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RESUMO

A infecgdo por Mycobacterium abscessus subsp. massiliense (Mabs) representa uma ameaga
crescente a saude publica, especialmente para individuos imunocomprometidos. Novas
estratégias terap€uticas que combatam a resisténcia da bactéria e destruam a estrutura do
biofilme sdo urgentemente necessarias. A desferrioxamina (DFO), um quelante de ferro
utilizado no tratamento de sobrecarga férrica, tem demonstrado potencial antimicrobiano
devido a sua capacidade de limitar a disponibilidade de ferro, um elemento essencial para a
sobrevivéncia de microrganismos. Esse estudo teve como objetivo avaliar a atividade
antimicrobiana da desferrioxamina in silico e in vitro contra Mabs. Foram avaliados in silico
para testes de predicdo de atividade farmacologica (Pass online), disponibilidade oral e
farmacocinética (SwissADME e PROTOX), toxicidade (WaytoDrug) e a caracterizacdo das
interagdes moleculares da desferrioxamina com alvos enzimaticos especificos. Para a analise in
vitro, foi realizado ensaios moleculares (PCR), andlise da atividade antimicrobiana,
investigacdo quanto a formacdo de biofilme contra Mabs. Os resultados demonstram que a
avaliagdo in silico (PASS Online) apresentou alta probabilidade de antagonismo de ferro pela
DFO (Pa = 0,911), sugerindo potencial inibi¢do do crescimento bacteriano. A andlise
farmacocinética preditiva (SwissADME) indicou alta ligagdo plasmatica (>90%) e baixa
absorcdo intestinal da DFO, fatores que podem restringir sua biodisponibilidade sistémica,
moderada toxicidade, com efeitos mutagénicos e nefrotoxico. Docking molecular revelou
interacdes promissoras da DFO com proteinas essenciais de Mabs, sugerindo efeito inibitorio.
Nos ensaios in vitro com células RAW 264.7, a DFO nao apresentou citotoxicidade
significativa. A DFO inibiu de maneira significativa a produ¢do de 6xido nitrico por macréfagos
RAW 264.7 infectados por M. abscessus. Os resultados da concentragdo inibitdria minima da
DFO, refor¢gam o potencial terapéutico da DFO e justificam a investigacdo de sua atividade
antimicrobiana. A DFO demostra um efeito dose-dependente na regulacdo da expressao de
citocinas, em concentracdes baixas (0,5 x CIM), a DFO reduz citocinas pro-inflamatorias TNF-
a, IL-1B 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 sobrevivéncia bacteriana.

Palavras chaves: Mycobacterium abscessus, Mycobacterium abscessus subsp. massiliense;
Desferrioxamina; Resisténcia Antimicrobiana



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 eftect on
cytokine expression regulation; at low concentrations (0.5 x MIC), DFO reduces pro-
inflammatory cytokines TNF-o, IL-1f 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 INTRODUCAO

Mycobacterium abscessus (M. abscessus), uma micobactéria ndo tuberculosa (MNT)
caracterizada por seu rapido crescimento, vem emergindo como um patdogeno oportunista de
importancia clinica crescente (Victoria et al., 2021; Abdelaal et al., 2022). Observa-se um
aumento expressivo em sua prevaléncia, notadamente em infec¢des pulmonares, nas quais
figura entre as MNT mais frequentes, com um amplo espectro de doencas, desde infec¢des
pulmonares como pneumonia até osteomielite vertebral e infecgdes de tecidos moles
(Degiacomi et al., 2019; Senhaji-Kacha; Esteban; Garcia-Quintanilla, 2021). A capacidade do
Mycobacterium abscessus de causar doenca manifesta-se com maior intensidade em individuos
portadores de doencas pulmonares preexistentes, como a fibrose cistica, ¢ 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), ¢ capaz de sobreviver em ambientes hostis e carentes de
nutrientes, onde outros microrganismos concorrentes nao sobreviveriam (Lima Viana et al.,
2018; Moraes-Neto et al., 2022), gragas a sua parede celular rica em lipidios que resulta em
superficie hidrofobica, facilitando a formagdo de biofilme, crescimento rapido e aderéncia as
superficies (Kolpen ef al., 2020; Dokic et al., 2021).

A capacidade de M. abscessus de sobreviver no ambiente humano apresenta um grande
problema, pois a persisténcia e disseminagao de espécies de MNT em ambientes de saude estao
rapidamente se tornando uma ameaca significativa a saude humana, especialmente por sua
resisténcia antimicrobiana extremamente alta contra os antibioticos atuais (Born et al., 2023;
Cao et al., 2024). A resisténcia bacteriana intrinseca e¢ adquirida torna esta espécie um dos
patogenos mais desafiadores, com tratamentos que duram de meses a anos, associados a
potencial toxicidade antibidtica e alto nimero de falhas (Byrd; Chan, 2022; Conyers; Saunders,
2024). Mabs pode infectar e multiplicar-se dentro de células fagociticas, escapando dos
mecanismos de defesa do hospedeiro e resultando em infeccdo bem-sucedida (Lima Viana et
al., 2018).

Um mecanismo utilizado por esse bacilo para se multiplicar dentro dos macrofagos ¢
a indu¢do da heme-oxigenase-1 (HO-1), que reduz os efeitos do estresse oxidativo téxico

produzido pela célula, armazenando o ferro livre nas ferritinas e evitando a formagao de radicais
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livres pela reacdo de Fenton (Pereira et al., 2023). Assim, os mecanismos de regulacdo do nivel
de ferro extracelular sdo cruciais para que os bacilos sobrevivam dentro dos macréfagos, o que
destaca a importancia da homeostase do ferro na patogénese micobacteriana (Phelan et al.,
2018; Yang et al., 2023).

A desferrioxamina (DFO) forma complexos predominantemente com ferro férrico e
ions trivalentes de aluminio, com constantes de formacdo de 103! e 10%, respectivamente, e
afinidade menor para ions divalentes como Fe2+, Cu2+, Zn2+, Ca2+ (Codd et al., 2018; Ding
et al., 2021). A quelacdo 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 AI**

. 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 concentracdes clinicas, e a DFO nao remove ferro da
transferrina ou hemoglobina (Savastano et al., 2019; Petrik et al., 2021).

Estudos prévios demonstraram que a DFO pode suportar a funcdo de derivados de
mondcitos humanos primarios (hMDMs) infectados com Mycobacterium tuberculosis (Mtb),
aumentando o metabolismo glicolitico e apoiando a fungdo imune inata de maneira dependente
do fator 1-a induzivel por hipéxia (HIF-1a) (Chandrasekaran et al., 2017; Araujo et al., 2020;
Cahill et al., 2021). Consequentemente, a capacidade da DFO de aumentar a glicolise e a funcao
imunoldgica inata tem potencial como terapia dirigida ao hospedeiro (host-directed therapy —
HDT), em combinagdo com antimicrobianos atuais para M. tuberculosis (Holbein et al., 2021;
Lanzafame; Vento, 2021).

Verificar se a DFO podera suportar a atividade antibacteriana e imunomoduladora em
infecgdes por Mabs associada aos antimicrobianos de primeira linha sugere que quelantes de
ferro podem ser uma terapia adjuvante eficaz em combina¢ao com antimicrobianos atuais para
infeccdes por Mabs. Nesse cenario, o presente trabalho se insere na intersecdo entre a
necessidade de novas estratégias para o manejo de Mabs e o racional biologico 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 associagdo com antibidticos de primeira linha.

Esta tese apresenta-se no formato de artigo, cuja organizagao esta contida nos capitulos

Introdu¢do (que problematiza, apresenta esta pesquisa, além de fixar as hipoteses de estudo),
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Referencial Teorico (que fundamenta as pesquisas até aqui desenvolvidas, bem como a lacuna
de conhecimento a ser preenchida), Objetivos (Geral e Especificos) e Resultados divididos em
trés artigos:

Capitulo I — Bibliometric Review on New Possibilities of Antimycobacterial Agents:
Exploring Siderophore Desferrioxamine's Applications as an Antimicrobial Agent (publicado
em Pharmaceuticals, Al, F14.3);

Capitulo II — Mycobacterium abscessus subsp. massiliense: Biofilm Formation, Host
Immune Response, and Therapeutic Strategies (publicado em Microorganisms, Al, F14.1);

Capitulo III — A Desferrioxamina Potencializa as Respostas Antimicrobianas e
Imunomodulatorias contra Mycobacterium abscessus: Evidéncias Integradas In Silico e In Vitro
(a ser publicado em International Journal of Molecular Sciences, Al, F14.9).

Ao final deste trabalho, no capitulo de Consideragdes Finais, apresentam-se principais
resultados e o alcance dos objetivos propostos por esta tese, abordando limitagdes encontradas

e apontando dire¢des para estudos futuros.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Micobactérias nao tuberculosas (MNTSs)

As Mycobacterium nao tuberculosas (MNT) incluem todas as espécies de bactérias do
género Mycobacterium exceto M. tuberculosis (complexo de tuberculose) e M. leprae
(Ministério da Saude, 2021) e sdao bactérias ambientais ubiquas (solo, agua doce, salobra e
potavel) que emergem como patdgenos oportunistas em hospedeiros predispostos (Lanni et al.,
2022; Conyers; Saunders, 2024). Classicas classificagdes (Runyon) dividem-nas em
micobactérias de crescimento lento (formam colonias em >7 dias) e rapido (<7 dias), sendo as
de crescimento rapido frequentemente associadas a infec¢des pOs-operatorias e tegumentares
(Runyon, 1959). As espécies mais comuns em doengas pulmonares humanas incluem o M.
avium (MAC) e M. kansasii (crescimento lento) e M. abscessus (crescimento rapido) (Carneiro
et al., 2018). Recentemente, estudos moleculares refinaram a taxonomia, com o CMAB sendo
subdividido em trés subespécies (subsp. abscessus, massiliense e bolletii) com diferengas
clinicas e de resisténcia (Tortoli et al., 2016; Adekambi et al., 2017).

