianos em modelos de micobactéria (Teixeira et al., 2018; Jolliffe et al., 

2025). A pesquisa de novas moléculas, como inibidores de biofilme, moduladores de resistência 

e inibidores de vias relacionadas à captação de ferro, é crítica para ampliar o arsenal terapêutico 

e reduzir doses e toxicidade global (Kania et al., 2025; Stelitano et al., 2025). Outra estratégia 

promissora é a quelação de ferro associada a antibióticos, pois a restrição de ferro prejudica a 

sobrevivência micobacteriana e pode favorecer a depuração bacteriana; em modelos de 

micobactérias, a deferoxamina mostrou efeito adjuvante ao restaurar a capacidade de 

eliminação intracelular e a maturação fagolisossomal (Kotey et al., 2023). 

 

2.4 Ferro na biologia micobacteriana 

 

Micobactérias usam ferro em enzimas vitais como ribonucleotídeo redutase (síntese 
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de DNA), citocromos (respiração), catalases-peroxidases e desidrogenases (metabolismo 

energético) (Rodriguez; Smith, 2003; Ratledge, 2004). Sem ferro, as bacilálies não conseguem 

sintetizar ácidos nucleicos nem manter respiração oxidativa eficiente, paralisando o 

crescimento (De Oliveira et al., 2019; Pereira et al., 2023). Além disso, o ferro influencia 

diretamente a virulência, na qual muitos fatores de patogenicidade micobacteriana (por 

exemplo, produção de lipídios de parede) dependem de ferro para ativação enzimática (Ferrell 

et al., 2022). Portanto, a aquisição de ferro é crítica para infecções por M. abscessus, já que 

limitar o ferro no ambiente inibe a multiplicação e expressão de fatores de virulência, como 

sideróforos carboximicobactinas/micobactinas e ferritinas reguladas por IdeR, que são 

induzidas durante infecção em macrófagos (De Oliveira et al., 2019; Pereira et al., 2023). 

Em micobactérias, a homeostase do ferro é rigidamente regulada por proteínas 

reguladoras como IdeR (em M. tuberculosis) atuam como repressores/dessorsores de genes de 

captação de ferro conforme o metal está abundante ou escasso (Sritharan, 2016). M. abscessus 

presumidamente possui sistema análogo (genes homólogos do sistema IdeR). Quando o ferro 

extracelular é abundante, IdeR reprime sideróforos para evitar toxicidade por ferro livre; 

quando escasso, ativa genes de sideróforos e transporte para captar ferro disponível (Pandey; 

Rodriguez, 2014). Além disso, micobactérias armazenam ferro em proteínas semelhantes à 

ferritina (Bfr) para evitar dano oxidativo por ferro livre (Pereira et al., 2023).  

M. abscessus adquire ferro principalmente por sideróforos, moléculas de alta afinidade 

por Fe(III), conforme estudos recentes que identificaram um sideróforo peculiar (tipo 

micobactina) denominado MBT Ab (Mycobactin A. abscessus), secretado via sistema ESX-3 

(Bythrow et al., 2022; Foreman; Kolodkin-Gal; Barkan, 2022). Esse sideróforo recolhe ferro 

do hospedeiro e o reimporta para o bacilo, com o sistema ESX-3 sendo essencial para sua 

exportação e utilização (Bythrow et al., 2022). Mutantes de M. abscessus deficientes na 

biossíntese de MBT Ab (mbtE) ou no sistema ESX-3 mostram crescimento comprometido em 

baixos níveis de ferro, demonstrando que esse mecanismo é vital para sobrevivência e 

virulência do germe (Bythrow et al., 2022; Foreman; Kolodkin-Gal; Barkan, 2022). Outro 

sistema possível é a captação de heme via transportadores (como Mhu/MmpL11), implicados 

na aquisição de ferro heme-dependente (Dubois et al., 2019). A importância biológica desses 

sistemas se reflete no fato de que, sem eles, M. abscessus não sobreviveria nos sítios de 

infecção, onde o hospedeiro restringe ferritina e transferrina via imunidade nutricional 

(Bythrow et al., 2022). 
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A limitação de ferro força M. abscessus a reprogramar seu metabolismo central. 

Enzimas do ciclo de Krebs e da cadeia respiratória contêm grupos ferro-enxofre (Fe-S), assim, 

com pouco ferro ativo, essas vias desaceleram (Foreman; Kolodkin-Gal; Barkan, 2022; Pereira 

et al., 2023). Isso leva à redução de crescimento e entrada em estados lentos ou dormância, o 

que protege o bacilo de antibióticos bactericidas, que requerem divisão ativa e, em paralelo, a 

deficiência de ferro diminui a produção de NADH e ATP, limitando a energia bacteriana 

(Foreman; Kolodkin-Gal; Barkan, 2022). Essa combinação de baixo crescimento e alterações 

metabólicas confere vantagem adaptativa: o microrganismo sobreviverá em condições hostis 

(células mortas) até que o ferro esteja disponível (Ferrell et al., 2022). 

 

2.5 Desferrioxamina 

 

2.5.1 Origem, farmacologia, uso clínico e segurança 

 

A desferrioxamina B (DFO, ou deferoxamina) é um sideróforo natural de Streptomyces 

pilosus, desenvolvido como fármaco quelante de ferro. Comercializada como Desferal®, é 

aprovada para tratar sobrecarga de ferro por transfusões (talassemia, anemia sideroblástica) e 

intoxicação aguda de ferro, ligando fortemente Fe(III) formando um complexo solúvel 

(ferroxamina) excretável pela urina (Velasquez; Wray, 2023). É administrada por via parenteral 

(IV ou SC infusão prolongada) devido à baixa biodisponibilidade oral. Em pacientes crônicos, 

DFO é bem tolerada em doses escalonadas (até ~50 mg/kg/dia), mas requer monitorização. Off-

label, já foi testada em intoxicação por alumínio (diálise) e doenças infecciosas em pequena 

escala (Velasquez; Wray, 2023). 

DFO é um tri-hidroxamato que se liga quase exclusivamente a com constante de 

afinidade de ~1031 M-1 (Codd et al., 2018; Ding et al., 2021). Ela forma um complexo 

hexadentado (1:1) com o ferro, retirando ferro livre das proteínas do hospedeiro (ferritina/lábile 

pool) e de sideróforos bacterianos (Codd et al., 2018; Novartis Pharma Stein, 2018; Ding et al., 

2021). No nível molecular, DFO sequestra ferro criando um déficit local para o microrganismo; 

por exemplo, se M. abscessus excreta um sideróforo, DFO pode capturar esse ferro e tornar 

indisponível, interrompendo a cascata de captação (Savastano et al., 2019; Petrik et al., 2021). 

Em células humanas, DFO desfaz a ligação ferro-transferrina, reduzindo o ferro acessível. 

Assim, o mecanismo geral é a privação de ferro, valendo-se da afinidade maior de DFO por 
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Fe3+ que a de muitos ligantes biológicos (Pawlaczyk; Schroeder, 2021). 

A fórmula molecular da desferrioxamina B é C25H48N6O8  (Katif et al., 2021). A 

estrutura da DFO inclui grupos hidroxamato e um grupo amina terminal (Savastano et al., 2019) 

(Figura 1). 

 
Figura 1 – Estrutura química da molécula da desferrioxamina. 

Fonte: PubChem chemistry database (National Institutes of Health, 2025). 
 

A DFO é administrada parenteralmente devido à quase nula absorção oral, sendo 

injetado por infusões prolongadas (normalmente via subcutânea por 8-12 h/dia) e sua meia-vida 

é curta (20-30 min intravenoso), exigindo alto volume e frequência de doses para manter efeito 

quelante (Velasquez; Wray, 2023).  

A DFO é considerada adjuvante em algumas infecções, especialmente as fúngicas, 

como mucormicose, onde paradoxalmente piora o quadro por fornecer ferro ao fungo Rhizopus, 

mas em outras infecções bacterianas pode ter efeito oposto) (Velasquez; Wray, 2023). Estudos 

sobre tuberculose indicam que a quelação de ferro pode potencializar fármacos 

tuberculostáticos. In vitro, a combinação de DFO com bedaquilina reduziu a carga de M. 

tuberculosis em macrófagos (Phelan et al., 2018). Em infecções virais e parasitárias 

(leishimaniose), a privação de ferro como estratégia terapêutica tem sido explorada (Banerjee, 

S.; Datta, 2023). No contexto de micobactérias, a DFO não é direcionada ao patógeno, mas ao 

ferro, podendo atuar indiretamente em qualquer infecção bacteriana dependente de ferro (Nairz; 

Weiss, 2020). 

DFO é geralmente bem tolerada, mas os efeitos adversos incluem lesão retiniana 

(retinopatia) e auditiva (neuropatia auditiva), relacionadas à dose acumulada, retardo de 

crescimento em crianças, distúrbios ósseos (acúmulo de alumínio), e risco elevado de infecções 

atípicas, especialmente fungos (mucormicose) e bactérias siderofílicas como Yersinia 

enterocolitica e Vibrio vulnificus (Hamilton et al., 2016; Velasquez; Wray, 2023). A maioria 

das reações é leve a moderada e transitória, embora a urina possa apresentar coloração 

avermelhada (Codd et al., 2018; Novartis Pharma Stein, 2018). A DFO, ao fornecer ferro ao 
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patógeno (ferrioxamina), pode agravar infecções por esses organismos. Portanto, a quelação 

prolongada por DFO deve ser acompanhada de monitorização oftalmológica e auditiva 

periódica (Flora; Pachauri, 2010). 

Em relação ao perfil de segurança, a desferrioxamina não é classificada como uma 

molécula tipicamente hemolítica, mas ao contrário, há trabalhos mostrando efeito protetor em 

eritrócitos sob estresse oxidativo (Santos et al., 2009; Hermann, 2011). A literatura sugere um 

perfil biológico compatível com modulação redox e imunometabólica, sem evidência de 

atividade hemolítica (Santos et al., 2009; Phelan et al., 2020).  

Em células imunes, essa modulação pode envolver a via do óxido nítrico, uma vez que 

o NO participa da defesa antimicrobiana e do balanço inflamatório do macrófago (O’Neill; 

Artyomov, 2019; Palmieri; Gow, 2026). Em modelos infecciosos e inflamatórios, a privação de 

ferro por quelantes pode alterar a produção de espécies reativas de nitrogênio e o balanço redox, 

o que ajuda a explicar por que DFO pode modular a atividade microbicida sem depender apenas 

de citotoxicidade direta (O’Neill; Artyomov, 2019; Phelan et al., 2020). 

A citotoxicidade da DFO depende fortemente da forma de entrega, da dose e do 

modelo celular; em formulações otimizadas, a toxicidade pode ser significativamente reduzida 

(Xu et al., 2020). Em estudos com macrófagos humanos, a DFO foi associada a alterações 

metabólicas e imunometabólicas sem indicação de dano celular grosseiro nas condições 

avaliadas, sustentando a ideia de efeito biológico não citotóxica (Phelan et al., 2020). 

 

2.5.2 Propriedades quelantes e mecanismo de sequestro de ferro 

 

Embora DFO não seja bactericida direto, reduz a disponibilidade de ferro essencial 

para o patógeno, inibindo o crescimento bacteriano. Há evidências de que DFO e análogos 

podem travar crescimento de M. tuberculosis in vitro, exigindo concentração mais alta e de 

outras bactérias, como Pseudomonas e ainda pode sensibilizar o microrganismo a outros 

antimicrobianos: como demonstrado em TB, DFO aumenta o metabolismo glicolítico de 

macrófagos e resposta inflamatória, o que pode ajudar a eliminar bacilos (Phelan et al., 2018).  

DFO, como um quelante hexadentado de alta afinidade, forma complexos estáveis 

predominantemente com Fe³⁺ (constante de formação Kf = 10³¹) e Al³⁺ (Kf = 10²⁵), com 

capacidade de ligar ~8,5 mg de ferro férrico por 100 mg de DFO (Novartis Pharma Stein, 2018). 

Sua principal função é remover o excesso de ferro livre ou alumínio do organismo, deslocando-
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os da ferritina e hemossiderina, mas não da transferrina ou hemoglobina, assim, a DFO se liga 

ao excesso de ferro ou alumínio, formando os complexos ferrioxaminas e aluminoxamina, 

respectivamente (Fisher et al., 2013). 

Estudos com complexos de metal mostram que a DFO possui múltiplas unidades 

quelantes (Savastano et al., 2019). Ao se complexar com íons metálicos como Fe³⁺ ou Zr⁴⁺, os 

grupos quelantes da DFO se dispõem ao redor do centro metálico. No caso do Fe³⁺, as três 

unidades quelantes geralmente se organizam como uma hélice ao redor do íon hexa-coordenado 

(Savastano et al., 2019; Katif et al., 2021). Com o Zr⁴⁺, o centro metálico pode ser octa-

coordenado, com a esfera de coordenação saturada pelos grupos quelantes da DFO e, por 

exemplo, o átomo de nitrogênio do grupo amina terminal e uma molécula de água, ou duas 

moléculas de água (Savastano et al., 2019). 

No organismo, DFO difunde livremente no líquido intersticial e alcança tecidos ricos 

em ferro (fígado, coração, bazo) devido à sua distribuição extracelular ampla (Vichinsky et al., 

2007). Embora existam análogos orais (deferasirox, deferiprona), eles diferem estruturalmente 

(deferasirox: ácido tridentado; deferiprona: hidroxipiridona bidentada) e não são diretamente 

intercambiáveis em estudos antimicrobianos, pois possuem perfis de afinidade e toxicidade 

distintos (Xia et al., 2013). Portanto, o uso de DFO como coadjuvante infeccioso enfrenta 

desafios logísticos, como administração complexa e possíveis níveis inadequados em locais de 

infecção crônica devido à meia-vida curta e baixa penetração tecidual (Neufeld, 2006; 

Mukherjee et al., 2025). 

 

2.5.3 Atividade antibiofilme 

 

O biofilme confere resistência não genética a antimicrobianos, na qual a matriz 

extracelular impede a penetração de antibióticos, criando gradientes de concentração, como 

bacilos mais internos recebem doses subletais, permitindo sobrevivência e seleção de tolerantes 

(Babrak et al., 2015). Além disso, microrganismos em biofilme tendem a estados 

metabolicamente latentes, tornando antibióticos que matam bactérias em crescimento ativa 

pouco eficazes e, imunologicamente, o biofilme oculta antígenos de detecção celular e resiste 

a fagocitose, possibilitando presença prolongada do patógeno (Ferris, 2017). Belardinelli et al. 

(2021) aprontam que os biofilmes de M. abscessus são um dos principais motivos pelos quais 
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infecções pulmonares por esse microrganismo são de difícil cura com antibióticos 

convencionais. 

Estudo de Wille et al. (2022) demonstrou que DFO isolada apresentou atividade 

antibiofilme contra M. abscessus, com formação de biofilme significativamente inibida em 

condição de privação de ferro, sugerindo que DFO potencializa indiretamente a ação de 

macrolídeos em biofilmes. Dessa forma, DFO é considerado um candidato de terapia 

combinada, visando reduzir a ferrilaxia bacteriana enquanto os antibióticos convencionais 

atacam. 

 

2.5.4 Atividade imunomoduladora 

 

A DFO pode ter efeito imunomodulador benéfico, como descrito no estudo de Phelan 

et al. (2020), que mostrou que DFO aumentou a produção de IL-1β em macrófagos humanos 

infectados por M. tuberculosis, via estabilização de HIF-1α. A IL-1β é crucial para eliminar 

micobactéria, então esse achado sugere que DFO estimula respostas pró-inflamatórias eficazes. 