MNT ocorrem em ambientes domésticos e de satide, como a M. avium em sistemas de
agua potavel e M. abscessus em vapor de nebulizadores e plasticos hospitalares. Essas bactérias
geralmente ndo causam doenca em pessoas sadias, mas sdo capazes de infectar pulmdes e
tecidos moles em condigdes favoraveis (Primm; Lucero; Falkinham, 2004). Infec¢des por MNT
incluem doengas pulmonares cronicas, linfadenite, infec¢cdes cutaneas e disseminadas. A
manifestagdo clinica varia de colonizacdo assintomatica a doenga grave semelhante a
tuberculose (To et al., 2020; Ministério da Saude, 2021).

A incidéncia global de infecgoes por MNT vem aumentando nas ultimas décadas,
especialmente em paises desenvolvidos onde a tuberculose tem declinado (To et al., 2020). A
revisdo sistematica sobre as tendéncias globais de infec¢des pulmonares por MNT revelou um
aumento geral na incidéncia e prevaléncia dessas infec¢cdes e doengas ao longo do tempo. A
taxa anual de mudanca para infecgdes foi de 4,0% por 100.000 pessoas/ano, enquanto para
doencas causadas por MNT foi de 4,1% por 100.000 pessoas/ano (Dahl et al., 2022). Esse
crescimento ¢ atribuido ao aumento a fatores como maior expectativa de vida, aumento de
doengas cronicas, intensificagdo de terapias imunossupressoras, melhorias nos métodos de

diagnostico e maior conscientizagdo sobre essas micobactérias (Dahl et al., 2022).
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Doengas por MNT afetam principalmente pulmdes, pele e tecidos moles. Sao mais
frequentes em pessoas imunocomprometidas ou com condi¢des pulmonares subjacentes
(Abdelaal et al., 2022; Ferrell et al., 2022). Dados clinicos e demograficos indicam aumento de
casos pulmonares de MNT em diversas regides, sobretudo Asia e América do Norte (To ef al.,
2020).

Estudos mostram M. abscessus como uma das MNT mais resistentes e agressivas,
especialmente em pacientes com fibrose cistica (CF), alcancando 40,9% do pacientes
(Sotiropoulou et al., 2025). Pacientes com fibrose cistica (CF), bronquiectasias, Doenca
Pulmonar Obstrutiva Croénica (DPOC), silicoses ou em uso de imunossupressores
(corticosteroides, anti-TNF, HIV/AIDS) apresentam risco elevado de infecgdes por MNT (To
et al., 2020). Na CF, as vias aéreas danificadas e muco viscoso favorecem colonizagdao por
MNT, na qual, dados sugerem que M. avium complex (MAC) e M. abscessus sao responsaveis
por ~75% e 25% das infecgdes por MNT, respectivamente, sendo a infec¢ao por M. abscessus
associada a declinio pulmonar rapido (Shteinberg et al., 2018). Em estados imunossuprimidos,
como HIV com CD4<50 ou usuarios de antagonistas de TNF, a suscetibilidade aumenta, com
MAC, promovendo doenga disseminada em HIV, e M. abscessus resultando em infecgao
pulmonar refrataria (Shteinberg et al., 2018). A base fisiopatoldgica comum ¢ que a limitagdo
das defesas pulmonares locais e sistémicas permite que MNT, que ndo infectam individuos
normais, sejam patogénicas (Lima Viana ef al., 2018).

Em estudos populacionais recentes, CMAB foi identificada como fator independente
de pior progndstico, analisaram centenas de pacientes com MNT e mostraram que infec¢do
reduziu significantemente a taxa de sucesso terapéutico e aumentou risco de morte em
comparac¢do com outras MNT (Odds Ratio de desfecho desfavoravel ~1,16; p<0,01) (Valverde
et al., 2025). Complicadores como comorbidades e coinfeccao por HIV ou M. tuberculosis
também elevam as taxas de falha. Além disso, pacientes infectados t€ém deterioracado acelerada
do volume respiratério e sdo contraindicados a transplante pulmonar devido lesdo pulmonar
progressiva resultante de CMAB (Yoshida et al., 2024). Dessa forma, a combinacdo de
resisténcia antimicrobiana intrinseca e desvios imunopatologicos faz das infec¢des por M.

abscessus uma das condi¢oes infecciosas mais dificeis de controlar (Tunesi ef 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 reclassificagdo foi formalizada por
Tortoli et al. (2016) e Adekambi et al. (2017) com base em andlises gendmicas e fenotipicas,
distinguindo-as principalmente pela presenca/auséncia do gene erm(41), que confere resisténcia
eritromicinica.

M. abscessus subsp. massiliense (Mabs) atrai especial aten¢do clinica porque
tipicamente possui erm(41) truncado, tornando-o sensivel a macrolideos (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 prevaléncia, em
diversas regides (China, Europa) Mabs representa ~10-40% dos isolados do complexo,
frequentemente em fibrose cistica (FC) e infecc¢des cirargicas (Adekambi et al., 2017).

A interagdo de M. abscessus com o sistema imunoldgico do hospedeiro ¢ fortemente
influenciada pela morfologia da coldénia (lisa ou rugosa) que estd ligada a expressdo de
glicopeptidolipidios (GPLs) na superficie celular (Degiacomi et al., 2019; Byrd; Chan, 2022;
Conyers; Saunders, 2024).

O fendtipos de coldnia tipo liso (smooth), produz glicopeptideos lipidicos (GPL) em
sua parede e tende a formar biofilmes extracelulares, facilitando colonizagdo de vias aéreas
alteradas, mas ¢ relativamente hipovirulento e a forma rugosa (rough) (sem GPL) tende a se
agrupar em longas cordas celulares (cording), levando ao crescimento intracelular e a apoptose
do macrofago (Conyers; Saunders, 2024; Degiacomi et al., 2019), € pro-inflamatoria e invasiva,
destruindo macrofagos e tecidos (Byrd; Chan, 2022). Em modelagem por peixe-zebra, a forma
rugosa mostrou alta viruléncia no estudo de Kam et al. (2022), que utilizou um modelo de
infeccdo cronica em zebrafish adultos para investigar a patogénese do M. abscessus entre as
variantes de colonia rugosa (R) e lisa (S), revelando que a variante lisa (S) teve maior
proliferagdo ao longo de 28 dias, enquanto a (R) manteve carga estavel e provocou resposta
inflamatoria mais intensa. A rugosa gerou granulomas necroticos rapidamente via sinalizagao
de TNF e recrutamento de T reguladoras (Tregs), que limitaram o crescimento bacteriano. Ja a
lisa foi controlada pela imunidade inata dependente de TNF, com formagdo de granulomas
tardia e menor resposta de células T.

As estirpes (R) demonstraram formar aglomerados (cording) que dificultam a
fagocitose e podem ser resistentes a degradacao lisossomal, levando ao crescimento intracelular

e a apoptose do macréfago (Degiacomi et al., 2019; Conyers; Saunders, 2024). Apods a
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apoptose, as bactérias (R) podem ser libertadas e formar grandes corddes extracelulares que
resistem a fagocitose e causam inflamagao excessiva e formagdo de abcessos. As estirpes (S)
também podem resistir a degradagao intracelular, possivelmente limitando a acidificagdo 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 infeccdo, o M. abscessus tipo S pode sofrer alteragdes morfologicas e
genéticas que levam a transigdo para o fenétipo R, o que permite que 0o MAB-R se espalhe mais
eficientemente entre as células hospedeiras, criando um nicho favoravel para sua sobrevivéncia
(Kim et al., 2019).

Essa adaptabilidade permite ao microrganismo sobreviver em pulmdes com
mucosidade anormal sem invadir tecidos saudaveis faceis (tais hospedeiros resistem bem a
infeccdo aguda) (Byrd; Chan, 2022). M. abscessus também expressa fatores como a proteina
antigena MmpL10 (ligante de fibronectina), eis2 (acetiltransferase que modula respostas
inflamatorias) e secreta enzimas neutrofilicas (lipases, proteases) que desviam o hospedeiro.
Assim, pode modular o ambiente pulmonar ao induzir inflamagao cronica (TNF, IL-8), mas
evita eliminacao eficaz ao formar biofilmes e produzir moléculas anti-fagociticas (Byrd; Chan,
2022).

As cepas de CMABS formam biofilmes tanto em ambientes naturais quanto em
condi¢cdes 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 nao infectados
forneceram evidéncias que corroboram a hipdtese de que o crescimento de biofilme extracelular
de CMABS também ocorre durante infecgdes pulmonares em humanos (Qvist et al., 2015;
Fennelly et al., 2016; Hoiby, 2017).

Os biofilmes consistem em microcoldnias de bacilos imersas em matriz de polimeros
extracelulares (DNA, glicoconjugados e lipideos), que, sob condigdes de muco de FC
apresentam glicanos de manose/glicose e fosfolipideos como matriz chave, formam
aglomerados 3D que suportam bactérias em varios estados metabodlicos, protegendo
Mycobacterium abscessus subsp. abscessus (Mab) de antibidticos e do sistema imune,
facilitando persisténcia e infec¢do cronica (Belardinelli e al., 2021).

Além disso, fatores genéticos e ambientais, como deficiéncia de ferro, mutagdes em

genicas, podem aumentar ou diminuir a producao de EVs, as quais contém lipoproteinas e
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glicolipideos que modulam a resposta imune do hospedeiro (Salgueiro et al., 2024). Na forma
intracelular, M. abscessus resiste a macrofagos evitando a fusdo fagolisossomal, interferindo
em citocinas pro-inflamatorias e retardando a apoptose (Bar-Oz; Meir; Barkan, 2022). Essa
combinacdo de biofilme extracelular e habilidade de “hiberna¢dao” intracelular torna M.
abscessus um patogeno extremamente dificil de erradicar.

As EVs sdo pequenas bolhas de membrana liberadas ativamente pelo patogeno que
contém lipideos de parede, glicolipideos, lipoproteinas e enzimas secretadas (Salgueiro et al.,
2024). Por analogia com M. tuberculosis, sabe-se as EVs que podem modular o hospedeiro,
carregando antigenos que estimulam ou subvertem a resposta imunoldgica, por exemplo,
induzindo IL-10 e TGF-B ou inibindo TNF, favorecendo a imuno-evasdo (Cheng; Schorey,
2019). Também dispersam fatores de viruléncia para tecidos distantes e participam da estrutura
do biofilme, anexando-se a matriz e reforcando a resisténcia coletiva (Flores, 2018; Salgueiro
et al., 2024). Dessa forma, representam potenciais alvos terapéuticos para interromper a
viruléncia de M. abscessus (Vermeire et al., 2024).

M. abscessus ¢ notoriamente resistente a multiplas classes de antibioticos devido a sua
parede lipidica impermeavel (ricas em acidos micolicos) que confere menor penetracao de
drogas hidrofilicas (Singh et al., 2017; Jacobo-Delgado et al., 2023). Além disso, codifica
numerosas bombas de efluxo (transportadores ABC, MmpL) e enzimas modificadoras de
farmacos, como a erm(41) (unidade 23S rRNA metiltransferase), que torna muitos isolados
resistentes a macrolideos inducivelmente (Hilpert et al., 2023); a aac(2'), aph(3')-
acetiltransferases em MNT podem inativar aminoglicosideos; beta-lactamases de classe A/B
degradam cefalosporinas e carbapenemas (Nguyen et al., 2024). Adicionalmente, a alta
plasticidade genética ¢ um fator critico que favorece a adaptacdo e o surgimento de resisténcia
adquirida (Nguyen ef al., 2024; Nguyen et al., 2025).

A parede celular de micobactérias contem aproximadamente 60% de seu peso seco €
constituido por lipidios (4cidos micélicos, glicolipideos, lipoarabinomanana). Acidos micélicos
formam uma camada hidrofébica espessa que impede a difusdo passiva de muitos antibioticos
hidrofilicos (Jacobo-Delgado et al., 2023). Singh ef al. (2017) destacam que tal estrutura em
forma de concha protege o bacilo ndo s6 contra antibidticos, mas também contra danos
oxidativos e complemento. Em M. abscessus, essa barreira lipidica, junto com menos porinas
comparada a bactérias Gram-negativas, torna dificil a entrada de moléculas como beta-

lactamicos e fluoroquinolonas e dessa forma, a impermeabilidade combinada com bombases de
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efluxo maximiza a resisténcia intrinseca (Jacobo-Delgado et al., 2023).

2.3 Esquemas terapéuticos atuais e limitacoes

Devido a multirresisténcia, o tratamento de M. abscessus exige combinacdes de
multiplos antibidticos por longo periodo. As diretrizes (ATS/IDSA) recomendam regimens
baseados em macrolideo (claritromicina ou azitromicina), frequentemente em combinagao com
aminoglicosideo (amikacina IV) e outros agentes (p.ex. cefoxitina, imipenem, tigeciclina),
ajustados conforme testes de suscetibilidade (Novosad et al., 2016). Em pratica clinica,
Novosad et al. (2016), um dos poucos estudos a avaliarem os efeitos desses antibioticos,
mostraram que o regime mais usado foi amikacina IV + um segundo antibiotico IV (imipenem
ou tigeciclina) + um macrolideo oral e dependendo do caso, podem ser usados injetaveis
(amikacina, imipenem, cefoxitina) e orais (claritromicina, minociclina, linezolida,
ciprofloxacino). Em doenga pulmonar cavitaria, recomenda-se considerar ressec¢ao cirurgica
de lesdao apo6s quimioterapia inicial. Para M. abscessus subsp. massiliense, a sensibilidade a
claritromicina torna o prognostico relativamente melhor, mas ainda € necessario tratamento
intensivo.

Amikacina (aminoglicosideo) e claritromicina (macrolideo) sdo pilares no tratamento
de M. abscessus. Amikacina IV ¢ altamente bacteriostatica e, combinada a outros, melhora
taxas de conversao microbioldgica; foi usada em ~65% dos casos no estudo de Novosad ef al.
(2016). Claritromicina/azitromicina sao eficazes contra isolados sem resisténcia ao macrolideo
(especialmente subsp. massiliense), sendo usadas em ~70% dos pacientes estudados. Essas
drogas atacam diferentes alvos (proteossoma ribossdmico e sintese proteica), tornando-as
complementares. Entretanto, a dependéncia de amikacina e claritromicina se explica pela
escassez de outras opgdes seguras e ativas contra M. abscessus (Novosad et al., 2016).

Amikacina causa nefrotoxidade e ototoxicidade, especialmente em administragdo
prolongada e a claritromicina provoca efeitos gastrointestinais, arritmias e pode induzir
resisténcia e ainda, muitos isolados ja t€ém resisténcia intrinseca via mutagdes espontaneas. O
que ¢ descrito por Novosad et al. (2016), que observaram que 82% dos pacientes precisaram
trocar regime terapéutico devido a esses efeitos adversos ou falta de eficacia. A duragdo longa
(>12 meses) aumenta a taxa de abandono e complica¢des e mesmo com uso otimizado, as taxas

de cura permanecem baixas (<50%), e recidiva ¢ comum.
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Estudos apontam que o regulador de estresse oxidativo whiB7 em M. abscessus
controla a expressdo de multiplos genes de resisténcia, como demonstrado por Pryjma et al.
(2017), o whiB7 ¢ ativado por claritromicina e, por sua vez, regula genes que conferem
resisténcia a amikacina, acriflavina e tigeciclina. Assim, administrar claritromicina pode
desencadear antagonismo contra amikacina via indugdo de whiB7. Além disso, a expressdo de
whiB7 e outros reguladores de tensdo (como sigH) pode levar a tolerancia ndo especifica a
antibioticos e isso ocorre porque esses reguladores sao ativados por sinais de estresse ambiental,
incluindo a exposi¢ado a antibidticos, e induzem a expressao de genes que conferem resisténcia
a uma ampla gama de medicamentos (Burian et al., 2012). Portanto, alguns regimes de dupla
terapia para M. abscessus podem apresentar efeitos antagdnicos ndo evidentes sem estudos
moleculares aprofundados.

Em MTNs e, em especial, o CMAB, as estratégias com drogas repotenciadas como
bedaquilina e clofazimina tém sido investigadas pela atividade contra cepas clinicas e pelo
potencial antibiofilme, embora a utilidade de clofazimina isoladamente seja varidvel (Kania et
al., 2025; Yao et al., 2025). Abordagens ndo farmacolégicas, como a terapia fagica, também
ganharam destaque como adjuvantes, sobretudo em casos refratarios e intracelulares
(Schmalstig et al., 2024).

Estudos clinicos e experimentais sustentam o interesse em imunomoduladores, como
o interferon-y, e em farmacos capazes de reforcar a resposta imune antimicobacteriana,
incluindo a vitamina D, que atua sobre a atividade microbicida de macrofagos e a producao de
peptideos antimicrobianos em modelos de micobactéria (Teixeira et al., 2018; Jolliffe et al.,
2025). A pesquisa de novas moléculas, como inibidores de biofilme, moduladores de resisténcia
e inibidores de vias relacionadas a captacao de ferro, € critica para ampliar o arsenal terapéutico
e reduzir doses e toxicidade global (Kania et al., 2025; Stelitano et al., 2025). Outra estratégia
promissora ¢ a quelacao de ferro associada a antibidticos, pois a restricao de ferro prejudica a
sobrevivéncia micobacteriana e pode favorecer a depuracdo bacteriana; em modelos de
micobactérias, a deferoxamina mostrou efeito adjuvante ao restaurar a capacidade de

eliminagdo intracelular e a maturacao fagolisossomal (Kotey et al., 2023).