Ademais, DFO promoveu metabolismo glicolítico em células infectadas, sem citotoxicidade 

detectável. Isso sugere que DFO pode reforçar a atividade antimicrobiana de macrófagos sem 

matar as células hospedeiras. Se esse efeito se aplica a M. abscessus, DFO poderia melhorar a 

eficácia microbicida dos macrófagos pulmonares em infecções por este patógeno, reduzindo 

simultaneamente a sobrecarga inflamatória crônica graças à estabilização metabólica (HIF-1α 

dependente), uma vez que, em tuberculose, estratégias HDT (host-directed therapy) propõem 

aumentar ações macrofágicas antimicrobianas ou modular citocinas-chave (Flynn; Chan, 2001). 

No contexto de M. abscessus, a imunomodulação pode significar estimular macrófagos a 

produzir mais espécies reativas ou citocinas protetoras, sem exacerbar uma inflamação 

destrutiva. 

 

2.6 Sinergismo antimicrobiano com Desferrioxamina 

 

A sinergia antimicrobiana ocorre quando a ação combinada de dois ou mais agentes, 

como medicamentos, peptídeos antimicrobianos ou quelantes, produz um efeito biologicamente 

maior que a soma de seus efeitos isolados (Taheri-Araghi, 2024). Essa potenciação pode 

resultar no aumento da permeabilidade da membrana bacteriana, facilitando entrada do segundo 
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agente, na inibição de bombas de efluxo que causariam resistência, bloqueio de vias 

metabólicas complementares, na desestabilização de estruturas de virulência como biofilmes e 

na modulação da resposta imunológica do hospedeiro (Gonçalves et al., 2025). Em M. 

abscessus multirresistente, a estratégia de combinações sinérgicas permite contornar resistência 

intrínseca via redução de concentrações bactericidas necessárias (Lopeman et al., 2020). 

O teste checkerboard é o método padrão in vitro para avaliar interações 

antimicrobianas e baseia-se em matrizes bidimensionais de diluições seriadas de dois agentes 

testados simultaneamente, vantajoso devido a simplicidade e reprodutibilidade, embora seja 

estático e não capture dinâmica temporal de interações (Brennan-Krohn; Kirby, 2019). Em cada 

poço, duas séries de concentrações, uma crescente de cada agente, são ensaiadas, permitindo 

determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) combinada para cada ponto onde não há 

crescimento bacteriano visível, assim o Índice Fracionário de Inibição (FICI) é então calculado 

(Brennan-Krohn; Kirby, 2019). Os critérios interpretativos padronizados são FICI ≤ 0,5, 

indicando sinergia,  0,5 < FICI ≤ 4,0, indicando aditividade/indiferença, e  FICI > 4,0 

(antagonismo) (Odds, 2003).  

Estudos clínicos de DFO e antibióticos estão em andamento, mas dados específicos 

em M. abscessus ainda são escassos (Wille, 2022). A claritromicina e amicacina emergem como 

promissores nessa interação, com sinergias demonstradas em pesquisa com peptídeos 

antimicrobianos, os quais exercem ação sobre membranas bacterianas, com mecanismos que 

também envolvem competição por ferro ou modulação imunológica do hospedeiro, e cuja 

interação promove redução de FICI (Mhlongo et al., 2023).  

Estudos recentes indicam que a claritromicina, isoladamente, em M. abscessus, podem 

aumentar a secreção de EVS e o tráfego proteico, contribuindo para resistência ao fármaco 

(Vermeire et al., 2024). Os resultados dos estudos de Flores (2018) revelaram que, apesar de 

serem alternativas terapêuticas para micobactérias de crescimento rápido (MCR), M. abscessus 

mostrou resistência à claritromicina e ainda, a inibição da formação de biofilmes e sua 

erradicação não foram completamente atingidas. No entanto, a resistência adquirida a 

claritromicina pode estar relacionada à mutações pontuais que acarretam substituição da 

adenina na posição 2058 ou na posição 2059 na região do gene rrl que codifica o domínio 

peptidil transferase do rRNA 23S (Carneiro, 2016).  

Adicionalmente, a resposta ao fármaco pode depender da formulação utilizada, na qual 

a claritromicina nanoencapsulada demonstrou superioridade na inibição da formação de 
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biofilmes e na destruição da matriz microbiana em comparação à forma cristalina/livre, em 

todas as concentrações testadas e para as três cepas de MCR avaliadas (Flores, 2018). 

As diretrizes oficiais de prática clínica da ATS/ERS/ESCMID/IDSA (American 

Thoracic Society / European Respiratory Society / European Society of Clinical Microbiology 

and Infectious Diseases / Infectious Diseases Society of America) para infecções por M. 

abscessus recomendam, diante dos efeitos benéficos versus riscos de resistência, iniciar o 

tratamento com um regime multidrogas que inclua macrolídeos, abrangendo no mínimo três 

fármacos com eficácia comprovada in vitro (Daley et al., 2020).  

Estudos indicam que a claritromicina pode ter sua atividade expandida quando 

combinada com outras drogas, como rifabutina (Aziz; Go; Dick, 2020). Similarmente, a 

combinação DFO + claritromicina, que é bacteriostática e liga-se à subunidade 50S 

ribossômica, inibindo síntese proteica em M. abscessus com sensibilidade macrolídica 

(Kanatani; Guglielmo, 1994; Flores, 2018), é teoricamente sinérgica porque atua via 

mecanismos complementares, enquanto a DFO restringe ferro (limitando síntese de enzimas 

vitais), a claritromicina bloqueia síntese proteica. Dessa forma, a Desferrioxamina tem 

potencial para modular a produção de EVs e a resistência à antibióticos (Temel; Aksoyalp, 

2024). 

Em relação a amicacina, que é um aminoglicosídeo, bactericida e causa dano letal 

direto via inibição da tradução proteica e indução de dano ao DNA e pode manter atividade 

contra cepas resistentes à tobramicina e à gentamicina devido à menor inativação pelas enzimas 

bacterianas acetilase, adenilase e fosforilase (Sizar; Rahman; Sundareshan, 2023).  

A amicacina, sozinha ou em combinação com outros antibióticos, é usada para tratar 

uma variedade de infecções graves causadas por bactérias Gram-negativas aeróbicas, bem como 

micobactérias e Nocardia (Ramirez; Tolmasky, 2017), atuando de forma bactericida ao se ligar 

à subunidade 30S do ribossomo bacteriano, causando erros na tradução de proteínas e, 

consequentemente, danos à membrana citoplasmática e morte celular (Ramirez; Tolmasky, 

2017).  

O estudo recente de Erinmez e Zer (2024), que investigam os efeitos in vitro do DFO 

na suscetibilidade a antibióticos de bactérias Gram-negativas, com foco na potencialidade de 

sinergia e mecanismos de ação, reforçam a hipótese de que a privação de ferro pode aumentar 

a eficácia de antibióticos como a amicacina, mas mostram que o efeito depende das 

características específicas da bactéria. Em M. absessus, DFO + amicacina pode produzir 
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sinergismo promovendo a privação de ferro e reduzindo o estado metabólico bacteriano, 

tornando o bacilo menos capaz de reparar dano, enquanto amicacina causa dano direto letal, 

resultante de sinergismo bacteriostático + bactericida.  

A importância da amicacina (aminoglicosídeo) e claritromicina (macrolídeo) no 

manejo da infecção reside no fato de que a Amicacina é altamente bacteriostática e, combinada 

a outros, melhora taxas de conversão microbiológica e claritromicina são eficazes contra 

isolados sem resistência ao macrolídeo (Novosad et al., 2016), atacando diferentes alvos, 

tornando-as complementares, mas seu uso exige atenção aos efeitos colaterais e à possibilidade 

de resistência induzida (Kim et al., 2015). 

O uso de adjuvantes como DFO oferece valor clínico por abordar a homeostase de 

ferro, não coberto por antibióticos, potencialmente reverter resistência ao reduzir metabolismo 

bacteriano, inibir biofilmes e virulência, permitir redução de doses de antibióticos 

convencionais, reduzindo toxicidade (Wille, 2022). Adicionalmente, o uso bem-sucedido de 

relebactam + imipenem + amoxicilina contra M. abscessus MDR, eliminou 100% de isolados 

clínicos pela ação sinérgica dos inibidores de beta-lactamase (Lopeman et al., 2020).  

Outra vantagem reside na redução de doses viabilizada pela terapia sinérgica. Quando 

DFO combinado com claritromicina ou amicacina exibe sinergia (FICI ≤ 0,5), as CIM efetivas 

podem diminuir 2 a 10 vezes em comparação aos fármacos isolados (Taheri-Araghi, 2024). 

Essa abordagem permite diminuir a dose de amicacina, mitigando nefro e ototoxicidade, reduzir 

a claritromicina, diminuindo riscos de arritmias, interações via citocromo P450 e intolerância 

gastrointestinal, e empregar DFO, com perfil de segurança estabilizado em uso crônico para 

talassemia, cujos efeitos adversos (retinopatia, neuropatia auditiva) são monitoráveis e 

reversíveis (Neufeld, 2006; Cappellini, 2008). Adicionalmente, pesquisas em andamento 

indicam que terapias combinadas contra M. abscessus podem reduzir a duração total de 

tratamento, reduzindo abandono terapêutico (Jong et al., 2025). 

 

2.7 Análises in silico de mecanismos adjuvantes da DFO 

 

Estudos in silico de docking auxiliam a descobrir novos fármacos ao simular 

rapidamente a interação entre compostos candidatos e alvos proteicos moleculares (Villoutreix 

et al., 2008; Vakser, 2014). Essa abordagem economiza tempo e custo, permitindo priorizar 

compostos antes de ensaios experimentais  a partir de ferramentas computacionais 
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particularmente úteis na triagem virtual de bibliotecas químicas contra alvos-chave de 

micobactérias, e têm sido validadas historicamente em tuberculose para guiar modificações de 

drogas (Kitchen et al., 2004).  

O docking molecular determina interações energéticas favoráveis entre ligante e alvos 

de interesse, prevendo posições e orientações que maximizam ligações de hidrogênio, 

hidrofóbicas e complementariedade estrutural (Ferreira, 2013). Os estudos in silico de docking 

são essenciais para explorar a interação da desferrioxamina com alvos proteicos de M. 

abscessus, permitindo inferir afinidades e mecanismos no contexto de privação de ferro, 

resistência e virulência (Abbas et al., 2025). Essa abordagem integra-se à descoberta de 

fármacos contra micobactérias não tuberculosas, considerando a atividade antibiofilme e 

antimicrobiana da desferrioxamina já demonstrada in vitro (Wille, 2022). 

Estudos in silico reduzem drasticamente o número de moléculas a serem sintetizadas 

e testadas experimentalmente, graças à alta preditividade dos métodos computacionais na 

previsão de interações ligante-alvo (Ferreira, 2013). No contexto de M. abscessus, eles aceleram 

a identificação de inibidores para alvos como InhA, essenciais para biossíntese de ácidos 

micólicos e superação de resistência (Abbas et al., 2025). 

Dentre os alvos de interesse de análise de interações energéticas favoráveis, a Eis2 

atua como enzima modificadora de aminoglicosídeos, conferindo resistência, como descrito em 

estudos cristalográficos de alta resolução, nos quais dados in vivo sugerem que a deleção de 

eis2 aumenta significativamente a atividade antibacteriana da amicacina no tratamento de 

infecções por CMAB (Lorè et al., 2022). Outro alvo é a InhA, enoil-ACP redutase, que é 

essencial para biossíntese de ácidos micólicos, com docking recente identificando hits potentes 

via triagem virtual (Abbas et al., 2025). Fumarase, por sua vez, participa do ciclo de Krebs, 

enoil-CoA hidratase/isomerase da β-oxidação de lipídios, TrxB2 na redução de tioredoxina 

contra estresse oxidativo, e F-ATP sintase na fosforilação oxidativa essencial (Ruth et al., 2019; 

Fong et al., 2026). 

Esses alvos ligam o metabolismo energético (fumarase, F-ATP sintase, enoil-CoA 

hidratase na β-oxidação) à virulência, como troca para ácidos graxos intracelular e formação de 

biofilme ferro-dependente (Dubois et al., 2019). Eis2 e TrxB2 promovem resistência a 

aminoglicosídeos e estresse oxidativo, respectivamente, enquanto InhA afeta parede celular e 

persistência (Dubois et al., 2019; Lorè et al., 2022). A DFO, sequestrando ferro, potencializa 
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inibição desses processos ferro-dependentes, reduzindo sobrevivência e inflamação (Wille, 

2022). 

Ressalta-se que o docking tem limitações, uma vez que emprega proteínas em uma 

conformação estática, ignorando flexibilidade dinâmica do alvo, e geralmente simplifica a 

solubilidade e entropia do ligante (Abbas et al., 2025), assim a validação experimental, como 

ensaios bioquímicos, citotoxicidade e in vivo, é imperativa. 

Outro método de análise in silico trata-se do serviço PASS (Prediction of Activity 

Spectra for Substances), ferramenta capaz de prevê o espectro de atividades biológicas de um 

composto com base em sua estrutura química, fundamentando-se no princípio de que a 

atividade biológica é determinada pela estrutura molecular (Parasuraman, 2011), avaliando 

compostos quanto à probabilidade de atividade biológica (Pa) e probabilidade de inatividade 

(Pi), gerando um espectro predito de ações farmacológicas com base em estrutura molecular 

(Filimonov et al., 2014). 

Ferramentas como PASS e análises de expressão diferencial podem sugerir perfis 

biológicos compatíveis com atividade antimicrobiana, anti-inflamatória e anti-virulência, 

embora devam ser interpretadas como preditivas e não definitivas (Abdul-Hammed et al., 

2024). 

De forma geral, as predições in silico alinham-se à modulação gênica observada em 

privação de ferro, onde genes de ferritinas (mycma_0076 e mycma_0077) são downregulados 

em Mabs, reduzindo armazenamento de ferro e ativando uptake via desregulação do regulador 

IdeR (Oliveira et al., 2018; Silva et al., 2023). 

 

2.8 Escassez de adjuvantes quelantes específicos para M. abscessus 

 

Apesar do interesse crescente em terapias anti-virulência, ainda há escassez de 

adjuvantes quelantes especificamente estudados para M. abscessus (Victoria et al., 2021; Mori 

et al., 2023), assim grande parte do conhecimento disponível deriva de outros patógenos ou de 

micobactérias relacionadas, o que evidencia uma lacuna de investigação translacional. 

Nesse cenário, a DFO destaca-se por reunir atributos importantes, a base 

farmacológica conhecida, plausibilidade biológica relacionada ao ferro e evidências 

preliminares de antibiofilme em micobactérias de crescimento rápido (Wille, 2022; Mori et al., 

2023). 
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Adicionalmente, o potencial translacional da DFO está na possibilidade de compor 

regimes adjuvantes voltados à redução de ferro disponível, ao enfraquecimento de biofilme e à 

amplificação do efeito de antimicrobianos convencionais, como a amicacina (Victoria et al., 

2021; Wille, 2022). Em contextos de infecção por M. abscessus, isso pode significar menor 

carga bacteriana, maior chance de controle da doença e potencial redução de recaídas. 