2.4 Ferro na biologia micobacteriana

Micobactérias usam ferro em enzimas vitais como ribonucleotideo redutase (sintese
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de DNA), citocromos (respiragdo), catalases-peroxidases e desidrogenases (metabolismo
energético) (Rodriguez; Smith, 2003; Ratledge, 2004). Sem ferro, as bacilalies ndo conseguem
sintetizar acidos nucleicos nem manter respiracdo oxidativa eficiente, paralisando o
crescimento (De Oliveira et al., 2019; Pereira et al., 2023). Além disso, o ferro influencia
diretamente a viruléncia, na qual muitos fatores de patogenicidade micobacteriana (por
exemplo, producao de lipidios de parede) dependem de ferro para ativagcdo enzimatica (Ferrell
et al., 2022). Portanto, a aquisicao de ferro ¢ critica para infeccdes por M. abscessus, ja que
limitar o ferro no ambiente inibe a multiplicacdao e expressao de fatores de viruléncia, como
sider6foros carboximicobactinas/micobactinas e ferritinas reguladas por IdeR, que sdo
induzidas durante infec¢do em macrofagos (De Oliveira et al., 2019; Pereira et al., 2023).

Em micobactérias, a homeostase do ferro ¢ rigidamente regulada por proteinas
reguladoras como IdeR (em M. tuberculosis) atuam como repressores/dessorsores de genes de
captagdo de ferro conforme o metal estd abundante ou escasso (Sritharan, 2016). M. abscessus
presumidamente possui sistema andlogo (genes homoélogos do sistema IdeR). Quando o ferro
extracelular ¢ abundante, IdeR reprime sideréforos para evitar toxicidade por ferro livre;
quando escasso, ativa genes de sideroforos e transporte para captar ferro disponivel (Pandey;
Rodriguez, 2014). Além disso, micobactérias armazenam ferro em proteinas semelhantes a
ferritina (Bfr) para evitar dano oxidativo por ferro livre (Pereira et al., 2023).

M. abscessus adquire ferro principalmente por sider6foros, moléculas de alta afinidade
por Fe(Ill), conforme estudos recentes que identificaram um sideroforo peculiar (tipo
micobactina) denominado MBT Ab (Mycobactin A. abscessus), secretado via sistema ESX-3
(Bythrow et al., 2022; Foreman; Kolodkin-Gal; Barkan, 2022). Esse sideroforo recolhe ferro
do hospedeiro e o reimporta para o bacilo, com o sistema ESX-3 sendo essencial para sua
exportacdo e utilizacdo (Bythrow et al., 2022). Mutantes de M. abscessus deficientes na
biossintese de MBT Ab (mbtE) ou no sistema ESX-3 mostram crescimento comprometido em
baixos niveis de ferro, demonstrando que esse mecanismo ¢ vital para sobrevivéncia e
viruléncia do germe (Bythrow et al., 2022; Foreman; Kolodkin-Gal; Barkan, 2022). Outro
sistema possivel ¢ a captacao de heme via transportadores (como Mhu/MmpL11), implicados
na aquisi¢ao de ferro heme-dependente (Dubois ef al., 2019). A importancia biologica desses
sistemas se reflete no fato de que, sem eles, M. abscessus ndo sobreviveria nos sitios de
infeccdo, onde o hospedeiro restringe ferritina e transferrina via imunidade nutricional

(Bythrow et al., 2022).
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A limitagdo de ferro forca M. abscessus a reprogramar seu metabolismo central.
Enzimas do ciclo de Krebs e da cadeia respiratoria contém grupos ferro-enxofre (Fe-S), assim,
com pouco ferro ativo, essas vias desaceleram (Foreman; Kolodkin-Gal; Barkan, 2022; Pereira
et al., 2023). Isso leva a reducao de crescimento e entrada em estados lentos ou dormancia, o
que protege o bacilo de antibidticos bactericidas, que requerem divisao ativa e, em paralelo, a
deficiéncia de ferro diminui a producdo de NADH e ATP, limitando a energia bacteriana
(Foreman; Kolodkin-Gal; Barkan, 2022). Essa combinagao de baixo crescimento e alteracdes
metabolicas confere vantagem adaptativa: o microrganismo sobrevivera em condi¢des hostis

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

2.5 Desferrioxamina

2.5.1 Origem, farmacologia, uso clinico e seguranca

A desferrioxamina B (DFO, ou deferoxamina) ¢ um sideréforo natural de Streptomyces
pilosus, desenvolvido como farmaco quelante de ferro. Comercializada como Desferal®, ¢
aprovada para tratar sobrecarga de ferro por transfusdes (talassemia, anemia sideroblastica) e
intoxicagdo aguda de ferro, ligando fortemente Fe(Ill) formando um complexo solavel
(ferroxamina) excretavel pela urina (Velasquez; Wray, 2023). E administrada por via parenteral
(IV ou SC infusdo prolongada) devido a baixa biodisponibilidade oral. Em pacientes cronicos,
DFO ¢ bem tolerada em doses escalonadas (até ~50 mg/kg/dia), mas requer monitorizagao. Off-
label, ja foi testada em intoxicac¢do por aluminio (dialise) e doencas infecciosas em pequena
escala (Velasquez; Wray, 2023).

DFO ¢ um tri-hidroxamato que se liga quase exclusivamente a com constante de
afinidade de ~103! M (Codd et al., 2018; Ding et al., 2021). Ela forma um complexo
hexadentado (1:1) com o ferro, retirando ferro livre das proteinas do hospedeiro (ferritina/labile
pool) e de siderdforos bacterianos (Codd et al., 2018; Novartis Pharma Stein, 2018; Ding et al.,
2021). No nivel molecular, DFO sequestra ferro criando um déficit local para o microrganismo;
por exemplo, se M. abscessus excreta um sider6foro, DFO pode capturar esse ferro e tornar
indisponivel, interrompendo a cascata de captagdo (Savastano et al., 2019; Petrik et al., 2021).
Em células humanas, DFO desfaz a liga¢do ferro-transferrina, reduzindo o ferro acessivel.

Assim, o mecanismo geral ¢ a privagdo de ferro, valendo-se da afinidade maior de DFO por
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Fe’" que a de muitos ligantes bioldgicos (Pawlaczyk; Schroeder, 2021).
A formula molecular da desferrioxamina B é CysHagsNsOs (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 quimica da molécula da desferrioxamina.
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Fonte: PubChem chemistry database (National Institutes of Health, 2025).

A DFO ¢ administrada parenteralmente devido a quase nula absor¢ao oral, sendo
injetado por infusdes prolongadas (normalmente via subcutanea por 8-12 h/dia) e sua meia-vida
¢ curta (20-30 min intravenoso), exigindo alto volume e frequéncia de doses para manter efeito
quelante (Velasquez; Wray, 2023).

A DFO ¢ considerada adjuvante em algumas infec¢des, especialmente as fingicas,
como mucormicose, onde paradoxalmente piora o quadro por fornecer ferro ao fungo Rhizopus,
mas em outras infecgdes bacterianas pode ter efeito oposto) (Velasquez; Wray, 2023). Estudos
sobre tuberculose indicam que a quelagdo de ferro pode potencializar farmacos
tuberculostaticos. In vitro, a combinacdo de DFO com bedaquilina reduziu a carga de M.
tuberculosis em macrofagos (Phelan et al., 2018). Em infecgdes virais e parasitarias
(leishimaniose), a privacao de ferro como estratégia terapéutica tem sido explorada (Banerjee,
S.; Datta, 2023). No contexto de micobactérias, a DFO nao ¢ direcionada ao patdgeno, mas ao
ferro, podendo atuar indiretamente em qualquer infecgdo bacteriana dependente de ferro (Nairz;
Weiss, 2020).

DFO ¢ geralmente bem tolerada, mas os efeitos adversos incluem lesdo retiniana
(retinopatia) e auditiva (neuropatia auditiva), relacionadas a dose acumulada, retardo de
crescimento em criangas, disturbios 0sseos (acimulo de aluminio), e risco elevado de infec¢des
atipicas, especialmente fungos (mucormicose) e bactérias siderofilicas como Yersinia
enterocolitica e Vibrio vulnificus (Hamilton et al., 2016; Velasquez; Wray, 2023). A maioria
das reagdes ¢ leve a moderada e transitoria, embora a urina possa apresentar colora¢ao

avermelhada (Codd et al., 2018; Novartis Pharma Stein, 2018). A DFO, ao fornecer ferro ao
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patdgeno (ferrioxamina), pode agravar infecgdes por esses organismos. Portanto, a quelacdo
prolongada por DFO deve ser acompanhada de monitorizagdo oftalmologica e auditiva
periodica (Flora; Pachauri, 2010).

Em relacdao ao perfil de seguranca, a desferrioxamina nao ¢ classificada como uma
molécula tipicamente hemolitica, mas ao contrério, ha trabalhos mostrando efeito protetor em
eritrocitos sob estresse oxidativo (Santos ef al., 2009; Hermann, 2011). A literatura sugere um
perfil biolégico compativel com modulagdo redox e imunometabdlica, sem evidéncia de
atividade hemolitica (Santos et al., 2009; Phelan et al., 2020).

Em células imunes, essa modulacdo pode envolver a via do 6xido nitrico, uma vez que
o NO participa da defesa antimicrobiana e do balanco inflamatério do macréfago (O’Neill;
Artyomov, 2019; Palmieri; Gow, 2026). Em modelos infecciosos e inflamatérios, a privagao de
ferro por quelantes pode alterar a producao de espécies reativas de nitrogénio e o balango 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 formulagdes otimizadas, a toxicidade pode ser significativamente reduzida
(Xu et al., 2020). Em estudos com macroéfagos humanos, a DFO foi associada a alteragoes
metabdlicas e imunometabolicas sem indicacdo de dano celular grosseiro nas condigdes

avaliadas, sustentando a ideia de efeito bioldgico ndo citotoxica (Phelan et al., 2020).

2.5.2 Propriedades quelantes e mecanismo de sequestro de ferro

Embora DFO nao seja bactericida direto, reduz a disponibilidade de ferro essencial
para o patdgeno, inibindo o crescimento bacteriano. Ha evidéncias de que DFO e analogos
podem travar crescimento de M. tuberculosis in vitro, exigindo concentragdo 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 glicolitico de
macréfagos e resposta inflamatoria, o que pode ajudar a eliminar bacilos (Phelan et al., 2018).

DFO, como um quelante hexadentado de alta afinidade, forma complexos estaveis
predominantemente com Fe** (constante de formacgdo Kf = 10°") e AP** (Kf = 10%°), com
capacidade de ligar ~8,5 mg de ferro férrico por 100 mg de DFO (Novartis Pharma Stein, 2018).

Sua principal fungao € remover o excesso de ferro livre ou aluminio do organismo, deslocando-
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os da ferritina e hemossiderina, mas ndo da transferrina ou hemoglobina, assim, a DFO se liga
ao excesso de ferro ou aluminio, formando os complexos ferrioxaminas e aluminoxamina,
respectivamente (Fisher ez al., 2013).

Estudos com complexos de metal mostram que a DFO possui multiplas unidades
quelantes (Savastano et al., 2019). Ao se complexar com ions metalicos como Fe** ou Zr*", os
grupos quelantes da DFO se dispdem ao redor do centro metalico. No caso do Fe*', as trés
unidades quelantes geralmente se organizam como uma hélice ao redor do ion hexa-coordenado
(Savastano et al., 2019; Katif et al., 2021). Com o Zr*, o centro metalico pode ser octa-
coordenado, com a esfera de coordenagdo saturada pelos grupos quelantes da DFO e, por
exemplo, o 4&tomo de nitrogénio do grupo amina terminal e uma molécula de agua, ou duas
moléculas de agua (Savastano et al., 2019).

No organismo, DFO difunde livremente no liquido intersticial e alcanga tecidos ricos
em ferro (figado, coragdo, bazo) devido a sua distribuicdo extracelular ampla (Vichinsky et al.,
2007). Embora existam andlogos orais (deferasirox, deferiprona), eles diferem estruturalmente
(deferasirox: acido tridentado; deferiprona: hidroxipiridona bidentada) e ndo sdo diretamente
intercambidveis 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 logisticos, como administracdo complexa e possiveis niveis inadequados em locais de
infeccdo cronica devido a meia-vida curta e baixa penetragdo tecidual (Neufeld, 2006;

Mukherjee et al., 2025).

2.5.3 Atividade antibiofilme

O biofilme confere resisténcia ndo genética a antimicrobianos, na qual a matriz
extracelular impede a penetracdo de antibioticos, criando gradientes de concentragcdo, como
bacilos mais internos recebem doses subletais, permitindo sobrevivéncia e sele¢do de tolerantes
(Babrak et al, 2015). Além disso, microrganismos em biofilme tendem a estados
metabolicamente latentes, tornando antibioticos que matam bactérias em crescimento ativa
pouco eficazes e, imunologicamente, o biofilme oculta antigenos de detecgdo celular e resiste
a fagocitose, possibilitando presenca prolongada do patdgeno (Ferris, 2017). Belardinelli et al.

(2021) aprontam que os biofilmes de M. abscessus sdo um dos principais motivos pelos quais
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infeccdes pulmonares por esse microrganismo sdo de dificil cura com antibidticos
convencionais.

Estudo de Wille ef al. (2022) demonstrou que DFO isolada apresentou atividade
antibiofilme contra M. abscessus, com formagdo de biofilme significativamente inibida em
condi¢do de privagdo de ferro, sugerindo que DFO potencializa indiretamente a ag¢do de
macrolideos em biofilmes. Dessa forma, DFO ¢ considerado um candidato de terapia
combinada, visando reduzir a ferrilaxia bacteriana enquanto os antibioticos 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 produgdo de IL-1 em macréfagos humanos
infectados por M. tuberculosis, via estabilizagdo de HIF-1a. A IL-1B ¢ crucial para eliminar
micobactéria, entdo esse achado sugere que DFO estimula respostas pro-inflamatorias eficazes.
Ademais, DFO promoveu metabolismo glicolitico em células infectadas, sem citotoxicidade
detectavel. Isso sugere que DFO pode reforcar a atividade antimicrobiana de macrofagos sem
matar as células hospedeiras. Se esse efeito se aplica a M. abscessus, DFO poderia melhorar a
eficacia microbicida dos macréfagos pulmonares em infecgdes por este patéogeno, reduzindo
simultaneamente a sobrecarga inflamatoria cronica gracas a estabilizacdo metabolica (HIF-1a
dependente), uma vez que, em tuberculose, estratégias HDT (host-directed therapy) propdem
aumentar agdes macrofagicas antimicrobianas ou modular citocinas-chave (Flynn; Chan, 2001).
No contexto de M. abscessus, a imunomodulacdo pode significar estimular macréfagos a
produzir mais espécies reativas ou citocinas protetoras, sem exacerbar uma inflamacao

destrutiva.

2.6 Sinergismo antimicrobiano com Desferrioxamina

A sinergia antimicrobiana ocorre quando a acdo combinada de dois ou mais agentes,
como medicamentos, peptideos antimicrobianos ou quelantes, produz um efeito biologicamente
maior que a soma de seus efeitos isolados (Taheri-Araghi, 2024). Essa potenciacdo pode

resultar no aumento da permeabilidade da membrana bacteriana, facilitando entrada do segundo
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agente, na inibicdo de bombas de efluxo que causariam resisténcia, bloqueio de vias
metabolicas complementares, na desestabilizagdo de estruturas de viruléncia como biofilmes e
na modulacdo da resposta imunologica do hospedeiro (Gongalves et al, 2025). Em M.
abscessus multirresistente, a estratégia de combinagdes sinérgicas permite contornar resisténcia
intrinseca via reducdo de concentracdes bactericidas necessarias (Lopeman et al., 2020).

O teste checkerboard ¢ o método padrdo in vitro para avaliar interacdes
antimicrobianas e baseia-se em matrizes bidimensionais de dilui¢des seriadas de dois agentes
testados simultaneamente, vantajoso devido a simplicidade e reprodutibilidade, embora seja
estatico e ndo capture dinamica temporal de interagdes (Brennan-Krohn; Kirby, 2019). Em cada
pogo, duas séries de concentragdes, uma crescente de cada agente, sdo ensaiadas, permitindo
determinar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) combinada para cada ponto onde nao ha
crescimento bacteriano visivel, assim o Indice Fracionario de Inibi¢do (FICI) é entdo calculado
(Brennan-Krohn; Kirby, 2019). Os critérios interpretativos padronizados sdo FICI < 0,5,
indicando sinergia, 0,5 < FICI < 4,0, indicando aditividade/indiferenca, e FICI > 4,0
(antagonismo) (Odds, 2003).

Estudos clinicos de DFO e antibioticos estdo em andamento, mas dados especificos
em M. abscessus ainda sdo escassos (Wille, 2022). A claritromicina e amicacina emergem como
promissores nessa interagdo, com sinergias demonstradas em pesquisa com peptideos
antimicrobianos, os quais exercem acao sobre membranas bacterianas, com mecanismos que
também envolvem competi¢do por ferro ou modulagdo imunologica do hospedeiro, e cuja
interacao promove redugao de FICI (Mhlongo ef al., 2023).

Estudos recentes indicam que a claritromicina, isoladamente, em M. abscessus, podem
aumentar a secre¢do de EVS e o trafego proteico, contribuindo para resisténcia ao fairmaco
(Vermeire et al., 2024). Os resultados dos estudos de Flores (2018) revelaram que, apesar de
serem alternativas terapéuticas para micobactérias de crescimento rapido (MCR), M. abscessus
mostrou resisténcia a claritromicina e ainda, a inibicdo da formagdo de biofilmes e sua
erradicacdo ndo foram completamente atingidas. No entanto, a resisténcia adquirida a
claritromicina pode estar relacionada a mutagdes pontuais que acarretam substituicdo da
adenina na posi¢cdo 2058 ou na posi¢do 2059 na regido do gene rrl que codifica o dominio
peptidil transferase do rRNA 23S (Carneiro, 2016).

Adicionalmente, a resposta ao farmaco pode depender da formulacao utilizada, na qual

a claritromicina nanoencapsulada demonstrou superioridade na inibi¢do da formagdo de
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biofilmes e na destrui¢do da matriz microbiana em comparagdo a forma cristalina/livre, em
todas as concentracdes testadas e para as trés cepas de MCR avaliadas (Flores, 2018).