Além disso, o fato de a DFO já possuir uso clínico em outras indicações facilita, ao 

menos em tese, análises para estratégias como efeito adjuvante e aceleração translacional, 

embora ainda sejam necessários estudos farmacocinéticos, toxicológicos e in vivo específicos 

para a micobacteriose por M. abscessus. Assim, as investigações se inserem em uma agenda de 

inovação terapêutica baseada em alvos metabólicos, anti-virulência e otimização de 

combinações antimicrobianas. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Avaliar a atividade biológica e antimicrobiana da desferrioxamina in sílico e in vitro 

contra Mycobacterium abscessus subsp. massiliense. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

a) Avaliar o perfil de citotoxicidade e viabilidade celular da desferrioxamina (DFO), 

in vitro; 

b) Avaliar o potencial hemolítico da DFO em eritrócitos humanos, in vitro; 

c) Avaliar o efeito da DFO na produção de óxido nítrico (NO), in vitro; 

d) Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Bactericida Mínima (CBM) 

da DFO contra Mabs, in vitro; 

e) Avaliar o sinergismo in vitro da desferrioxamina com amicacina e claritromicina 

contra Mabs; 

f) Avaliar o sinergismo in vitro da desferrioxamina com amicacina e claritromicina 

contra Mabs; 

g) Avaliar a atividade antimicrobiana intracelular da DFO em macrófagos murinos 

RAW 264.7 infectados, in vitro;  

h) Avaliar o efeito da deferoxamina (DFO) na expressão gênica de citocinas, in vitro; 

i) Investigar biodisponibilidade oral, farmacocinética e toxicidade predita da 

desferrioxamina, in silico; 

j) Prever espectro de atividades biológicas da desferrioxamina, in silico; 

k) Caracterizar interações moleculares (docking) da desferrioxamina com alvos de 

Mabs. 

  



34 

4 METODOLOGIA 

 

4.1 Microrganismo e Condições de Cultivo 

 

Mycobacterium abscessus subsp. massiliense (BCCIPTSP Go01) foi utilizada em 

todas as análises in vitro e in silico. As culturas bacterianas foram mantidas em meio 

Middlebrook 7H9 suplementado com 10% OADC e 0,05% de Tween 80, incubadas a 37 °C 

sob condições aeróbias (Cao et al., 2024; Kaur et al., 2024).  

A utilização do isolado clínico foi autorizada mediante assinatura de termo de 

consentimento livre e esclarecido, conforme aprovado pelo CAAE: 21357413.4.0000.5084. 

Foram utilizadas ferramentas de inteligência artificial sem interferencia na 

interpretação dos dados ou conclusões. O conteúdo foi integralmente revisado, com total 

responsabilidade pela originalidade e integridade acadêmica, com prompts devidamente 

anotados (Apêndice A). 

 

4.2 Seleção dos Compostos para Análises Computacionais 

 

As estruturas químicas da desferrioxamina (DFO; CID: 2973), amicacina (AMK; CID: 

377768) e claritromicina (CLA; CID: 84029) foram obtidas do banco de dados PubChem 

(National Center for Biotechnology Information). As estruturas foram utilizadas nas análises in 

silico. 

 

4.3 Preparação do Inóculo Bacteriano 

 

Uma colônia isolada de Mabs foi suspensa em PBS contendo 0,05% Tween 80 em 

tubos contendo esferas de vidro estéreis e homogeneizada por vórtex até completa dispersão. A 

turbidez foi ajustada visualmente à escala 0,5 de McFarland (~1 × 10⁸ UFC/mL) e confirmada 

por leitura espectrofotométrica a 625 nm (absorbância = 0,105). Após repouso por 30 min, 50 

µL da suspensão foram diluídos em 9,95 mL de caldo Mueller–Hinton, obtendo-se uma 

concentração final de 1 × 10⁴ UFC/mL (Moraes-Neto et al., 2022).  
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4.4 Ensaio de Citotoxicidade e Viabilidade celular em Macrófagos murinos RAW 264.7 

 

A citotoxicidade da DFO foi avaliada em macrófagos murinos da linhagem RAW 

264.7 utilizando o método do MTT [brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-Δil)-2,5-difeniltetrazólio]. 

As células (1x105 células/poço) foram semeadas em placas de 96 poços, cultivadas em meio 

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) e suplementadas com 10% de soro fetal bovino 

e tratadas com diferentes concentrações de DFO (12,5–400 µM). A incubação foi realizada por 

24 h a 37 °C em atmosfera de 5% CO2, sem agitação. Como controle negativo, utilizou-se 

apenas o meio de cultura, enquanto o Triton X-100 (0,05%) serviu como controle positivo. A 

viabilidade celular foi quantificada por meio da leitura da absorbância em espectrofotômetro a 

540 nm (Sousa et al., 2010). Todos os experimentos foram realizados em triplicata técnica de 

cada uma das três réplicas biológicas independentes. 

 

4.5 Determinação da Atividade Hemolítica 

 

Eritrócitos humanos foram obtidos a partir de concentrados de hemácias provenientes 

de bolsas de sangue (preservadas em CPDA-1) cedidas pelo Hemocentro do Maranhão. O uso 

do material biológico foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Ceuma 

(Parecer Nº 1.570.437). As hemácias foram lavadas três vezes com solução salina tamponada 

com fosfato (PBS, pH 7,4) por centrifugação (2000 rpm, 10 min, 4 °C) antes de serem 

ressuspensas para os ensaios de hemólise. As hemácias foram isoladas e incubadas com DFO 

(12,5–400 µM) por 60 min a 37 °C. Foram utilizados como controles de 0% e 100% de lise o 

tampão PBS e o Triton X-100 (0,05%), respectivamente. A liberação de hemoglobina foi 

quantificada por leitura espectrofotométrica a 540nm. 

A atividade hemolítica foi expressa em relação ao Triton X-100 e calculada usando a 

seguinte fórmula (1):  

 

% hemólise =  
(୅ୱ ି ୅ୠ) ×ଵ଴଴

୅ୡି୅ୠ
  (1) 

 

Onde Ab é a absorbância do controle (branco sem extrato), As é a absorbância na 

presença do extrato e Ac é a absorbância na presença de Triton X-100 (Moraes-Neto et al., 

2022).  
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Todos os experimentos foram realizados em triplicata técnica de cada uma das três 

réplicas biológicas. 

 

4.6 Quantificação da Produção de Óxido Nítrico (NO) 

 

A produção de NO foi determinada pela quantificação de nitrito acumulado no 

sobrenadante das culturas através da reação de Griess. Macrófagos murinos RAW 264.7 foram 

infectados e ativados com lipopolissacarídeo LPS (1 µg/mL) e simultaneamente tratados com 

DFO (12,5–400 µM). Após o período de tratamento, alíquotas do sobrenadante foram incubadas 

com o reagente de Griess e a absorbância foi medida a 540nm. Para garantir que a redução nos 

níveis de NO não fosse decorrente de morte celular, a viabilidade dos macrófagos nestas 

condições foi confirmada pelo ensaio de Sulforrodamina B (SRB), que quantifica o conteúdo 

proteico celular total (Lee et al., 2017). 

Todos os experimentos foram realizados em triplicata técnica de cada uma das três 

réplicas biológicas. 

 

4.7 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida 

Mínima (CBM) 

 

A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de microdiluição em caldo 

Mueller–Hinton (Himedia, Mumbai, India) em placas de 96 poços. Foram testadas 

concentrações seriadas de DFO (10–4,87 µg/mL), AMK (128–0,06 µg/mL) e CLA (32–0,015 

µg/mL) considerando CIM (Concentração Inibitória Mínima) e CBM (Concentração 

Bactericida Mínima), conforme Quadro 4. 

 

Quadro 1. Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida 

Mínima (CBM). 

Etapa / Parâmetro Descrição e Procedimento Observações / Critérios de Leitura 
Determinação da 
Concentração Inibitória 
Mínima (CIM) 

A CIM corresponde à menor concentração 
capaz de inibir o crescimento bacteriano 
visível. 

Detectada pela ausência de mudança de 
cor após adição de resazurina a 0,01% 
(azul → rosa com crescimento). 

Leitura da CIM Realizada após 5 dias de incubação, seguida 
de reação com resazurina 0,01% (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) e nova 
incubação de 24 h. 

Interpretação visual conforme protocolo 
padronizado . 

Determinação da A CBM foi determinada por subcultivo das Incubação por 5 dias a 37 °C; leitura 
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Concentração 
Bactericida Mínima 
(CBM) 

alíquotas sem crescimento visível em ágar 
Middlebrook 7H11. 

baseada no crescimento dos controles. 

Critério de CBM Menor concentração de DFO, AMK ou CLA 
que impediu o crescimento micobacteriano 
(≥ 99,9% de morte celular). 

Equivale a redução ≥ 3 log₁₀ UFC/mL; 
segue padrões CLSI/EUCAST . 

 

Considerou-se a fórmulas de Cálculo de Morte Bacteriana (2): 

 

% morte =  
୙୊େ ೔೙೔೎೔ೌ೗ି୙୊େ ೑೔೙ೌ೗

୙୊େ ೔೙೔೎೔ೌ೗
 × 100 (2) 

 

Os dados foram expressos em log, conforme fórmula (3): 

 
Logଵ଴redução =  𝑙𝑜𝑔ଵ଴(UFC ௜௡௜௖௜௔௟) −  𝑙𝑜𝑔ଵ଴UFC ௙௜௡௔௟ (3) 

 

Todos os experimentos foram realizados em triplicata técnica de cada uma das três 

réplicas biológicas. 

 

4.8 Avaliação de Sinergismo (Método Checkerboard) 

 

O potencial sinérgico entre desferrioxamina, amicacina e claritromicina contra 

Mycobacterium abscessus subsp. massiliense foi avaliado pelo método de microdiluição em 

caldo no formato checkerboard, conforme protocolos adaptados para micobactérias. A cepa foi 

cultivada em Middlebrook 7H9 suplementado com OADC e 0,05% de Tween 80, ajustada a ~1 

× 10⁵ UFC/mL, e inoculada em placas de 96 poços contendo combinações seriadas dos 

antimicrobianos (0,25× a 4× MIC). As placas foram incubadas a 37 °C por 3–5 dias, sendo o 

crescimento bacteriano avaliado por inspeção visual (Takei et al., 2020). Todos os experimentos 

foram realizados em triplicata técnica de cada uma das três réplicas biológicas. 

A concentração inibitória mínima (CIM) para cada combinação foi determinada como 

a menor concentração onde não se observava turvação visível. Para cada combinação testada, 

foi calculado o Índice de Concentração Inibitória Fracionada (FICI) (Takei et al., 2020), 

conforme a fórmula (4):  

 

FICI =  
୅

୑୍େఽ
 +

୆

୑୍େా
  (4) 
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Onde A é a concentração do composto A na combinação (µg/mL), MICA é MIC do 

composto A testado isoladamente (µg/mL), B é concentração do composto B na combinação 

(µg/mL) e MICB é MIC do composto B testado isoladamente (µg/mL). 

 

A interpretação dos resultados foi baseada nos critérios presentes no Quadro 5. 

 

Quadro 2. Critérios de Interpretação FICI. 

Valor de FICI Interpretação Significado Clínico 

≤ 0,5 Sinergismo Efeito combinado > soma dos efeitos individuais 

0,5 < FICI ≤ 1,0 Efeito aditivo Efeito combinado ≈ soma dos efeitos 

1,0 < FICI ≤ 4,0 Indiferença Sem interação significativa 

> 4,0 Antagonismo Efeito combinado < esperado 

 

Todos os ensaios foram realizados em triplicata independente, e os valores finais de 

FICI foram expressos como média dos experimentos. 

 

4.9 Formação de Biofilme e Produção de Vesículas Extracelulares 

 

A inibição da formação de biofilme por Mabs tratada com DFO, AMK ou CLA (0,5×, 

1× e 2× CIM) foi avaliada pelo método de cristal violeta em placas de 96 poços de fundo chato 

(poliestireno). As culturas foram mantidas em caldo Middlebrook 7H9 (Himedia, Mumbai, 

India) suplementado com OADC e sem a adição de Tween 80, a 37 °C por 5–7 dias em 

condições estáticas para permitir a adesão bacteriana (Faboro; Daniel, 2024).  

Após a incubação, o conteúdo planctônico foi removido e os poços foram lavados três 

vezes com 200µL de PBS (pH 7,4) para a eliminação de células não aderidas. O biofilme 

remanescente foi fixado com 200µL de metanol (grau analítico) por 15 minutos. Em seguida, 

as amostras foram coradas com 200µL de cristal violeta a 0,1% por 15 minutos em temperatura 

ambiente. Após nova lavagem em água destilada para remover o excesso de corante, a biomassa 

foi solubilizada em 200µL de etanol a 95% por 30 minutos. A densidade óptica (DO) foi 

mensurada a 570nm em leitor de microplacas. Os experimentos foram realizados em três 

réplicas biológicas independentes (n = 3), com cada amostra testada em triplicata técnica. 

As vesículas extracelulares (EVs) foram isoladas de culturas de Mabs tratadas em larga 

escala em meio Middlebrook 7H9 (Himedia, Mumbai, India). O sobrenadante livre de células 
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foi obtido por centrifugação seriada (3.000× g e 15.000× g). As EVs foram coletadas por 

ultracentrifugação a 100.000× g por 2 h a 4 °C, utilizando uma ultracentrífuga Optima L-90K 

e rotor de ângulo fixo Type 70 Ti (Beckman Coulter, Brea, CA, USA). Após lavagem em PBS, 

as EVs foram quantificadas pelo método do ácido bicinconínico (BCA) a 562 nm, com os 

resultados normalizados pelo número de unidades formadoras de colônias (UFC) da cultura 

original (Vermeire et al., 2024). Os experimentos foram realizados em três experimentos 

biológicos independentes (n = 3), com análises realizadas em triplicata técnica para garantir a 

precisão dos dados. 

 

4.10 Infecção e Sobrevivência Intracelular em Macrófagos murinos RAW 264.7 

 

Macrófagos murinos RAW 264.7 foram infectados com Mabs em uma multiplicidade 

de infecção (MOI) de 10:1, representando a proporção de 10 bactérias para cada célula 

hospedeira. Esta proporção foi selecionada para assegurar uma eficiência de infecção de 

aproximadamente 100% das células, minimizando a interferência de macrófagos não infectados 

no resultado final, ao mesmo tempo em que previne a morte celular precoce por sobrecarga 

bacteriana (Athman et al., 2015; Takei et al., 2020). 

MOIs inferiores a 5:1 podem comprometer a homogeneidade da infecção, permitindo 

que macrófagos não infectados interfiram nos resultados experimentais. Por outro lado, MOIs 

superiores a 20:1 tendem a induzir morte celular precoce em razão da sobrecarga bacteriana, 

comprometendo a avaliação da resposta celular ao longo do tempo. Dessa forma, a escolha da 

MOI 10:1 representou um equilíbrio adequado entre eficiência de infecção e viabilidade celular. 

Após eliminação das bactérias extracelulares com gentamicina 50 µg/mL (por 1 hora), 

as células foram tratadas com DFO, AMK ou CLA nas concentrações de 0,5×, 1× e 2× CIM. A 

carga bacteriana intracelular foi avaliada nos tempos 0, 4, 8, 12 e 24 h após lise celular com 

uma solução de Triton X-100 a 0,1% em água destilada estéril para a liberação das 

micobactérias intracelulares. As células foram então lavadas duas vezes com 500 µL de PBS 

estéril para a eliminação de bactérias extracelulares residuais. Em seguida, adicionaram-se 200 

µL de água destilada estéril para promover a lise celular por choque hipotônico, com incubação 

à temperatura ambiente por 10 minutos. O lisado obtido foi transferido para um tubo contendo 

1,8 mL de caldo Mueller-Hinton e homogeneizado em vortex por 30 segundos, assegurando a 

liberação completa das bactérias intracelulares sem comprometer sua viabilidade. 
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A quantificação das bactérias liberadas foi realizada por plaqueamento em meio sólido. 