As diretrizes oficiais de pratica clinica 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 infecgdes por M.
abscessus recomendam, diante dos efeitos benéficos versus riscos de resisténcia, iniciar o
tratamento com um regime multidrogas que inclua macrolideos, abrangendo no minimo trés
farmacos com eficacia 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
combinagdo DFO + claritromicina, que ¢ bacteriostatica e liga-se a subunidade 50S
ribossomica, inibindo sintese proteica em M. abscessus com sensibilidade macrolidica
(Kanatani; Guglielmo, 1994; Flores, 2018), ¢ teoricamente sinérgica porque atua via
mecanismos complementares, enquanto a DFO restringe ferro (limitando sintese de enzimas
vitais), a claritromicina bloqueia sintese proteica. Dessa forma, a Desferrioxamina tem
potencial para modular a produgdao de EVs e a resisténcia a antibioticos (Temel; Aksoyalp,
2024).

Em rela¢do a amicacina, que ¢ um aminoglicosideo, bactericida e causa dano letal
direto via inibicdo da tradugdo proteica e indu¢do de dano ao DNA e pode manter atividade
contra cepas resistentes a tobramicina e a gentamicina devido a menor inativagdo pelas enzimas
bacterianas acetilase, adenilase e fosforilase (Sizar; Rahman; Sundareshan, 2023).

A amicacina, sozinha ou em combinagdo com outros antibioticos, ¢ usada para tratar
uma variedade de infecgdes graves causadas por bactérias Gram-negativas aerobicas, bem como
micobactérias e Nocardia (Ramirez; Tolmasky, 2017), atuando de forma bactericida ao se ligar
a subunidade 30S do ribossomo bacteriano, causando erros na tradugdao de proteinas e,
consequentemente, danos a membrana citoplasmatica 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 antibidticos de bactérias Gram-negativas, com foco na potencialidade de
sinergia e mecanismos de acdo, reforcam a hipdtese de que a privagao de ferro pode aumentar
a eficacia de antibidticos como a amicacina, mas mostram que o efeito depende das

caracteristicas especificas da bactéria. Em M. absessus, DFO + amicacina pode produzir
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sinergismo promovendo a privacdo de ferro e reduzindo o estado metabolico bacteriano,
tornando o bacilo menos capaz de reparar dano, enquanto amicacina causa dano direto letal,
resultante de sinergismo bacteriostatico + bactericida.

A importancia da amicacina (aminoglicosideo) e claritromicina (macrolideo) no
manejo da infecgdo reside no fato de que a Amicacina ¢ altamente bacteriostatica e, combinada
a outros, melhora taxas de conversdo microbiologica e claritromicina sdo eficazes contra
isolados sem resisténcia ao macrolideo (Novosad et al., 2016), atacando diferentes alvos,
tornando-as complementares, mas seu uso exige atencao aos efeitos colaterais e a possibilidade
de resisténcia induzida (Kim et al., 2015).

O uso de adjuvantes como DFO oferece valor clinico por abordar a homeostase de
ferro, ndo coberto por antibidticos, potencialmente reverter resisténcia ao reduzir metabolismo
bacteriano, inibir biofilmes e viruléncia, permitir reducdo de doses de antibioticos
convencionais, reduzindo toxicidade (Wille, 2022). Adicionalmente, o uso bem-sucedido de
relebactam + imipenem + amoxicilina contra M. abscessus MDR, eliminou 100% de isolados
clinicos pela acao sinérgica dos inibidores de beta-lactamase (Lopeman et al., 2020).

Outra vantagem reside na redugao 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 comparacao aos farmacos isolados (Taheri-Araghi, 2024).
Essa abordagem permite diminuir a dose de amicacina, mitigando nefro e ototoxicidade, reduzir
a claritromicina, diminuindo riscos de arritmias, interagdes via citocromo P450 e intolerancia
gastrointestinal, ¢ empregar DFO, com perfil de seguranca estabilizado em uso crénico para
talassemia, cujos efeitos adversos (retinopatia, neuropatia auditiva) s@o monitoraveis e
reversiveis (Neufeld, 2006; Cappellini, 2008). Adicionalmente, pesquisas em andamento
indicam que terapias combinadas contra M. abscessus podem reduzir a duragdo total de

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

2.7 Analises in silico de mecanismos adjuvantes da DFO

Estudos in silico de docking auxiliam a descobrir novos farmacos ao simular
rapidamente a interagdo 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 uteis na triagem virtual de bibliotecas quimicas contra alvos-chave de
micobactérias, e tém sido validadas historicamente em tuberculose para guiar modificagdes de
drogas (Kitchen et al., 2004).

O docking molecular determina interacdes energéticas favoraveis entre ligante e alvos
de interesse, prevendo posi¢cdes e orientacdes que maximizam ligacdes de hidrogénio,
hidrofobicas e complementariedade estrutural (Ferreira, 2013). Os estudos in silico de docking
sdo essenciais para explorar a interacdo da desferrioxamina com alvos proteicos de M.
abscessus, permitindo inferir afinidades € mecanismos no contexto de privagdo de ferro,
resisténcia e viruléncia (Abbas et al., 2025). Essa abordagem integra-se a descoberta de
farmacos contra micobactérias ndo tuberculosas, considerando a atividade antibiofilme e
antimicrobiana da desferrioxamina ja demonstrada in vitro (Wille, 2022).

Estudos in silico reduzem drasticamente o nimero de moléculas a serem sintetizadas
e testadas experimentalmente, gragas a alta preditividade dos métodos computacionais na
previsao de interagdes ligante-alvo (Ferreira, 2013). No contexto de M. abscessus, eles aceleram
a identificacdo de inibidores para alvos como InhA, essenciais para biossintese de acidos
micolicos e superagdo de resisténcia (Abbas et al., 2025).

Dentre os alvos de interesse de andlise de interagdes energéticas favoraveis, a Eis2
atua como enzima modificadora de aminoglicosideos, conferindo resisténcia, como descrito em
estudos cristalograficos de alta resolucdo, nos quais dados in vivo sugerem que a delecdo de
eis2 aumenta significativamente a atividade antibacteriana da amicacina no tratamento de
infeccdes por CMAB (Lore et al., 2022). Outro alvo ¢ a InhA, enoil-ACP redutase, que ¢
essencial para biossintese de dcidos micoélicos, 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 B-oxidacao de lipidios, TrxB2 na redugdo de tioredoxina
contra estresse oxidativo, e F-ATP sintase na fosforilagdo oxidativa essencial (Ruth et al., 2019;
Fong et al., 2026).

Esses alvos ligam o metabolismo energético (fumarase, F-ATP sintase, enoil-CoA
hidratase na -oxida¢do) a viruléncia, como troca para acidos graxos intracelular e formagao de
biofilme ferro-dependente (Dubois ef al., 2019). Eis2 e TrxB2 promovem resisténcia a
aminoglicosideos e estresse oxidativo, respectivamente, enquanto InhA afeta parede celular e

persisténcia (Dubois et al., 2019; Lor¢ et al., 2022). A DFO, sequestrando ferro, potencializa
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inibi¢do desses processos ferro-dependentes, reduzindo sobrevivéncia e inflamacdo (Wille,
2022).

Ressalta-se que o docking tem limitagdes, uma vez que emprega proteinas em uma
conformagdo estatica, ignorando flexibilidade dinamica do alvo, e geralmente simplifica a
solubilidade e entropia do ligante (Abbas et al., 2025), assim a validagdo experimental, como
ensaios bioquimicos, citotoxicidade e in vivo, ¢ imperativa.

Outro método de andlise in silico trata-se do servigo PASS (Prediction of Activity
Spectra for Substances), ferramenta capaz de prevé o espectro de atividades biologicas de um
composto com base em sua estrutura quimica, fundamentando-se no principio de que a
atividade biologica ¢ determinada pela estrutura molecular (Parasuraman, 2011), avaliando
compostos quanto a probabilidade de atividade biologica (Pa) e probabilidade de inatividade
(P1), gerando um espectro predito de agdes farmacologicas com base em estrutura molecular
(Filimonov et al., 2014).

Ferramentas como PASS e andlises de expressdo diferencial podem sugerir perfis
biologicos compativeis com atividade antimicrobiana, anti-inflamatéria e anti-viruléncia,
embora devam ser interpretadas como preditivas e ndo definitivas (Abdul-Hammed et al.,
2024).

De forma geral, as predigdes in silico alinham-se a modulagdo génica observada em
privagdo de ferro, onde genes de ferritinas (mycma 0076 e mycma 0077) sdo downregulados
em Mabs, reduzindo armazenamento de ferro e ativando uptake via desregulacao do regulador

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

2.8 Escassez de adjuvantes quelantes especificos para M. abscessus

Apesar do interesse crescente em terapias anti-viruléncia, ainda ha escassez de
adjuvantes quelantes especificamente estudados para M. abscessus (Victoria et al., 2021; Mori
et al., 2023), assim grande parte do conhecimento disponivel deriva de outros patdogenos ou de
micobactérias relacionadas, o que evidencia uma lacuna de investigagdo translacional.

Nesse cenario, a DFO destaca-se por reunir atributos importantes, a base
farmacolodgica conhecida, plausibilidade biologica relacionada ao ferro e evidéncias
preliminares de antibiofilme em micobactérias de crescimento rapido (Wille, 2022; Mori et al.,

2023).
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Adicionalmente, o potencial translacional da DFO estd na possibilidade de compor
regimes adjuvantes voltados a reducgdo de ferro disponivel, ao enfraquecimento de biofilme e a
amplificacao do efeito de antimicrobianos convencionais, como a amicacina (Victoria et al.,
2021; Wille, 2022). Em contextos de infeccdo por M. abscessus, 1sso pode significar menor
carga bacteriana, maior chance de controle da doenca e potencial redu¢do de recaidas.

Além disso, o fato de a DFO ja possuir uso clinico em outras indicagdes facilita, ao
menos em tese, andlises para estratégias como efeito adjuvante e aceleracdo translacional,
embora ainda sejam necessarios estudos farmacocinéticos, toxicologicos e in vivo especificos
para a micobacteriose por M. abscessus. Assim, as investigagdes se inserem em uma agenda de
inovagdo terapéutica baseada em alvos metabolicos, anti-viruléncia e otimizagdo de

combinagdes antimicrobianas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade bioldgica e antimicrobiana da desferrioxamina in silico e in vitro

contra Mycobacterium abscessus subsp. massiliense.

3.2 Objetivos especificos

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

b) Avaliar o potencial hemolitico da DFO em eritrécitos humanos, in vitro,

c¢) Avaliar o efeito da DFO na produgdo de 6xido nitrico (NO), in vitro;

d) Determinar a Concentragao Inibitoria Minima (CIM) e Bactericida Minima (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 macr6fagos murinos
RAW 264.7 infectados, in vitro;

h) Avaliar o efeito da deferoxamina (DFO) na expressao génica de citocinas, in vitro,

1) Investigar biodisponibilidade oral, farmacocinética e toxicidade predita da
desferrioxamina, in silico;

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

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

Mabs.
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4 METODOLOGIA

4.1 Microrganismo e Condicoes de Cultivo

Mycobacterium abscessus subsp. massiliense (BCCIPTSP Go01) foi utilizada em
todas as andlises 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 condi¢des aerobias (Cao et al., 2024; Kaur et al., 2024).

A utilizagdo do isolado clinico foi autorizada mediante assinatura de termo de
consentimento livre e esclarecido, conforme aprovado pelo CAAE: 21357413.4.0000.5084.

Foram utilizadas ferramentas de inteligéncia artificial sem interferencia na
interpretagdo dos dados ou conclusdes. O conteudo foi integralmente revisado, com total
responsabilidade pela originalidade e integridade académica, com prompts devidamente

anotados (Apéndice A).

4.2 Selecao dos Compostos para Analises Computacionais

As estruturas quimicas 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 analises in

silico.

4.3 Preparacao do In6culo Bacteriano

Uma colonia isolada de Mabs foi suspensa em PBS contendo 0,05% Tween 80 em
tubos contendo esferas de vidro estéreis e homogeneizada por vortex até completa dispersdo. A
turbidez foi ajustada visualmente a escala 0,5 de McFarland (~1 x 10®* UFC/mL) e confirmada
por leitura espectrofotométrica a 625 nm (absorbancia = 0,105). Apds repouso por 30 min, 50
uL da suspensao foram diluidos em 9,95 mL de caldo Mueller—-Hinton, obtendo-se uma

concentragdo final de 1 x 10* UFC/mL (Moraes-Neto et al., 2022).
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4.4 Ensaio de Citotoxicidade e Viabilidade celular em Macrofagos murinos RAW 264.7

A citotoxicidade da DFO foi avaliada em macréfagos murinos da linhagem RAW
264.7 utilizando o método do MTT [brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-Ail)-2,5-difeniltetrazoélio].
As células (1x10° células/pogo) foram semeadas em placas de 96 pogos, cultivadas em meio
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) e suplementadas com 10% de soro fetal bovino
e tratadas com diferentes concentragcdes de DFO (12,5-400 uM). A incubagao foi realizada por
24 h a 37 °C em atmosfera de 5% CO>, sem agitacdo. 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 absorbancia em espectrofotometro a
540 nm (Sousa et al., 2010). Todos os experimentos foram realizados em triplicata técnica de

cada uma das trés réplicas bioldgicas independentes.
4.5 Determinacao da Atividade Hemolitica

Eritrocitos humanos foram obtidos a partir de concentrados de hemacias provenientes
de bolsas de sangue (preservadas em CPDA-1) cedidas pelo Hemocentro do Maranhao. O uso
do material bioldgico foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Ceuma
(Parecer N° 1.570.437). As hemécias foram lavadas trés vezes com solugdo salina tamponada
com fosfato (PBS, pH 7,4) por centrifugagao (2000 rpm, 10 min, 4 °C) antes de serem
ressuspensas para os ensaios de hemolise. As hemécias foram isoladas e incubadas com DFO
(12,5400 uM) por 60 min a 37 °C. Foram utilizados como controles de 0% e 100% de lise o
tampao PBS e o Triton X-100 (0,05%), respectivamente. A liberacdo de hemoglobina foi
quantificada por leitura espectrofotométrica a 540nm.

A atividade hemolitica foi expressa em relagao ao Triton X-100 e calculada usando a

seguinte formula (1):

(As — Ab) x100
Ac—Ab (1)

% hemdlise =
Onde Ab ¢ a absorbancia do controle (branco sem extrato), As ¢ a absorbancia na
presenca do extrato e Ac € a absorbancia na presenca 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 trés

réplicas bioldgicas.

4.6 Quantificacio da Producao de Oxido Nitrico (NO)

A producdo de NO foi determinada pela quantificacdo de nitrito acumulado no
sobrenadante das culturas através da reagao de Griess. Macréfagos murinos RAW 264.7 foram
infectados e ativados com lipopolissacarideo LPS (1 pg/mL) e simultaneamente tratados com
DFO (12,5400 uM). Apds o periodo de tratamento, aliquotas do sobrenadante foram incubadas
com o reagente de Griess e a absorbancia foi medida a 540nm. Para garantir que a redug@o nos
niveis de NO nao fosse decorrente de morte celular, a viabilidade dos macrofagos nestas
condig¢des foi confirmada pelo ensaio de Sulforrodamina B (SRB), que quantifica o contetido
proteico celular total (Lee et al., 2017).

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

réplicas bioldgicas.

4.7 Determinacio da Concentracio Inibitoria Minima (CIM) e Concentraciao Bactericida

Minima (CBM)

A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de microdiluicido em caldo
Mueller—Hinton (Himedia, Mumbai, India) em placas de 96 pogos. Foram testadas
concentragdes seriadas de DFO (10—4,87 pg/mL), AMK (128-0,06 pg/mL) e CLA (32-0,015
png/mL) considerando CIM (Concentragdo Inibitéria Minima) e CBM (Concentragdo

Bactericida Minima), conforme Quadro 4.

Quadro 1. Determinagdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentracao Bactericida

Minima (CBM).

Etapa / Parimetro Descri¢io e Procedimento Observacoes / Critérios de Leitura
Determinagao da | A CIM corresponde a menor concentragdo | Detectada pela auséncia de mudanga de
Concentracdo Inibitdria | capaz de inibir o crescimento bacteriano | cor apds adicdo de resazurina a 0,01%
Minima (CIM) visivel. (azul — rosa com crescimento).

Leitura da CIM Realizada ap6s 5 dias de incubagdo, seguida | Interpretacdo visual conforme protocolo
de reagdo com resazurina 0,01% (Sigma- | padronizado .

Aldrich, St. Louis, MO, USA) e nova
incubacao de 24 h.

Determinagdo da | A CBM foi determinada por subcultivo das Incubagdo por 5 dias a 37 °C; leitura
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Concentracao aliquotas sem crescimento visivel em agar | baseada no crescimento dos controles.

Bactericida Minima | Middlebrook 7H11.

(CBM)

Critério de CBM Menor concentragdo de DFO, AMK ou CLA | Equivale a redugdo >3 log;o UFC/mL;
que impediu o crescimento micobacteriano | segue padrdes CLSI/EUCAST .
(>99,9% de morte celular).

Considerou-se a formulas de Calculo de Morte Bacteriana (2):

UFC inicial=UFC final o, 10 (2)
UFC jnicial

% morte =

Os dados foram expressos em log, conforme formula (3):
LogloredUan = loglO(UFC inicial) — log,oUFC final (3)

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

réplicas bioldgicas.
4.8 Avaliacao de Sinergismo (Método Checkerboard)

O potencial sinérgico entre desferrioxamina, amicacina e claritromicina contra
Mycobacterium abscessus subsp. massiliense foi avaliado pelo método de microdiluicdo 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
x 10° UFC/mL, e inoculada em placas de 96 pogos contendo combinacdes seriadas dos
antimicrobianos (0,25x a 4x MIC). As placas foram incubadas a 37 °C por 3-5 dias, sendo o
crescimento bacteriano avaliado por inspecao visual (Takei et al., 2020). Todos os experimentos
foram realizados em triplicata técnica de cada uma das trés réplicas biologicas.

A concentragdo inibitoria minima (CIM) para cada combinacao foi determinada como
a menor concentra¢do onde nao se observava turvagao visivel. Para cada combinagao testada,
foi calculado o Indice de Concentragio Inibitoria Fracionada (FICI) (Takei et al., 2020),

conforme a férmula (4):

FICI = +

MIC, = MICg

(4)
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Onde A ¢ a concentragdo do composto A na combinagdo (ug/mL), MICa é MIC do

composto A testado isoladamente (ng/mL), B € concentragdo do composto B na combinagao
(ng/mL) e MICg ¢ MIC do composto B testado isoladamente (pg/mL).