Foram preparadas diluições seriadas do lisado, variando de 10⁻¹ a 10⁻⁸ em PBS estéril, e 100 

µL de cada diluição foram inoculados na superfície de placas de ágar contendo meio 

Middlebrook 7H10 ou 7H11 suplementado com OADC. As placas foram incubadas a 37°C, 

sob atmosfera de 5% de CO₂, por um período de três a cinco dias. Após a incubação, apenas as 

placas contendo entre 30 e 300 colônias foram consideradas para a contagem, permitindo uma 

quantificação estatisticamente confiável. O número de unidades formadoras de colônia por 

mililitro (UFC/mL) foi determinado pela fórmula (5): 

 

UFC/mL = (número de colônias × fator de diluição) / volume inoculado (mL) 

 

UFC/mL =  
୬ú୫ୣ୰୭ ୢୣ ୡ୭୪ô୬୧ୟୱ × ୤ୟ୲୭୰ ୢୣ ୢ୧୪୳୧çã୭

୴୭୪୳୫ୣ ୧୬୭ୡ୳୪ୟୢ୭ (୫୐)
 (5) 

 

Os resultados foram expressos em log₁₀ UFC/mL (Lanni et al., 2022; Moraes-Neto et 

al., 2022), conforme fórmula (6):  

 

Logଵ଴redução =  𝑙𝑜𝑔ଵ଴(UFC ௧ୀ଴) −  𝑙𝑜𝑔ଵ଴UFC ௧ୀଶସ௛ (6) 

 

Todos os experimentos foram realizados em triplicata técnica de cada uma das três 

réplicas biológicas. 

 

4.11 Análise da Expressão Gênica de Citocinas 

 

Macrófagos RAW 264.7 (ATCC® TIB-71™) foram cultivados em RPMI-1640 

suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% penicilina/estreptomicina, mantidos a 37 °C 

e 5% CO₂. As células foram infectadas com Mycobacterium abscessus (MOI 10:1) e tratadas 

por 24 h com desferrioxamina (0,5×, 1× e 2× CIM: 4,875–19,5 μg/mL), amicacina (1 μg/mL) 

e claritromicina (0,007 μg/mL). A manutenção desta MOI é crítica para garantir que a 

modulação da expressão gênica reflita uma resposta celular homogênea ao patógeno [80]. O 

RNA total foi extraído com o RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) e quantificado pelo 

espectrofotômetro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). A pureza 

e integridade do RNA foram asseguradas por meio das razões de absorbância A260/A280 e 
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A260/A230, considerando-se apenas amostras com valores entre 1,8 e 2,2 para normalização 

subsequente. Após a quantificação, o RNA foi tratado com DNase I (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA) para eliminação de DNA genômico. A síntese de cDNA foi realizada com o High-

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) 

(Livak; Schmittgen, 2001; Cheng et al., 2020). 

A reação de qPCR (Polimerase quantitativa em tempo real) foi conduzida usando 

SYBR Green PCR Master Mix no sistema QuantStudio 3 (Applied Biosystems), avaliando-se 

os genes: TNF-α (Fator de Necrose Tumoral alfa), IL-1β (Interleucina-1 beta), IL-6 

(Interleucina-6), IL-10 (Interleucina-10), IFN-γ (Interferon-gama) e TGF-β (Fator de 

Crescimento Transformador beta). As sequências dos iniciadores (primers) utilizados estão 

detalhadas no Quadro 6 (Sousa et al., 2010).  

 

Quadro 3. Sequências de primers utilizados. 

Gene Direção Sequência (5' → 3') Comprimento (pb) 
TNF-α Forward GCCCAGGCAGTCAGATCATC 20 
TNF-α Reverse CGCCACCATGAGCACTGAAAG 21 
IL-1β Forward CTGAGGTGCTGATGTACCAG 20 
IL-1β Reverse TAGATAGGCAGACAGCACGA 20 
IL-6 Forward TGACAAAGCCAGAGTCCTTC 20 
IL-6 Reverse CTACATTTGCCGAAGAGCCCC 21 
IL-10 Forward GGGAAGCTGAGAACCAAGAC 20 
IL-10 Reverse CAGTGAGGCGTACAGCCGTAG 21 
IFN-γ Forward TGAATGACTGGAGTGCCAAG 20 
IFN-γ Reverse CGACAGCAGCGACTCCTTTT 20 
TGF-β Forward ACCCTGGATACCAACTATTG 20 
TGF-β Reverse CGGGACTGATCCTAGTGTATT 21 
β-actina Forward TGACAGGATGCAGAAGGAGA 20 
β-actina Reverse TGCTGATCCACATCTGCTGGA 21 

 

A eficiência de amplificação para todos os primers foi determinada por curvas de 

calibração, situando-se entre 95% e 105%.  

O gene β-actina foi selecionado como gene de referência por se tratar de um gene 

constitutivo, cuja expressão ocorre em níveis estáveis e consistentes entre diferentes condições 

experimentais. Essa característica garante sua adequação para a normalização da expressão de 

genes-alvo em análises de RT-qPCR. Além disso, a β-actina apresenta baixa variação de 

expressão frente a estímulos ou tratamentos, minimizando interferências nos resultados 

relativos de quantificação. Trata-se de um padrão amplamente reconhecido na literatura 

científica internacional, sendo frequentemente utilizado em estudos de expressão gênica. A 
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validação prévia dos primers empregados confirmou a integridade do material genético e a 

especificidade da amplificação, assegurando a confiabilidade dos dados obtidos.  

A expressão gênica relativa foi calculada pelo método 2⁻ΔΔCt, conforme o protocolo de 

cálculo descrito no Quadro 7. Para este cálculo, o grupo de macrófagos infectados e não tratados 

foi utilizado como calibrador (unidade de referência = 1,0), permitindo a quantificação do 

impacto da DFO, AMK e CLA sobre a modulação gênica (Livak; Schmittgen, 2001; Cheng et 

al., 2020). 

 

Quadro 4. Passo a Passo para o cálculo da expressão relativa – Método 2–ΔΔCt. 

Passo a passo Descrição / Fórmula Exemplo 
1. Determinação do Ct 
(Cycle Threshold) 

Ct: ciclo em que a fluorescência ultrapassa 
o limite de detecção; Registro automático 
pelo equipamento de qPCR em tempo real. 

— 

2. Cálculo de ΔCt para 
cada amostra 

ΔCt = 𝐶𝑡 (gene alvo) − 𝐶𝑇 (gene de 
referência) 

Ct TNF-α = 22,5 
Ct β-actina = 18,0  
ΔCt = 22,5 - 18,0 = 4,5 

3. Cálculo de ΔΔCt 
(Comparativo entre 
amostras) 

ΔΔCt = Δ𝐶𝑡 (amostra tratada) − Δ𝐶𝑇 
(amostra não tratada) 

ΔCt TNF-α (infectado + DFO) = 24,2;  
ΔCt TNF-α (infectado sem tratamento) = 22,5 
→ ΔΔCt = 1,7 

4. Cálculo da 
Expressão Relativa 

𝐸𝑥𝑝𝑟𝑒𝑠𝑠ã𝑜 𝑅𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎 = 2−ΔΔCt Expressão Relativa = 2 – 1,7 = 0,31 
 

5. Interpretação dos 
resultados 

Valor = 1,00 → Sem alteração (igual ao 
controle) 
Valor < 1,00 → Downregulation (redução) 
Valor > 1,00 → Upregulation (aumento) 

Em proporção, 1 – 0,31 = redução de 69% em 
relação ao controle. 

 

As diferenças entre grupos foram analisadas por ANOVA seguida de pós-teste de 

Tukey, considerando p < 0,05 como significativo (*) e p < 0,01 como altamente significativo 

(**).  

Todos os experimentos foram realizados em triplicata técnica de cada uma das três 

réplicas biológicas (n=3). 

 

4.12 Docking Molecular  

 

 O potencial de interação entre desferrioxamina, amicacina e claritromicina com a 

proteína Eis2 de Mycobacterium abscessus subsp. massiliense foi avaliado por estudos de 

docking molecular (Quadro 3). As estruturas químicas dos ligantes foram obtidas no PubChem 

(CID: 2973, 37768 e 84029, respectivamente) e preparadas no Open Babel, com otimização 

conformacional em 3D pelo campo de força MMFF94 (Merck Molecular Force Field) e 
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conversão para o formato PDBQT (Protein Data Bank, Charges, Torsions) (O’Boyle et al., 

2011). 

 

Quadro 5. Alvos moleculares de Mycobacterium abscessus subsp. massiliense utilizados para 

docking com a DFO. 

Alvo potencial Proteína Família Modo de ação 
Metabolismo lipídico Enoil-CoA 

hidratase/isomerase 
Hidratase tipo 
MaoC 

Prejuízo à β-oxidação de 
intermediários derivados do colesterol 

Metabolismo energético Fumarase (Fumarato 
hidratase) 

Líase Interrupção do ciclo do ácido cítrico por 
competição com o substrato (malato) 

Sobrevivência intracelular 
/ Resistência 

Proteína Eis2 N-acetiltransferase 
(família GNAT) 

Bloqueio da acetilação de 
aminoglicosídeos e dos mecanismos de 
resistência 

Metabolismo energético Subunidade ε da F- 
ATP sintase (Mabε) 

ATP sintase 
(subunidade ε) 

Inibição conformacional do 
acoplamento rotacional, afetando a 
síntese de ATP 

Metabolismo energético Fumarase (Fumarato 
hidratase) 

Líase Interrupção do ciclo do ácido cítrico por 
competição com o substrato (malato) 

 

A estrutura cristalográfica da proteína Eis2 complexada com Acetil-CoA (PDB ID: 

6RFT) foi obtida no PDB. O docking foi realizado com o AutoDock Vina, utilizando uma grid 

box centrada no sítio ativo identificado pelo PrankWeb (coordenadas x = 29.5, y = 7.2, z = 

59.7).  

A afinidade ligante-receptor foi estimada pela variação da energia livre de Gibbs (ΔG), 

sendo valores mais negativos interpretados como interações mais favoráveis e estáveis (Trott; 

Olson, 2010; O’Boyle et al., 2011).  

As interações moleculares foram analisadas no BIOVIA Discovery Studio Visualizer 

4.2, com identificação dos principais resíduos envolvidos e caracterização dos tipos de ligação 

(hidrogênio e interações hidrofóbicas) (Trott; Olson, 2010; O’Boyle et al., 2011; Dassault 

Systèmes, 2015). 

 

4.13 Análise ADME e Predição de Propriedades Toxicológicas (in silico) 

 

As propriedades farmacocinéticas como absorção, distribuição, metabolismo e 

excreção foram avaliados utilizando o servidor SwissADME 

(http://www.swissadme.ch/index.php#) (Daina; Michielin; Zoete, 2017). Foram analisados 

descritores moleculares como massa molecular, número de aceitadores e doadores de ligações 

de hidrogênio, lipofilicidade, refratividade molar, número de ligações rotativas e área de 
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superfície polar topológica, aplicando-se a Regra dos Cinco de Lipinski para estimativa de 

semelhança com fármacos (Quadro 1) (Chen et al., 2020). 

 

Quadro 6. Critérios de Lipinski para Semelhança com Fármacos. 

Descritor Critério Violações Aceitáveis 

Peso Molecular (MW) ≤ 500 Da ≤ 1 

LogP (Lipofilicidade) ≤ 5 ≤ 1 

Doadores de H (HBD) ≤ 5 ≤ 1 

Aceitadores de H (HBA) ≤ 10 ≤ 1 

Ligações Rotativas (nRB) ≤ 10 Sem limite 

Área de Superfície Polar (TPSA) 20-130 Å² Sem limite 

Nota: Moléculas que violam mais de um critério podem ter biodisponibilidade oral reduzida. Análogos de fármacos 
podem apresentar até 2 violações; LogP: Medida de lipofilicidade; LogP > 5 indica potencial acúmulo em tecidos 
lipídicos; HBA/HBD: Alto número pode comprometer permeabilidade intestinal; nRB: Número de ligações 
rotativas; > 10 indica alta flexibilidade conformacional; TPSA: Área de superfície polar; valores < 20 Å² indicam 
baixa permeabilidade celular; > 130 Å² indicam dificuldade de permeação. 

 

A toxicidade foi predita por meio dos servidores admetSAR 

(https://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar2) e ProTox-II (https://tox.charite.de/protox3-

/?site=compound_input), utilizando modelos de similaridade molecular e aprendizado de 

máquina para prever DL₅₀ oral, hepatotoxicidade, carcinogenicidade, citotoxicidade, 

imunotoxicidade e mutagenicidade (Quadro 2) (Banerjee et al., 2018; Yang et al., 2019).  

 

Quadro 7. Classificação de DL por Classe de Toxicidade (ProTox-II). 

Classe DL₅₀ (mg/kg) Categoria Classificação GHS 
I ≤ 5 Fatal por ingestão Classe 1 
II 5-50 Tóxico Classe 2 

III 50-300 Tóxico Classe 3 
IV 300-2000 Prejudicial Classe 4 

V 2000-5000 Praticamente não tóxico Classe 5 
VI > 5000 Não tóxico Classe 6 

Nota: Valores de DL₅₀ são preditos por modelagem de similaridade molecular e devem ser validados 
 

 

4.14 Predição de Atividades Biológicas (in silico) 

 

As atividades biológicas foram avaliadas utilizando a plataforma PASS Online 

(Prediction of Activity Spectra for Substances), disponível em: 

(www.way2drug.com/passonline).  
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As estruturas químicas em formato SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry 

System) foram obtidas do PubChem. Atividades com probabilidade de atividade (Pa) superior 

à probabilidade de inatividade (Pi) foram consideradas relevantes. Para interpretação dos 

resultados obtidos pelo software, considerou-se o composto de maior atividade aquele com 

maior valor de Pa e menor valor de Pi. Estes resultados foram interpretados com base nos 

critérios: (1) apenas foram consideradas possíveis atividades cujo valor de Pa é maior que o 

valor de Pi; (2) Se o valor de Pa for maior que 0,7 a chance de encontrar a atividade 

experimental é alta; (3) Se o valor de Pa estiver entre 0,5 e 0,7 a chance de encontrar esta 

atividade experimentalmente é intermediaria;(4) se o valor de Pa for menor que 0,5 a chance de 

encontrar atividade experimental desta molécula é baixa. Atividades com probabilidade de 

atividade (Pa) superior à probabilidade de inatividade (Pi) foram consideradas relevantes. 

Genes candidatos à downregulation foram selecionados quando Pa > 0,5 (Filimonov et al., 

2014; Kim et al., 2021; Moraes-Neto et al., 2022). 

 

4.15 Análise Estatística 

 

Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão (DP) de três experimentos 

biológicos independentes (n = 3), cada um realizado em triplicata técnica para assegurar a 

reprodutibilidade dos dados. A significância estatística das diferenças entre os grupos 

experimentais foi avaliada por meio da análise de variância (ANOVA) de uma ou duas vias 

(one-way ou two-way ANOVA), conforme a natureza das variáveis, seguida pelo pós-teste de 

Tukey para múltiplas comparações. Valores de p < 0,05 (*), p < 0,01(**), p < 0,001 (***) e p 

< 0,0001 (****) foram considerados estatisticamente significativos. As análises estatísticas e a 

elaboração das representações gráficas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 

versão 8.0.1 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). 
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Abstract 

Mycobacterium abscessus subsp. massiliense (Mabs) representa um desafio 
terapêutico relevante devido à sua elevada resistência aos 
antimicrobianos convencionais. Este estudo avaliou o potencial da 
desferrioxamina (DFO) como agente terapêutico adjuvante contra Mabs, 
seguindo uma abordagem que integra ensaios biológicos e ferramentas 
computacionais. Inicialmente, a DFO demonstrou elevada segurança e 
biocompatibilidade, preservando a viabilidade de macrófagos murinos 
RAW 264.7 e a integridade de eritrócitos humanos. A avaliação da 
atividade antimicrobiana direta revelou um perfil bacteriostático (CIM = 
9,75 µg/mL), o qual apresentou sinergismo significativo quando em 
associação com a claritromicina (FICI = 0,047). Além de comprometer 
fatores de virulência, como a formação de biofilme e a secreção de 
vesículas extracelulares, o tratamento com DFO reduziu drasticamente a 
carga bacteriana intracelular em macrófagos infectados (2,8 ± 0,04 log₁₀ 
UFC/mL; p < 0,01). Esse controle foi acompanhado por importantes efeitos 
imunomodulatórios, caracterizados pela redução dos níveis de TNF-α 
(Fator de Necrose Tumoral Alfa) e IL-6 (Interleucina-6) e aumento de IL-
10 (Interleucina-10). Por fim, análises de docking molecular evidenciaram 
alta afinidade da DFO por proteínas essenciais de Mabs, como Eis2 
(Enhanced Intracellular Survival 2) e InhA (Enoyl-ACP Redutase), 
enquanto predições in silico de ADME/Tox e PASS sustentam a interação 
multi-alvo e a viabilidade translacional do composto. Estes achados 
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consolidam a DFO como um candidato adjuvante promissor para o 
tratamento de infecções por Mabs. 

Keywords: Mycobacterium abscessus subsp. massiliense; Desferrioxamine; 
Iron chelation; Antimicrobial resistance; Adjuvant therapy 

1. Introduction 
As micobactérias não tuberculosas (MNTs) constituem um grupo de 

patógenos oportunistas ubíquos capazes de causar infecções graves em 
indivíduos imunocomprometidos [1–3]. Entre elas, o complexo 
Mycobacterium abscessus (CMAB) destaca-se como uma das principais 
causas de infecção em humanos, sendo a subespécie M. abscessus subsp. 
massiliense (Mabs) associada a infecções respiratórias e cutâneas graves e 
de difícil tratamento devido à sua resistência antimicrobiana intrínseca [4–
8]. Tais infecções representam um desafio terapêutico crítico, 
especialmente em pacientes com fibrose cística ou doenças pulmonares 
crônicas, onde as terapias convencionais são frequentemente limitadas 
pela toxicidade [9–12]. 

Nesse cenário, a desferrioxamina (DFO) um quelante de ferro surge 
como uma alternativa promissora para o tratamento adjuvante [13,14]. A 
DFO é um agente capaz de privar os microrganismos de ferro, um 
elemento essencial para o metabolismo, replicação e sobrevivência 
bacteriana, representando uma estratégia de antagonismo metálico contra 
patógenos multirresistentes [15,16]. Além disso, evidências indicam que a 
DFO pode exercer efeitos imunomoduladores ao favorecer a homeostase 
redox e a resposta efetora de macrófagos infectados [17]. 

Este estudo investigou se a deferrioxamina pode inibir o crescimento 
de Mabs, potencializar a atividade antibiótica e modular as respostas 
inflamatórias de macrófagos, utilizando abordagens integradas in silico e 
in vitro. O objetivo principal é investigar as propriedades antimicrobianas 
e o potencial da DFO como adjuvante em estratégias terapêuticas 
combinadas com amicacina (AMK) e claritromicina (CLA). Hipotetizamos 
que a desferrioxamina compromete vias metabólicas dependentes desse 
metal em Mabs, reduzindo sua capacidade de crescimento e sobrevivência 
intracelular, além de potencializar a atividade dos antibióticos utilizados 
no tratamento dessas infecções. 

2. Results 
2.1 Perfil de segurança em células hospedeiras 

Investigou-se primeiramente se a Desferrioxamina (DFO) afeta a 
viabilidade das células hospedeiras e a integridade celular por meio de 
predições computacionais e ensaios biológicos. Os resultados 
demonstraram que a DFO não reduziu significativamente a viabilidade 
de macrófagos RAW 264.7 (Figura 1a) nem induziu atividade hemolítica 
(Figura 1b) em eritrócitos humanos, o que, somado à redução dose-
dependente de óxido nítrico (NO) sem citotoxicidade (Figura 1c). Estes 
achados de biocompatibilidade e estabilidade celular estabeleceram a 
confiança necessária para a avaliação subsequente da atividade 
antimicrobiana direta do composto. 
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Figura 1. Perfil de segurança biológica e biocompatibilidade da 
desferrioxamina (DFO) em células hospedeiras. (a) Avaliação da 
viabilidade de macrófagos murinos RAW 264.7 infectados por Mabs após 
24 h de tratamento com DFO. (b) Inibição dose-dependente da produção 
de óxido nítrico (NO) em macrófagos ativados e infectados. (c) Avaliação 
do potencial hemolítico relativo em eritrócitos humanos, indicando 
ausência de toxicidade em todas as concentrações testadas. Os dados 
representam a média ± desvio padrão de três experimentos biológicos 
independentes realizados em triplicata. A análise estatística foi realizada 
por ANOVA seguida pelo pós-teste de Tukey, onde *** p < 0,001 indica 
significância estatística em relação ao grupo controle (LPS para NO; 
Triton-X para hemólise) e ns indica não significativo (p > 0,05). 

 
2.2 Atividade antimicrobiana direta 

Após estabelecer o perfil de segurança do composto, investigou-se a 
eficácia antimicrobiana direta da DFO contra Mabs. A avaliação in vitro 
revelou que a DFO possui uma MIC de 9,75 µg/mL e uma MBC superior 
a 10.000 µg/mL (Tabela 1), o que resulta em uma razão MBC/MIC > 1.000 
e confirma um perfil predominantemente bacteriostático, ao contrário da 
atividade bactericida observada para os antibióticos de controle amicacina 
(AMK) e claritromicina (CLA). Este perfil de inibição direta serviu de base 
para investigar se a DFO poderia potencializar a eficácia dos antibióticos 
convencionais através de efeitos sinérgicos. 

 
Tabela 1. Concentrações Inibitórias Mínimas (MIC) e Concentrações 
Bactericidas Mínimas (MBC) de desferrioxamina, amicacina e 
claritromicina contra Mycobacterium abscessus subsp. massiliense. 

Compostos DFO AMK CLA 

MIC  9,75 µg/mL 1 µg/mL 0,007 µg/mL L 

MBC  > 10.000 µg/mL 1 µg/mL 0,007 µg/mL 

MBC/MIC * 1 µg/mL 1 µg/mL 

Atividade Bacteriostático Bactericida Bactericida 

DFO: Desferroxamina; AMK: Amicacina; CLA: Claritromicina; MIC: 
concentrações inibitórias mínimas; MBC: concentrações bactericidas 
mínimas. *Não foi possível determinar. Os valores apresentados foram 
obtidos de forma consistente e reprodutível em três experimentos 
biológicos independentes, realizados em triplicata, e são expressos como 
média ± desvio padrão.  
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2.3 Sinergismo com antibióticos 
Questionou-se em seguida se a associação da DFO com os antibióticos 

convencionais resultaria em efeitos sinérgicos, visando aumentar a 
eficácia contra o patógeno (Figura 2). Os ensaios de interação revelaram 
que a combinação DFO+CLA apresentou um sinergismo significativo com 
um FICI de 0,047, enquanto a associação DFO+AMK demonstrou um 
efeito aditivo. Estes resultados demonstram que a DFO atua de forma 
complementar aos antibióticos, o que levou à investigação de como essas 
associações impactam fatores de virulência, como a formação de 
biofilmes. 

 
Figura 2. Interações Antimicrobianas contra Mabs. (a) DFO+CLA; (b) 
DFO+AMK; (c) AMK+CLA. DFO: Desferroxamina; AMK: Amicacina; 
CLA: Claritromicina. As superfícies de interação e os mapas de calor 
representam os valores do Índice de Concentração Inibitória Fracionada 
(FICI). Valores de FICI ≤ 0,5 indicam sinergismo, enquanto 0,5 < FICI ≤ 1,0 
indicam efeito aditivo. Os dados representam a média ± desvio padrão de 
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três experimentos biológicos independentes realizados em triplicata. 
 
2.4 Efeitos de antivirulência 

Investigou-se o impacto da DFO, isolada e em combinação com 
antibióticos, sobre a formação de biofilme e a produção de vesículas 
extracelulares (VEs) como indicadores da virulência de Mabs (Figura 3). 
O tratamento isolado com DFO reduziu a formação de biofilme em 40% e 
a secreção de VEs em 44%, sendo que as associações terapêuticas 
demonstraram inibições ainda mais expressivas, atingindo reduções de 
até 55% para o biofilme. Esta interferência em fenótipos cruciais para a 
patogênese motivou a avaliação subsequente da eficácia do composto no 
controle da sobrevivência bacteriana em ambiente intracelular. 

 

 
Figura 3. Inibição de fatores de virulência de Mycobacterium abscessus 
subsp. massiliense pela desferrioxamina (DFO) e combinações. (a) 
Quantificação da formação de biofilme após tratamento com 
desferrioxamina (DFO) (MIC: 9,75 µg/mL), amicacina (AMK) (MIC: 
1µg/mL), claritromicina (CLA) (MIC: 7 µg/mL) e suas combinações. (b) 
Quantificação da produção de vesículas extracelulares nas mesmas 
condições de tratamento. Os dados representam a média ± desvio padrão 
de três experimentos biológicos independentes realizados em triplicata. A 
análise estatística foi realizada por ANOVA seguida pelo pós-teste de 
Tukey, onde *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001 indicam 
significância estatística em relação ao grupo controle. 
 
2.5 Eficácia intracelular 

Investigou-se a capacidade da DFO em controlar a sobrevivência e a 
replicação de Mabs no interior de macrófagos murinos RAW 264.7 ao 
longo de 24 horas (Figura 4). O tratamento com DFO (2 × MIC) promoveu 
uma redução estatisticamente significativa na carga bacteriana 
intracelular, atingindo uma média de 2,80 ± 0,04 log₁₀ UFC/mL em 
comparação aos 7,00 ± 0,05 log₁₀ UFC/mL do grupo controle. Este controle 
da carga bacilar em ambiente intracelular sugeriu que a DFO poderia estar 
influenciando não apenas a bactéria, mas também a resposta imunológica 
da célula hospedeira, motivando a análise de citocinas inflamatórias. 
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Figura 4. Cinética de sobrevivência intracelular e eficácia comparativa 
da desferrioxamina, amicacina e claritromicina em macrófagos murinos 
RAW 264.7 infectados. Os dados representam a média ± desvio padrão de 
três experimentos biológicos independentes realizados em triplicata. A 
análise estatística foi realizada por ANOVA seguida pelo pós-teste de 
Tukey, onde *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 indicam significância 
estatística em relação ao grupo controle infectado. 

 
2.6 Efeitos imunomodulatórios 

Investigou-se como o tratamento com DFO influencia o perfil de 
citocinas e a resposta inflamatória em macrófagos infectados por M. 
abscessus. O tratamento com DFO (1 × MIC) promoveu uma redução 
significativa na expressão das citocinas pró-inflamatórias TNF-α (0,65 ± 
0,10) e IL-6 (0,65 ± 0,08), acompanhada por um incremento na citocina 
reguladora IL-10 (1,45 ± 0,15) (Figura 5). Esse "desvio" imunológico sugere 
que a DFO favorece um microambiente menos responsivo ao estímulo 
inflamatório, o que motivou a busca por suporte mecanístico por meio de 
análises in silico de interação molecular. 

 

 
Figura 5. A desferrioxamina modula o perfil de expressão gênica de 
citocinas em macrófagos murinos infectados por Mabs. Análise 
quantitativa da expressão relativa (2⁻ΔΔCt ) de mediadores pró-
inflamatórios (TNF-α, IL-1β, IL-6 e IFN-γ) e reguladores (IL-10 e TGF-β) 
após 24 h de tratamento com DFO, AMK e CLA. A normalização foi 
realizada contra o gene de referência β-actina, utilizando o grupo infectado 
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não tratado como calibrador. Os dados representam a média ± desvio 
padrão de três experimentos biológicos independentes realizados em 
triplicata. Estatística: ANOVA de uma via com pós-teste de Tukey (*p < 
0,05 vs. Controle infectado). 
 
2.7 Docking molecular compartivo 

Buscou-se identificar a afinidade da DFO por alvos moleculares 
essenciais para a sobrevivência e resistência de Mabs por meio de 
ferramentas de docking. As análises revelaram afinidades de ligação 
superiores para a acetiltransferase Eis2 (-10,8 kcal/mol) e para a enzima 
InhA (-10,3 kcal/mol), sugerindo uma interferência direta em vias de 
biossíntese e resistência (Figura 6). Estes achados estruturais foram 
integrados a predições funcionais para consolidar o potencial terapêutico 
do composto como suporte às terapias convencionais. 

 
Figura 6. A desferrioxamina apresenta alta afinidade de ligação por alvos 
enzimáticos essenciais de Mabs. Representações das interações 
moleculares obtidas por docking molecular em: (a) tioredoxina redutase 
(TrxB2; PDB ID: 4POB); (b) InhA (PDB ID: 7U0M), com afinidade superior 
ao inibidor NITD-916; (c) fumarase (PDB ID: 3RRP), superando a afinidade 
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do ligante natural malato; (d) enoil-CoA hidratase/isomerase (PDB ID: 
3R9Q); (e) Eis2 (PDB ID: 6RFT), apresentando a maior afinidade observada 
entre os alvos; (f) subunidade ε da F-ATP sintase (PDB ID: 7XKZ). As 
interações moleculares e as energias livres de ligação (ΔG) foram 
calculadas utilizando o software AutoDock Vina. 
 
2.8 Análises in silico sustentam interações multi-alvo e viabilidade translacional 

Investigou-se o espectro de atividade biológica, a biodisponibilidade e 
o perfil farmacocinético da DFO para validar seu potencial mecanístico e 
a viabilidade de sua aplicação clínica. A análise PASS confirmou uma 
probabilidade de 91,1% (Pa= 0,911) de atuação como antagonista do ferro 
(Tabela 2), o que reforça os dados de docking molecular.  

 
 

Atividades Previsões PASS  
Desferrioxamina Pa  Pi  
Antagonista de ferro  0,911 0,000 
CDP-glicerol inibidor de glicerofosfotransferase 0,875 0,014 
Inibidor de ATPase transportador de poliamina   0,826 0,004 
Tratamento de mucosite 0,831 0,011 
Antídoto 0,813 0,002 
Inibidor de ribonuclease de levedura 0,808 0,003 
Amicacina     
CDP-glycerolglycerophosphotransferase inhibitor 0,955 0,003 
Cellulose 1,4-beta-cellobiosidase inhibitor 0,943 0,000 
Antiprotozoal (Leishmania) 0,883 0,003 
Phosphoinositide 5-phosphatase inhibitor 0,859 0,003 
Mucinaminylserine mucinaminidase inhibitor 0,846 0,004 
Immunostimulant 0,843 0,007 
Membrane integrity antagonist 0,831 0,005 
Antibacterial 0,816 0,002 
Claritromicina     
CYP2H substrate 0,996 0,000 
CYP3A1 substrate 0,993 0,000 
CYP3A7 substrate 0,993 0,000 
CYP3A2 substrate 0,991 0,000 
CYP2B substrate 0,990 0,001 
CYP2C11 substrate 0,987 0,001 
Expectorant 0,982 0,001 
Antiinfective 0,982 0,002 
DFO: Desferroxamina; AMK: Amicacina; CLA: Claritromicina; Pa: 
provável atividade; Pi: provável inatividade; PASS: previsão de 
espectros de atividade para substâncias. Os dados foram obtidos por 
meio de predição computacional utilizando o servidor PASS Online, 
baseados em modelos de similaridade molecular e algoritmos de 
aprendizado de máquina. 

Conforme demonstrado na análise de radar (Figura 7), a DFO assim 
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como a AMK e a CLA apresentaram um perfil de biodisponibilidade oral 
desfavorável (Tabela 3), posicionando-se fora da zona ideal de absorção 
(área sombreada em rosa) devido a parâmetros de alta polaridade e 
flexibilidade. Apesar dessas limitações de absorção gastrointestinal, os 
parâmetros de ADME reforçaram a segurança sistêmica e a baixa 
toxicidade do composto. Esta convergência de evidências computacionais 
e experimentais posiciona a DFO como um adjuvante promissor para o 
tratamento de infecções micobacterianas, fundamentando o uso de vias 
de administração alternativas para potencializar a eficácia de antibióticos 
e modular a resposta inflamatória do hospedeiro. 
 

 
Figura 7. Análise de biodisponibilidade oral (radar plot). (a) 
Desferrioxamina; (b) Amicacina; (c) Claritromicina. A área sombreada em 
rosa representa a zona ideal para as propriedades físico-químicas de 
absorção oral. As extremidades representam: Lipofilicidade (LIPO); SIZE 
(Peso molecular); Polaridade (POLAR); insolubilidade em água por escala 
logS (INSOLU); insaturação conforme a fração no carbono na hibridação 
sp3 (INSATU); flexibilidade de acordo com ligações rotativa (FLEX). Os 
dados foram obtidos por meio de predição computacional utilizando o 
servidor SwissADME, baseados em modelos de similaridade molecular e 
algoritmos de aprendizado de máquina. 
 
Tabela 3. Estimativas da biodisponibilidade oral, efeitos tóxicos previstos, 
absorção e solubilidade da desferrioxamina (DFO) em comparação com a 
amicacina (AMK) e claritromicina (CLA). 
Biodisponibilidade Oral 
Estimada 

DFO AMK CLA 

LogP 4.33 1.84 2.44 
PM (g/mol) 560,68 585,60 747,95 
TPSA Â² 205,84 331,94 182,91 
nDLH 6 13 4 
nALH 9 17 14 
RAM 142,48 128,99 194,09 
nRB 28 11 8 
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Efeitos tóxicos previstos    
Carcinogenicidade Não Não Não 
Cardiotoxicidade Não Sim Não 
Citotoxicidade Não Não Não 
Ecotoxicidade Não Não Não 
Hepatotoxicidade Não Não Sim 
Imunotoxicidade Não Sim Sim 
Mutagenicidade Sim Não Não 
Neurotoxicidade Não Sim Sim 
Nefrotoxicidade Sim Sim Sim 
DL50 (mg/kg) 1.000 4.000 1.230 
Toxicidade de Ames Não Não Não 
Toxicidade oral aguda Baixa Mínima Baixa 
Toxicidade aguda em ratos 2.062 1.750 2.723 
Classe de toxicidade 4 5 4 
Absorção estimada    
Absorção GI Baixa Baixa Baixa 
Permeabilidade BHE Não Não Não 
Log Kp (cm/s) -11,22  -15,47 - 8,62 
Solubilidade prevista    
LogS -0,14 2,23 -5,94 

DFO: Desferroxamina; AMK: Amicacina; CLA: Claritromicina; iLogP: 
coeficiente de partição água: PM: peso molecular; TPSA: área total da 
superfície polar; nDLH: número de doadores de ligações de hidrogênio; 
nALH: número de aceitadores de ligações de hidrogênio; RAM = 
refratividade molar; nRB = número de ligações rotativas; DL50: dose letal 
50%; Absorção GI: gastrointestinal; BHE: barreira hematoencefálica; Log 
Kp: índice de permeação cutânea; Log S: solubilidade.  Os dados foram 
obtidos por meio de predição computacional utilizando o servidor 
SwissADME, baseados em modelos de similaridade molecular e 
algoritmos de aprendizado de máquina. 

3. Discussion 
O presente estudo investigou o potencial antimicrobiano e adjuvante 

da DFO contra Mabs, combinando análises in silico e in vitro para elucidar 
seus possíveis mecanismos de ação e aplicabilidade clínica em terapias 
combinadas com AMK e CLA. Diferente de abordagens que buscam 
novos antibióticos isolados, este trabalho propõe a DFO como uma 
ferramenta estratégica para fragilizar o patógeno e potencializar a terapia 
convencional. Os resultados demonstraram que, embora a DFO apresente 
limitações farmacocinéticas importantes, ela exibe atividade 
bacteriostática significativa, potencial sinérgico com CLA, capacidade de 
inibição de biofilmes e modulação imunológica favorável. Dessa forma, a 
DFO exerce efeitos adjuvantes multialvo contra Mabs, associando 
restrição metabólica, atenuação da virulência e modulação da resposta do 
hospedeiro, o que sustenta seu potencial reposicionamento no tratamento 
de infecções por micobactérias não tuberculosas. Até onde sabemos, este 
é o primeiro estudo a demonstrar os efeitos antimicrobianos e 
imunomodulatórios combinados da deferrioxamina contra Mabs. 
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A viabilidade de qualquer nova estratégia terapêutica depende, 
primariamente, da ausência de toxicidade para o hospedeiro. Nossos 
resultados demonstraram que a DFO preserva a viabilidade de 
macrófagos e a integridade de eritrócitos humanos nas concentrações 
testadas. A ausência de atividade hemolítica significativa amplia a janela 
terapêutica e a segurança celular do composto, mitigando riscos críticos 
associados ao desenvolvimento de antimicrobianos intravenosos, como 
danos teciduais, liberação de hemoglobina pró-oxidante e complicações 
vasculares. Tal perfil é consistente com o histórico clínico estabelecido da 
DFO em terapias de quelação, reforçando sua viabilidade como um 
adjuvante seguro para o tratamento de infecções por Mabs [18,19]. 
Conforme evidenciado em pesquisa anterior, baixos índices de hemólise 
in vitro correlacionam-se a elevados índices de seletividade, um 
parâmetro determinante para a progressão pré-clínica de novos agentes 
[20]. 

A ausência de citotoxicidade da DFO reforça que a redução dose-
dependente do óxido nítrico (NO) decorre de uma modulação bioquímica 
e não de perda de viabilidade celular. Esta inibição correlaciona-se com a 
quelação do ferro, que pode atenuar a ativação do fator HIF-1α e a 
subsequente expressão da enzima iNOS. Sob a perspectiva da patologia, 
essa redução é favorável, visto que a produção excessiva de NO em 
infecções micobacterianas crônicas está associada ao estresse oxidativo e 
ao dano tecidual pulmonar exacerbado [21].  

Entretanto, deve-se considerar a dicotomia desse efeito: embora a 
redução do NO minimize a imunopatologia, ela poderia, teoricamente, 
comprometer um dos mecanismos microbicidas centrais do hospedeiro. 
Contudo, observamos que essa modulação não resultou em prejuízo à 
eliminação bacteriana, conforme evidenciado pela redução significativa 
na carga intracelular. Isso sugere que o impacto antimicrobiano global não 
é prejudicado, pois a DFO exerce uma pressão seletiva direta sobre o 
patógeno através da "imunidade nutricional". Ao sequestrar o ferro 
essencial, a DFO compromete vias metabólicas vitais da Mabs, como a 
respiração celular e a síntese de DNA, compensando a menor 
disponibilidade de radicais de nitrogênio no ambiente intracelular [22,23]. 
Assim, a eficácia do tratamento reside em um equilíbrio homeostático: a 
atenuação da resposta oxidativa deletéria do hospedeiro ocorre 
simultaneamente à indução de uma vulnerabilidade metabólica na 
micobactéria, sensibilizando-a para a eliminação definitiva, especialmente 
quando em sinergia com antibióticos convencionais. 

 Diferente da amicacina (AMK) e claritromicina (CLA), que exibem 
potente ação bactericida, a DFO apresentou um perfil 
predominantemente bacteriostático. Essa moderação na potência direta é 
condizente com o seu mecanismo de "imunidade nutricional", onde o 
sequestro de ferro limita o metabolismo bacteriano e a replicação sem 
causar lise imediata [24,25]. Embora a DFO possua uma potência inferior 
aos antibióticos de primeira linha, seu papel clínico mais promissor reside 
na sua capacidade de atuar como um sensibilizador metabólico. 

Visto que a potência isolada da DFO é moderada, o próximo passo 
lógico foi explorar sua capacidade de sensibilização em terapias 



98 

combinadas. Os ensaios de combinação mostraram a interação mais forte 
para a associação DFO + claritromicina, enquanto DFO + amicacina 
apresentou perfis de interação favoráveis, embora menos acentuados. 
Esse fenômeno reforça que a privação de ferro fragiliza a integridade da 
parede celular e o metabolismo energético da micobactéria, facilitando a 
ação dos antibióticos convencionais e ajudando a superar a resistência 
intrínseca [24,25]. 

A eficácia da DFO como sensibilizador metabólico estende-se ao 
compromisso de fenótipos cruciais para a patogênese de Mabs. Ao reduzir 
a formação de biofilmes e a secreção de vesículas extracelulares (EVs), a 
DFO ataca a virulência do patógeno em frentes onde os antibióticos 
isolados frequentemente falham. O efeito antibiofilme é particularmente 
relevante, visto que essa estrutura contribui para a persistência crônica e 
a redução da suscetibilidade aos antimicrobianos. Diferente de uma 
simples facilitação física da penetração do fármaco, a sinergia observada 
decorre da desestabilização da integridade estrutural da matriz e da 
indução de estresse metabólico nas células sésseis, tornando a 
comunidade bacteriana mais vulnerável à ação bactericida dos 
antibióticos convencionais [26,27]. Da mesma forma, a inibição de EVs 
representa uma estratégia crítica para mitigar a evasão imunológica e a 
disseminação bacteriana, sugerindo que a quelação de ferro interfere em 
vias regulatórias essenciais para a biogênese vesicular [28,29]. 

A validação da DFO como ferramenta de sensibilização biológica foi 
consolidada no modelo de infecção em macrófagos. Enquanto os 
antibióticos de primeira linha promoveram uma redução drástica e rápida 
da carga bacteriana, a DFO apresentou um declínio mais modesto, 
atingindo 2,80 ± 0,04 log10 UFC/mL. Essa diferença de magnitude na 
atividade intracelular é esperada, visto que a DFO atua 
predominantemente através da privação nutricional de ferro (imunidade 
nutricional), retardando a replicação bacteriana sem induzir a lise celular 
imediata observada com os inibidores de síntese proteica [30,31]. No 
entanto, é precisamente essa capacidade de "enfraquecer" o patógeno 
através de um estado de estresse metabólico crônico, sem causar danos 
citotóxicos ao hospedeiro, que fundamenta o uso da DFO como um 
modulador capaz de fragilizar a micobactéria para a eliminação definitiva 
pela resposta imune ou por terapias combinadas. 

Do ponto de vista mecanístico, as análises de docking molecular 
forneceram uma base teórica robusta para os efeitos biológicos 
observados, sugerindo que a eficácia da DFO como adjuvante decorre de 
interações multi-alvo com enzimas essenciais de Mabs. A elevada 
afinidade de ligação prevista para a acetiltransferase Eis2 (–10,8 kcal/mol) 
é particularmente relevante, pois esta proteína está diretamente implicada 
na resistência aos aminoglicosídeos e na modulação da resposta imune do 
hospedeiro. A interação da DFO com resíduos críticos de Eis2 sugere um 
potencial para interferir na inativação enzimática de fármacos, o que pode 
sustentar o efeito aditivo observado com a amicacina [32,33]. 

Adicionalmente, a forte interação com a enoil-ACP redutase InhA (–
10,3 kcal/mol), enzima vital para a biossíntese de ácidos micólicos, indica 
que a DFO pode comprometer a integridade estrutural da parede celular 
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micobacteriana. Essa fragilização da barreira externa, somada à 
interferência no metabolismo energético via interação com a F-ATP 
sintase e a fumarase, corrobora o papel da DFO como um sensibilizador 
metabólico que facilita a ação de antibióticos convencionais como a 
claritromicina [34,35]. 

Quanto à viabilidade translacional, a análise PASS confirmou uma 
probabilidade de 91,1% (Pa = 0,911) de a DFO atuar como antagonista do 
ferro, o que é condizente com a interrupção da homeostase metálica 
necessária para o controle do patógeno. Embora o perfil farmacocinético 
in silico aponte para uma baixa absorção gastrointestinal, essa limitação é 
contornada na prática clínica pela administração intravenosa ou 
subcutânea, vias já estabelecidas para o tratamento de sobrecarga férrica 
[36–39]. Assim, a convergência entre as predições computacionais e os 
dados experimentais reforça que a desferrioxamina é um candidato 
seguro e promissor para integrar terapias combinadas, agindo 
simultaneamente na restrição metabólica da bactéria e na preservação da 
viabilidade celular do hospedeiro. 

É notório que a combinação da DFO com antibióticos oferece 
vantagens potenciais significativas no cenário clínico. Essa abordagem 
pode aumentar a eficácia antimicrobiana ao potencializar a ação dos 
antibióticos, auxiliando-os a superar a resistência bacteriana e a proteção 
conferida por biofilmes. Trata-se, de uma estratégia multifacetada que 
ataca a infecção por diferentes frentes, como a privação de nutrientes 
essenciais, a desestabilização de biofilmes, a potencial modulação da 
resposta imune do hospedeiro e a interferência em mecanismos de 
resistência, oferecendo uma terapêutica potencialmente mais efetiva que 
a monoterapia. 

4. Materiais e Métodos 
4.1 Microrganismo e Condições de Cultivo 

Mycobacterium abscessus subsp. massiliense (BCCIPTSP Go01) foi 
utilizada em todas as análises in vitro e in silico. As culturas bacterianas 
foram mantidas em meio Middlebrook 7H9 suplementado com 10% 
OADC e 0,05% de Tween 80, incubadas a 37 °C sob condições aeróbias 
[7,12]. A utilização do isolado clínico foi autorizada mediante assinatura 
de termo de consentimento livre e esclarecido, conforme aprovado pelo 
CAAE: 21357413.4.0000.5084. 
 

4.2 Seleção dos Compostos para Análises Computacionais 
As estruturas químicas da desferrioxamina (DFO; CID: 2973), 

amicacina (AMK; CID: 377768) e claritromicina (CLA; CID: 84029) foram 
obtidas do banco de dados PubChem (National Center for Biotechnology 
Information). As estruturas foram utilizadas nas análises in silico. 
 

4.3 Preparação do Inóculo Bacteriano 
Uma colônia isolada de Mabs foi suspensa em PBS contendo 0,05% 

Tween 80 em tubos contendo esferas de vidro estéreis e homogeneizada 
por vórtex até completa dispersão. A turbidez foi ajustada visualmente à 
escala 0,5 de McFarland (~1 × 10⁸ UFC/mL) e confirmada por leitura 
espectrofotométrica a 625 nm (Densidade Óptica = 0,105). Após repouso 
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por 30 min, 50 µL da suspensão foram diluídos em 9,95 mL de caldo 
Mueller–Hinton, obtendo-se uma concentração final de 1 × 10⁴ UFC/mL 
[14].  
 

4.4 Ensaio de Citotoxicidade e Viabilidade celular em Macrófagos murinos RAW 
264.7 

A citotoxicidade da DFO foi avaliada em macrófagos murinos da 
linhagem RAW 264.7 utilizando o método do MTT [brometo de 3- (4,5-
dimetiltiazol-Δil) -2,5-difeniltetrazólio]. As células (1x105 células/poço) 
foram semeadas em placas de 96 poços, cultivadas em meio DMEM 
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) e suplementadas com 10% de soro 
fetal bovino e tratadas com diferentes concentrações de DFO (12,5–400 
µM). A incubação foi realizada por 24 h a 37 °C em atmosfera de 5% CO2, 
sem agitação. Como controle negativo, utilizou-se apenas o meio de 
cultura, enquanto o Triton X-100 (0,05%) serviu como controle positivo. A 
viabilidade celular foi quantificada por meio da leitura da absorbância em 
espectrofotômetro a 540 nm[40]. Todos os experimentos foram realizados 
em triplicata técnica de cada uma das três réplicas biológicas 
independentes. 

 
4.5 Determinação da Atividade Hemolítica 

Eritrócitos humanos foram obtidos a partir de concentrados de 
hemácias provenientes de bolsas de sangue (preservadas em CPDA-1) 
cedidas pelo Hemocentro do Maranhão. O uso do material biológico foi 
aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Ceuma 
(Parecer Nº 1.570.437). As hemácias foram lavadas três vezes com solução 
salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7,4) por centrifugação (2000 rpm, 
10 min, 4 °C) antes de serem ressuspensas para os ensaios de hemólise. As 
hemácias foram isoladas e incubadas com DFO (12,5–400 µM) por 60 min 
a 37 °C. Foram utilizados como controles de 0% e 100% de lise o tampão 
PBS e o Triton X-100 (0,05%), respectivamente. A liberação de 
hemoglobina foi quantificada por leitura espectrofotométrica a 540nm. 
A atividade hemolítica foi expressa em relação ao Triton X-100 e calculada 
usando a seguinte fórmula: 

 

% hemolysis  =  ቂ
 (୅ୱ ି ୅ୠ) ௫ ଵ଴଴

஺௖ି஺௕
ቃ 

 
onde Ab é a absorbância do controle (branco sem extrato), As é a 
absorbância na presença do extrato e Ac é a absorbância na presença de 
Triton X-100 [14].  

Todos os experimentos foram realizados em triplicata técnica de cada 
uma das três réplicas biológicas. 

 
4.6 Quantificação da Produção de Óxido Nítrico (NO) 

A produção de NO foi determinada pela quantificação de nitrito 
acumulado no sobrenadante das culturas através da reação de Griess . 
Macrófagos murinos RAW 264.7 foram infectados e ativados com 
lipopolissacarídeo LPS (1 µg/mL) e simultaneamente tratados com DFO 
(12,5–400 µM). Após o período de tratamento, alíquotas do sobrenadante 
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foram incubadas com o reagente de Griess e a absorbância foi medida a 
540nm [23]. Todos os experimentos foram realizados em triplicata técnica 
de cada uma das três réplicas biológicas. 

 
4.7 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (MIC) e Concentração 
Bactericida Mínima (MBC) 

A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de microdiluição 
em caldo Mueller–Hinton (Himedia, Mumbai, India) em placas de 96 
poços. Foram testadas concentrações seriadas de DFO (10–4,87 µg/mL), 
AMK (128–0,06 µg/mL) e CLA (32–0,015 µg/mL). As MICs foram 
registradas após 5 dias de incubação a 37 °C. A determinação da MIC foi 
realizada pela observação da ausência de mudança de cor após a adição 
de resazurina a 0,01% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), seguida de 
incubação por 24 horas [41].  

Para determinação da MBC, alíquotas dos poços sem crescimento 
visível foram subcultivadas em ágar Middlebrook 7H11. Após 5 dias de 
incubação a 37º C, as leituras das MBCs foram realizadas com base no 
crescimento dos controles, sendo considerada MBC, a menor 
concentração de de DFO, AMK e CLA que impedir o crescimento 
micobacteriano (≥ 99.9% de morte celular) seguindo padrões 
CLSI/EUCAST [7,41]. Para um inóculo inicial de 10⁷ UFC/mL (log_10 = 
7,00) que atingiu uma contagem final de 10⁴ UFC/mL (log_10 = 4,00), a 
redução foi de 3,00 log_10. A porcentagem de morte celular foi calculada 
através da variação relativa entre a carga inicial e final, utilizando a 
equação: 
 

% morte =  
UFC ௜௡௜௖௜௔௟ − UFC ௙௜௡௔௟

UFC ௜௡௜௖௜௔௟

 × 100 

 
Logଵ଴redução =  𝑙𝑜𝑔ଵ଴(UFC ௜௡௜௖௜௔௟) − 𝑙𝑜𝑔ଵ଴UFC ௙௜௡௔௟  

 
Todos os experimentos foram realizados em triplicata técnica de cada 

uma das três réplicas biológicas.  
 

4.8 Avaliação de Sinergismo (Método Checkerboard) 
O potencial sinérgico entre desferrioxamina, amicacina e 

claritromicina contra Mycobacterium abscessus subsp. massiliense foi 
avaliado pelo método de microdiluição em caldo no formato 
checkerboard, conforme protocolos adaptados para micobactérias. A cepa 
foi cultivada em Middlebrook 7H9 suplementado com OADC e 0,05% de 
Tween 80, ajustada a ~1 × 10⁵ UFC/mL, e inoculada em placas de 96 poços 
contendo combinações seriadas dos antimicrobianos (0,25× a 4× MIC). As 
placas foram incubadas a 37 °C por 3–5 dias, sendo o crescimento 
bacteriano avaliado por inspeção visual [42]. Todos os experimentos 
foram realizados em triplicata técnica de cada uma das três réplicas 
biológicas. 

A concentração inibitória mínima (MIC) para cada combinação foi 
determinada como a menor concentração onde não se observava turvação 
visível. Para cada combinação testada, foi calculado o Índice de 
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Concentração Inibitória Fracionada (FICI) [42]. As interações 
antimicrobianas foram quantificadas através do cálculo do Índice de 
Concentração Inibitória Fracionada (FICI), utilizando a seguinte equação: 
 

FICI =  
A

MIC ஺
 +

B

MIC ஻
 

 
onde: A: representa a concentração do composto A na combinação em que 
houve inibição do crescimento bacteriano (µg/mL). MIC_A: corresponde à 
Concentração Inibitória Mínima do composto A testado isoladamente 
(µg/mL). B: representa a concentração do composto B na combinação em 
que houve inibição do crescimento bacteriano (µg/mL). MIC_B: 
corresponde à Concentração Inibitória Mínima do composto B testado 
isoladamente (µg/mL). A interpretação dos resultados foi baseada nos 
critérios estabelecidos para o índice FICI, onde valores de FICI ≤ 0,5 
indicam sinergismo, o intervalo 0,5 < FICI ≤ 1,0 representa efeito aditivo, 
valores situados entre 1,0 < FICI ≤ 4,0 indicam indiferença e valores de 
FICI > 4,0 caracterizam antagonismo entre os compostos testados.  

Todos os ensaios foram realizados em triplicata independente, e os 
valores finais de FICI foram expressos como média dos experimentos. 

 
4.9 Formação de Biofilme e Produção de Vesículas Extracelulares 

A inibição da formação de biofilme por Mabs tratada com DFO, AMK 
ou CLA (0,5×, 1× e 2× MIC) foi avaliada pelo método de cristal violeta em 
placas de 96 poços de fundo chato (poliestireno). As culturas foram 
mantidas em caldo Middlebrook 7H9 (Himedia, Mumbai, India) 
suplementado com OADC e sem a adição de Tween 80, a 37 °C por 5–7 
dias em condições estáticas para permitir a adesão bacteriana [43].  

Após a incubação, o conteúdo planctônico foi removido e os poços 
foram lavados três vezes com 200µL de PBS (pH 7,4) para a eliminação de 
células não aderidas. O biofilme remanescente foi fixado com 200µL de 
metanol (grau analítico) por 15 minutos. Em seguida, as amostras foram 
coradas com 200µL de cristal violeta a 0,1% por 15 minutos em 
temperatura ambiente. Após nova lavagem em água destilada para 
remover o excesso de corante, a biomassa foi solubilizada em 200µL de 
etanol a 95% por 30 minutos. A densidade óptica (DO) foi mensurada a 
570nm em leitor de microplacas. Os experimentos foram realizados em 
três réplicas biológicas independentes, com cada amostra testada em 
triplicata técnica. 

As vesículas extracelulares (EVs) foram isoladas de culturas de Mabs 
tratadas em larga escala em meio Middlebrook 7H9 (Himedia, Mumbai, 
India). O sobrenadante livre de células foi obtido por centrifugação 
seriada (3.000× g e 15.000× g). As EVs foram coletadas por 
ultracentrifugação a 100.000× g por 2 h a 4 °C, utilizando uma 
ultracentrífuga Optima L-90K e rotor de ângulo fixo Type 70 Ti (Beckman 
Coulter, Brea, CA, USA). Após lavagem em PBS, as EVs foram 
quantificadas pelo método do ácido bicinconínico (BCA) a 562 nm, com 
os resultados normalizados pelo número de unidades formadoras de 
colônias (UFC) da cultura original [29]. Os experimentos foram realizados 
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em três experimentos biológicos independentes, com análises realizadas 
em triplicata técnica para garantir a precisão dos dados. 
 

4.10 Infecção e Sobrevivência Intracelular em Macrófagos murinos RAW 264.7 
Macrófagos murinos RAW 264.7 foram infectados com Mabs em uma 

multiplicidade de infecção (MOI) de 10:1, representando a proporção de 
10 bactérias para cada célula hospedeira. Esta proporção foi selecionada 
para assegurar uma eficiência de infecção de aproximadamente 100% das 
células, minimizando a interferência de macrófagos não infectados no 
resultado final, ao mesmo tempo em que previne a morte celular precoce 
por sobrecarga bacteriana [42,44]. 

Após eliminação das bactérias extracelulares com gentamicina 50 
µg/mL (por 1 hora), as células foram tratadas com DFO, AMK ou CLA nas 
concentrações de 0,5×, 1× e 2× MIC. A carga bacteriana intracelular foi 
avaliada nos tempos 0, 4, 8, 12 e 24 h após lise celular com uma solução de 
Triton X-100 a 0,1% em água destilada estéril para a liberação das 
micobactérias intracelulares, o lisado celular obtido foi diluído 
seriadamente em PBS e plaqueado em meio sólido Middlebrook 7H10 
suplementado com OADC. Os resultados foram expressos em log₁₀ 
UFC/mL [10,14]. 

Para a determinação da carga bacteriana, o lisado foi submetido a 
diluições seriadas 10⁻¹ a 10⁻⁸ em PBS. Alíquotas de 100 µL de cada diluição 
foram inoculadas na superfície de ágar Middlebrook 7H10 ou 7H11 
suplementado com OADC. As placas foram incubadas a 37° C com 5% 5% 
CO₂ por um período de 3 a 5 dias. Foram consideradas para contagem 
apenas as placas apresentando entre 30 e 300 colônias, sendo o resultado 
calculado pela fórmula:  

 
Logଵ଴redução =  𝑙𝑜𝑔ଵ଴(UFC ௧ୀ଴) − 𝑙𝑜𝑔ଵ଴UFC ௧ୀଶସ௛ 

 
A atividade antimicrobiana foi interpretada com base na redução 

logarítmica em relação ao inóculo inicial (t = 0 h). Seguindo os padrões 
internacionais do CLSI/EUCAST, a atividade bactericida foi definida 
como uma redução ≥ 3 log₁₀ UFC/mL, equivalente a uma eliminação de 
99,9% da população bacteriana original. Reduções entre 1 e 3 log_10 foram 
categorizadas como atividade intermediária, enquanto reduções 
inferiores a 1 log_10 caracterizaram atividade bacteriostática [44]. Todos os 
experimentos foram realizados em triplicata técnica de cada uma das três 
réplicas biológicas. 
 

4.11 Análise da Expressão Gênica de Citocinas 
Macrófagos RAW 264.7 (ATCC® TIB-71™) foram cultivados em 

RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% 
penicilina/estreptomicina, mantidos a 37 °C e 5% CO₂. As células foram 
infectadas com Mycobacterium abscessus (MOI 10:1) e tratadas por 24 h com 
desferrioxamina (0,5×, 1× e 2× MIC: 4,875–19,5 µg/mL), amicacina (1 
µg/mL) e claritromicina (0,007 µg/mL). A manutenção desta MOI é crítica 
para garantir que a modulação da expressão gênica reflita uma resposta 
celular homogênea ao patógeno [45]. O RNA total foi extraído com o 
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RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) e quantificado pelo 
espectrofotômetro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
MA, USA). A pureza e integridade do RNA foram asseguradas por meio 
das razões de absorbância A260/A280 e A260/A230, considerando-se 
apenas amostras com valores entre 1,8 e 2,2 para normalização 
subsequente. Após a quantificação, o RNA foi tratado com DNase I 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) para eliminação de DNA genômico. A 
síntese de cDNA foi realizada com o High-Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) [45,46]. 

A reação de qPCR foi conduzida usando SYBR Green PCR Master Mix 
no sistema QuantStudio 3 (Applied Biosystems), avaliando-se os genes: 
TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10, IFN-γ e TGF-β. As sequências dos iniciadores 
(primers) utilizados estão detalhadas na Tabela Suplementar S1 [40]. A 
eficiência de amplificação para todos os primers foi determinada por 
curvas de calibração, situando-se entre 95% e 105%. O gene da β-actina foi 
selecionado como controle endógeno (housekeeping gene) devido à sua 
estabilidade de expressão previamente validada para a linhagem RAW 
264.7 sob condições de infecção micobacteriana. Para este cálculo, o grupo 
de macrófagos infectados e não tratados foi utilizado como calibrador 
(unidade de referência = 1,0), permitindo a quantificação do impacto da 
DFO, AMK e CLA sobre a modulação gênica [45,46]. 

As diferenças entre grupos foram analisadas por ANOVA seguida de 
pós-teste de Tukey, considerando p < 0,05 como significativo (*) e p < 0,01 
como altamente significativo (**). Todos os experimentos foram 
realizados em triplicata técnica de cada uma das três réplicas biológicas 
(n=3). 

 
4.12 Docking Molecular  

O potencial de interação entre desferrioxamina, amicacina e 
claritromicina com a proteína Eis2 de Mycobacterium abscessus subsp. 
massiliense foi avaliado por estudos de docking molecular. As estruturas 
químicas dos ligantes foram obtidas no PubChem (CID: 2973, 37768 e 
84029, respectivamente) e preparadas no Open Babel, com otimização 
conformacional em 3D pelo campo de força MMFF94 e conversão para o 
formato PDBQT [47]. 

A estrutura cristalográfica da proteína Eis2 complexada com Acetil-
CoA (PDB ID: 6RFT) foi obtida no Protein Data Bank. O docking foi 
realizado com o AutoDock Vina, utilizando uma grid box centrada no 
sítio ativo identificado pelo PrankWeb (coordenadas x = 29.5, y = 7.2, z = 
59.7). A afinidade ligante-receptor foi estimada pela variação da energia 
livre de Gibbs (ΔG), sendo valores mais negativos interpretados como 
interações mais favoráveis e estáveis (Tabela 4) [47,48]. As interações 
moleculares foram analisadas no BIOVIA Discovery Studio Visualizer 4.2, 
com identificação dos principais resíduos envolvidos e caracterização dos 
tipos de ligação (hidrogênio e interações hidrofóbicas) [47–49]. 
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Tabela 4. Alvos moleculares de Mycobacterium abscessus subsp. 
massiliense utilizados para docking com a DFO 

 
 
 
 
 
 

 
4.13 Análise ADME e Predição de Propriedades Toxicológicas (in silico) 

As propriedades farmacocinéticas como absorção, distribuição, 
metabolismo e excreção foram avaliados utilizando o servidor 
SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php#) [50]. Foram 
analisados descritores moleculares como massa molecular, número de 
aceitadores e doadores de ligações de hidrogênio, lipofilicidade, 
refratividade molar, número de ligações rotativas e área de superfície 
polar topológica, aplicando-se a Regra dos Cinco de Lipinski para 
estimativa de semelhança com fármacos [51]. 

A toxicidade foi predita por meio dos servidores admetSAR 
(https://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar2) e ProTox-II 
(https://tox.charite.de/protox3/?site= compound_input), utilizando 
modelos de similaridade molecular e aprendizado de máquina para 
prever DL₅₀ oral, hepatotoxicidade, carcinogenicidade, citotoxicidade, 
imunotoxicidade e mutagenicidade [52,53].  

 
4.14 Predição de Atividades Biológicas (in silico) 

 As atividades biológicas foram avaliadas utilizando a plataforma 
PASS Online (Prediction of Activity Spectra for Substances), disponível 

Alvo potencial Proteína Família Modo de ação 

Metabolismo 
lipídico 

Enoil-
CoA 

hidratase/
isomerase 

Hidratase 
tipo 

MaoC 

Prejuízo à β-
oxidação de 

intermediários 
derivados do 

colesterol 

Metabolismo 
energético 

Fumarase 
(Fumarato 
hidratase) 

Líase 

Interrupção do ciclo 
do ácido cítrico por 
competição com o 
substrato (malato) 

Sobrevivência 
intracelular / 
Resistência 

Proteína 
Eis2 

N-
acetiltran

sferase 
(família 
GNAT) 

Bloqueio da 
acetilação de 

aminoglicosídeos e 
dos mecanismos de 

resistência 

Metabolismo 
energético 

Subunidad
e ε da F-

ATP 
sintase 
(Mabε) 

ATP 
sintase 

(subunid
ade ε) 

Inibição 
conformacional do 

acoplamento 
rotacional, afetando 

a síntese de ATP 

Metabolismo 
energético 

Fumarase 
(Fumarato 
hidratase) 

Líase 

Interrupção do ciclo 
do ácido cítrico por 
competição com o 
substrato (malato) 
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em: (www.way2drug.com/passonline). As estruturas químicas em 
formato SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry System) foram 
obtidas do PubChem. Atividades com probabilidade de atividade (Pa) 
superior à probabilidade de inatividade (Pi) foram consideradas 
relevantes. Para interpretação dos resultados obtidos pelo software, 
considerou-se o composto de maior atividade aquele com maior valor de 
Pa e menor valor de Pi. Estes resultados foram interpretados com base nos 
critérios: (1) apenas foram consideradas possíveis atividades cujo valor de 
Pa é maior que o valor de Pi; (2) Se o valor de Pa for maior que 0,7 a chance 
de encontrar a atividade experimental é alta; (3) Se o valor de Pa estiver 
entre 0,5 e 0,7 a chance de encontrar esta atividade experimentalmente é 
intermediaria;(4) se o valor de Pa for menor que 0,5 a chance de encontrar 
atividade experimental desta molécula é baixa. Atividades com 
probabilidade de atividade (Pa) superior à probabilidade de inatividade 
(Pi) foram consideradas relevantes [14,54,55]. 

 
4.15 Análise Estatística 

Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão (DP) de 
três experimentos biológicos independentes (n = 3), cada um realizado em 
triplicata técnica para assegurar a reprodutibilidade dos dados. A 
significância estatística das diferenças entre os grupos experimentais foi 
avaliada por meio da análise de variância (ANOVA) de uma ou duas vias 
(one-way ou two-way ANOVA), conforme a natureza das variáveis, 
seguida pelo pós-teste de Tukey para múltiplas comparações. Valores de 
p < 0,05 (*), p < 0,01(**), p < 0,001 (***) e p < 0,0001(****) foram considerados 
estatisticamente significativos. Todas as análises estatísticas e a elaboração 
das representações gráficas foram realizadas utilizando o software 
GraphPad Prism versão 8.0.1 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). 

5. Conclusions 
Este estudo fornece a primeira avaliação integrada da desferrioxamina 

(DFO) combinando análises in silico, antimicrobianas e 
imunomoduladoras contra a Mycobacterium abscessus subsp. massiliense. 
Nossos achados demonstram que a DFO atua como um agente de 
reposicionamento promissor, visando o metabolismo do ferro para 
fragilizar o patógeno e modular a resposta inflamatória do hospedeiro. 

Em síntese, a deferrioxamina demonstrou atividade adjuvante contra 
Mabs ao restringir o crescimento bacteriano, potencializar a atividade 
antibiótica, reduzir características associadas à virulência e atenuar a 
sinalização inflamatória. Estes achados justificam a validação in vivo 
adicional de terapias combinadas baseadas na quelação de ferro. 

Este estudo apresenta limitações que devem ser consideradas na 
interpretação dos resultados. Primeiramente, a ausência de ensaios de 
suplementação de ferro limita a confirmação direta de que todos os efeitos 
antimicrobianos observados são mediados exclusivamente pela quelação 
deste metal. Adicionalmente, o uso da linhagem celular de macrófagos 
murinos (RAW 264.7) pode não recapitular plenamente a complexidade 
das respostas imunes humanas. 

O estudo baseou-se predominantemente em modelos in vitro e utilizou 
uma única cepa bacteriana, o que impede a generalização imediata para 
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outras linhagens clínicas ou a avaliação da farmacocinética sistêmica. A 
curta duração dos ensaios (24 horas) também restringe a extrapolação dos 
dados para o cenário de infecções micobacterianas crônicas. Investigações 
futuras são essenciais para validar a eficácia da DFO in vivo, 
particularmente em modelos de coinfecção ou fibrose cística, e para 
desenvolver formulações farmacêuticas que otimizem sua entrega no 
ambiente fagossomal. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Este estudo investigou a desferrioxamina (DFO) como uma abordagem terapêutica 

promissora contra Mycobacterium abscessus subsp. massiliense, um patógeno emergente e 

intrinsecamente resistente. A prevalência crescente de Mabs e a ineficácia dos tratamentos 

atuais, que são longos, tóxicos e frequentemente falham, sublinham a urgência de novas 

estratégias. A DFO, tradicionalmente utilizada como quelante de ferro, foi investigada neste 

estudo considerando a dependência do ferro para a virulência e patogênese das micobactérias. 

As predições in silico corroboraram o papel da DFO como antagonista de ferro e 

indicaram sua afinidade de ligação com a enzima Eis2 de Mabs, uma N-acetiltransferase crucial 

para a resistência bacteriana. Essa interação molecular sugere um mecanismo de ação 

complementar, potencialmente interferindo na resistência mediada por acetilação, como a que 

afeta a amicacina. Os resultados in vitro demonstraram um efeito bacteriostático da DFO contra 

Mabs, com uma Concentração Inibitória Mínima (CIM) de 9,75 µg/mL. Contudo, a ausência 

de Concentração Bactericida Mínima (CBM) nas concentrações testadas indica que a DFO, 

isoladamente, não exerceu atividade bactericida. 

Apesar do potencial terapêutico, este estudo também destacou desafios relevantes, 

como a toxicidade e a baixa biodisponibilidade da DFO. As predições in silico confirmaram o 

perfil de segurança conhecido da DFO, que inclui toxicidades significativas em doses elevadas. 

Sua baixa absorção gastrointestinal e permeabilidade, juntamente com a hidrofobicidade do 

complexo DFO-ferro, podem limitar sua ação intracelular, um aspecto crítico para combater 

micobactérias intracelulares. 

Os resultados obtidos, embora promissores e exigindo validação experimental mais 

aprofundada, estabelecem uma base sólida para futuras investigações. Para avançar, é 

fundamental que os próximos estudos priorizem a validação dos achados de forma mais precisa 

as condições in vivo, para otimizando regimes posológicos e vias de administração para 

maximizar a entrega ao sítio da infecção e mitigar a toxicidade. 

 O foco na utilização da DFO em terapia combinada com antimicrobianos de primeira 

linha contra Mabs é essencial, explorando o sinergismo. Igualmente importante é o 

desenvolvimento e a avaliação de novas formulações da DFO, como sistemas de liberação 

direcionada, que possam superar as limitações farmacocinéticas e de toxicidade, aprimorando 

sua biodisponibilidade e entrega intracelular. 
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Por fim, uma investigação mais aprofundada dos mecanismos moleculares pelos quais 

a DFO interfere no metabolismo do ferro bacteriano e interage com alvos bacterianos 

específicos. O objetivo final dessas pesquisas é desvendar completamente os mecanismos de 

ação da DFO, consolidando seu papel como uma terapia adjuvante eficaz no tratamento de 

infecções complexas e de difícil manejo causadas por Mabs, abrindo novas perspectivas para 

superar a resistência antimicrobiana e melhorar os desfechos clínicos. 

Na perspectiva de manter a produtividade, os pesquisadores confeccionaram os três 

artigos científicos, e guiaram-se pelo Regime Interno do Programa de Pós Graduação da 

Universidade Federal do Maranhão, que garante a defesa na presença de publicação do aluno 

como autor ou co-autor juntamente ao orientador.  
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7 CONCLUSÃO 

 

Este trabalho analisou, de forma abrangente, a atividade antimicrobiana e os possíveis 

mecanismos de ação da desferrioxamina (DFO) contra Mycobacterium abscessus subsp. 

massiliense, integrando evidências de estudos in silico, in vitro e discussões sobre potenciais 

aplicações in vivo. Ao longo dos três capítulos que compõem esta tese, foram exploradas 

diferentes dimensões do tema e identificados avanços relevantes, mas também desafios e 

limitações importantes que direcionam as investigações futuras. 

No Capítulo I, por meio de uma revisão bibliométrica e crítica, evidenciou-se o 

crescente interesse científico em sideróforos e suas aplicações como agentes antimicrobianos, 

situando a DFO como uma alternativa promissora frente à resistência bacteriana. Esta revisão 

também destacou as lacunas existentes no conhecimento sobre as interações moleculares 

específicas da DFO com alvos bacterianos de Mabs, justificando os ensaios subsequentes. 

No Capítulo II, foram detalhados aspectos fundamentais da biologia e patogenicidade 

de Mabs, incluindo a formação de biofilme e os desafios impostos pela resposta imune do 

hospedeiro. Estes elementos fornecem um pano de fundo essencial para a compreensão do papel 

potencial da DFO como agente coadjuvante na terapia antimicrobiana. 

No Capítulo III, os ensaios in silico demonstraram alta afinidade da DFO por alvos 

enzimáticos críticos de Mabs, como a enzima Eis2, sugerindo um possível mecanismo de ação 

sinérgico com antibióticos como a amicacina. Nos ensaios in vitro, a DFO apresentou efeito 

bacteriostático, com uma Concentração Inibitória Mínima (CIM) de 9,75 µg/mL, além de 

capacidade de modular a expressão de citocinas pró-inflamatórias em células infectadas. 

Contudo, não foram observados efeitos bactericidas isolados, indicando que a DFO, sozinha, 

pode não ser suficiente para erradicar a infecção em concentrações clínicas. 

Apesar desses achados encorajadores, este estudo apresenta limitações importantes. 

Primeiramente, os experimentos in vitro não contemplam completamente a complexidade do 

ambiente infeccioso em modelos in vivo, onde fatores farmacocinéticos e farmacodinâmicos 

podem alterar significativamente a eficácia da DFO. Além disso, a toxicidade moderada da 

DFO e sua baixa biodisponibilidade sistêmica permanecem obstáculos relevantes, que devem 

ser mitigados antes de qualquer translação clínica. A ausência de ensaios em modelos animais 

impede, por ora, inferências diretas sobre a eficácia terapêutica em infecções pulmonares ou 

sistêmicas por Mabs. 



14 

Próximos passos fundamentais incluem a validação dos efeitos observados em 

modelos animais relevantes, avaliando regimes combinados com antibióticos padrão para 

verificar sinergismo terapêutico e mitigação da toxicidade. Igualmente, pesquisas sobre 

formulações farmacêuticas avançada, como sistemas de liberação controlada ou nanopartículas 

que poderão otimizar a entrega intracelular da DFO, ampliando seu potencial como terapia 

adjuvante. Estudos de farmacocinética e farmacodinâmica são imprescindíveis para estabelecer 

esquemas posológicos seguros e eficazes. 

Em suma, esta tese estabelece uma base robusta e consistente para futuras 

investigações, consolidando a desferrioxamina como um candidato promissor na terapia 

combinada contra Mabs. O fortalecimento de estratégias que integrem conhecimento molecular, 

testes em modelos biológicos complexos e inovações farmacêuticas será crucial para enfrentar 

a resistência antimicrobiana e melhorar os desfechos clínicos em infecções de difícil manejo. 
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APÊNDICE A – USO DE INTELIGÊNCIA ARTIFICIAL  

 

DECLARAÇÃO DE ACORDO PARA UTILIZAÇÃO DE INTELIGÊNCIA ARTIFICIAL 

(Art. 12, inciso I, da Resolução nº 374/2025 – CONSAD) 

Eu, Roseane Lustosa de Santana Lira, discente regularmente matriculada no Programa de 
Pós-graduação em Ciências da Saúde, declaro que fui devidamente autorizada pelo Prof. Dr. 
Eduardo Martins de Sousa, orientador do estudo intitulado: “AVALIAÇÃO DA 
ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA DESFERRIOXAMINA in sílico e in vitro 
CONTRA Mycobacterium abscessus subsp. massiliense” a utilizar ferramentas de 
Inteligência Artificial, no desenvolvimento das atividades acadêmicas relacionadas a este 
trabalho. 

O uso da Inteligência Artificial foi realizado de forma ética, responsável e transparente, com 
finalidade de apoio à organização de ideias, revisão textual, esclarecimento conceitual e 
aprimoramento da escrita, não substituindo a autoria intelectual, a análise crítica ou a 
responsabilidade acadêmica da discente. 

Este acordo está em conformidade com o disposto no Art. 12, inciso I, da Resolução nº 
374/2025 – CONSAD, que estabelece a necessidade de acordo prévio entre discente e docente, 
com registro da autorização para uso de IA no contexto acadêmico. 

Declaro, ainda, que todas as informações, análises, interpretações e conclusões apresentadas no 
trabalho são de minha inteira responsabilidade, respeitando os princípios da integridade 
acadêmica e da originalidade. 

Por ser verdade, firmamos a presente declaração. 

Prompts / Comandos Utilizados (Art. 12, inciso III) 

 

i. Prompt 1 – Diagnóstico geral do capítulo: “Atue como revisor acadêmico de 

doutorado na área biomédica. Avalie o capítulo abaixo quanto a clareza, coerência, 

estrutura, rigor científico e adequação ao estilo acadêmico. Aponte problemas 

principais e sugira melhorias estruturais antes de qualquer reescrita”. 

ii. Prompt 2 – Revisão estrutural: “Avalie o texto abaixo para melhorar organização 

lógica, progressão de ideias e encadeamento entre parágrafos, mantendo o conteúdo 

científico. Sugira reorganização de trechos se necessário”. 

iii. Prompt 3 – Revisão gramatical e normativa: “Revise o texto quanto a gramática, 

ortografia, pontuação, concordância e regência, garantindo conformidade com norma 

culta formal”. 
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iv. Prompt 4 – Consistência científica e terminológica: “Verifique consistência no uso 

de termos técnicos, siglas e nomenclatura ao longo do texto. Aponte inconsistências e 

sugira padronização”. 

v. Prompt 5 – Revisão crítica tipo peer review: “Atue como revisor de periódico 

internacional. Identifique fragilidades na redação, trechos pouco claros, excesso de 

generalização ou problemas que possam comprometer a publicação”. 

vi. Prompt 6 – Tradução científica: “Avalie o texto em inglês, conforme nível acadêmico, 

adequação a periódicos biomédicos internacionais, com precisão técnica”. 

vii. Prompt 7 – Revisão final integrada: “Faça uma revisão final integrada do texto, 

garantindo clareza, coesão, consistência terminológica, correção gramatical e 

adequação ao estilo acadêmico de alto impacto”. 
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