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

Quadro 2. Critérios de Interpretagao FICI.

Valor de FICI Interpretagao Significado Clinico

<05 Sinergismo Efeito combinado > soma dos efeitos individuais
0,5<FICI<1,0 Efeito aditivo Efeito combinado ~ soma dos efeitos

1,0 <FICI<4,0 Indiferenca Sem interagdo 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 Formacao de Biofilme e Producao de Vesiculas Extracelulares

A inibi¢do da formacao de biofilme por Mabs tratada com DFO, AMK ou CLA (0,5x%,
1x e 2x CIM) foi avaliada pelo método de cristal violeta em placas de 96 pogos de fundo chato
(poliestireno). As culturas foram mantidas em caldo Middlebrook 7H9 (Himedia, Mumbai,
India) suplementado com OADC e sem a adicdo de Tween 80, a 37 °C por 5-7 dias em
condig¢des estaticas para permitir a adesdo bacteriana (Faboro; Daniel, 2024).

Ap6s a incubagdo, o conteudo planctonico foi removido e os pogos foram lavados trés
vezes com 200uL de PBS (pH 7,4) para a eliminagdo de células ndo aderidas. O biofilme
remanescente foi fixado com 200uL de metanol (grau analitico) por 15 minutos. Em seguida,
as amostras foram coradas com 200uL de cristal violeta a 0,1% por 15 minutos em temperatura
ambiente. Apos nova lavagem em agua destilada para remover o excesso de corante, a biomassa
foi solubilizada em 200uL de etanol a 95% por 30 minutos. A densidade Optica (DO) foi
mensurada a 570nm em leitor de microplacas. Os experimentos foram realizados em trés
réplicas bioldgicas independentes (n = 3), com cada amostra testada em triplicata técnica.

As vesiculas 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 centrifugagdo seriada (3.000x g e 15.000x g). As EVs foram coletadas por
ultracentrifugagdo a 100.000x g por 2 h a 4 °C, utilizando uma ultracentrifuga Optima L-90K
e rotor de angulo fixo Type 70 Ti (Beckman Coulter, Brea, CA, USA). Apds lavagem em PBS,
as EVs foram quantificadas pelo método do acido bicinconinico (BCA) a 562 nm, com os
resultados normalizados pelo nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) da cultura
original (Vermeire et al., 2024). Os experimentos foram realizados em trés experimentos
biologicos independentes (n = 3), com analises realizadas em triplicata técnica para garantir a

precisao dos dados.

4.10 Infeccao e Sobrevivéncia Intracelular em Macréfagos murinos RAW 264.7

Macrotagos murinos RAW 264.7 foram infectados com Mabs em uma multiplicidade
de infecgdo (MOI) de 10:1, representando a propor¢do de 10 bactérias para cada célula
hospedeira. Esta propor¢do foi selecionada para assegurar uma eficiéncia de infec¢do de
aproximadamente 100% das células, minimizando a interferéncia de macrofagos ndo infectados
no resultado final, a0 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 infec¢do, permitindo
que macrofagos ndo infectados interfiram nos resultados experimentais. Por outro lado, MOIs
superiores a 20:1 tendem a induzir morte celular precoce em razao da sobrecarga bacteriana,
comprometendo a avaliacao da resposta celular ao longo do tempo. Dessa forma, a escolha da
MOI 10:1 representou um equilibrio adequado entre eficiéncia de infeccdo e viabilidade celular.

Ap6s eliminagdo das bactérias extracelulares com gentamicina 50 pg/mL (por 1 hora),
as cé¢lulas foram tratadas com DFO, AMK ou CLA nas concentracdes de 0,5x, 1x ¢ 2x CIM. A
carga bacteriana intracelular foi avaliada nos tempos 0, 4, 8, 12 e 24 h ap6s lise celular com
uma solu¢do de Triton X-100 a 0,1% em 4agua destilada estéril para a liberagdo das
micobactérias intracelulares. As células foram entdo lavadas duas vezes com 500 pL de PBS
estéril para a eliminagao de bactérias extracelulares residuais. Em seguida, adicionaram-se 200
uL de agua destilada estéril para promover a lise celular por choque hipotonico, com incubagao
a 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

liberacao completa das bactérias intracelulares sem comprometer sua viabilidade.
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A quantificacdo das bactérias liberadas foi realizada por plaqueamento em meio so6lido.
Foram preparadas dilui¢des seriadas do lisado, variando de 107" a 10® em PBS estéril, e 100
uL de cada diluicdo foram inoculados na superficie de placas de agar contendo meio
Middlebrook 7H10 ou 7H11 suplementado com OADC. As placas foram incubadas a 37°C,
sob atmosfera de 5% de CO-, por um periodo de trés a cinco dias. Apds a incubacdo, apenas as
placas contendo entre 30 e 300 coldnias foram consideradas para a contagem, permitindo uma
quantificagdo estatisticamente confiavel. O numero de unidades formadoras de colonia por

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

UFC/mL = (nimero de coldnias x fator de dilui¢do) / volume inoculado (mL)

numero de colonias X fator de diluigdo

UFC/mL = (5)

volume inoculado (mL)

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

al., 2022), conforme formula (6):

Log!°reducdo = l0g,o(UFC ;~o) — 10g10UFC ¢—p4p (6)

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

réplicas bioldgicas.

4.11 Analise da Expressao Génica de Citocinas

Macrofagos 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% COa. As células foram infectadas com Mycobacterium abscessus (MOI 10:1) e tratadas
por 24 h com desferrioxamina (0,5%, 1x e 2x CIM: 4,875-19,5 pg/mL), amicacina (1 pg/mL)
e claritromicina (0,007 pg/mL). A manutencdo desta MOI ¢ critica para garantir que a
modula¢do da expressdo génica reflita uma resposta celular homogénea ao patéogeno [80]. O
RNA total foi extraido com o RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) e quantificado pelo
espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). A pureza

e integridade do RNA foram asseguradas por meio das razdes de absorbancia Azeo/A2so €
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A260/A230, considerando-se apenas amostras com valores entre 1,8 e 2,2 para normalizacio
subsequente. Ap6s a quantificagdo, o0 RNA foi tratado com DNase I (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) para eliminagdo de DNA gendmico. A sintese 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 reagdo 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-a (Fator de Necrose Tumoral alfa), IL-1B (Interleucina-1 beta), IL-6
(Interleucina-6), IL-10 (Interleucina-10), IFN-y (Interferon-gama) e TGF-f (Fator de
Crescimento Transformador beta). As sequéncias dos iniciadores (primers) utilizados estdo

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

Quadro 3. Sequéncias de primers utilizados.

Gene Direcio Sequéncia (5' — 3") Comprimento (pb)
TNF-a Forward GCCCAGGCAGTCAGATCATC 20
TNF-a Reverse CGCCACCATGAGCACTGAAAG 21
IL-1P Forward CTGAGGTGCTGATGTACCAG 20
IL-1P Reverse TAGATAGGCAGACAGCACGA 20
IL-6 Forward TGACAAAGCCAGAGTCCTTC 20
IL-6 Reverse CTACATTTGCCGAAGAGCCCC 21
IL-10 Forward GGGAAGCTGAGAACCAAGAC 20
IL-10 Reverse CAGTGAGGCGTACAGCCGTAG 21
IFN-y Forward TGAATGACTGGAGTGCCAAG 20
IFN-y Reverse CGACAGCAGCGACTCCTTTT 20
TGF-B Forward ACCCTGGATACCAACTATTG 20
TGF-B Reverse CGGGACTGATCCTAGTGTATT 21
B-actina Forward TGACAGGATGCAGAAGGAGA 20
B-actina Reverse TGCTGATCCACATCTGCTGGA 21

A eficiéncia de amplificacdo para todos os primers foi determinada por curvas de
calibracao, situando-se entre 95% e 105%.

O gene PB-actina foi selecionado como gene de referéncia por se tratar de um gene
constitutivo, cuja expressao ocorre em niveis estaveis e consistentes entre diferentes condi¢des
experimentais. Essa caracteristica garante sua adequagao para a normalizagdo da expressao de
genes-alvo em analises de RT-qPCR. Além disso, a B-actina apresenta baixa variagdo de
expressdo frente a estimulos ou tratamentos, minimizando interferéncias nos resultados
relativos de quantificagdo. Trata-se de um padrio amplamente reconhecido na literatura

cientifica internacional, sendo frequentemente utilizado em estudos de expressdo génica. A
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validagdo prévia dos primers empregados confirmou a integridade do material genético e a
especificidade da amplificagdo, assegurando a confiabilidade dos dados obtidos.

A expressdo génica relativa foi calculada pelo método 2-44¢

, conforme o protocolo de
calculo descrito no Quadro 7. Para este calculo, o grupo de macrofagos infectados e ndo tratados
foi utilizado como calibrador (unidade de referéncia = 1,0), permitindo a quantificagdo do
impacto da DFO, AMK e CLA sobre a modulacao génica (Livak; Schmittgen, 2001; Cheng et

al., 2020).

Quadro 4. Passo a Passo para o calculo da expressio relativa — Método 2724,

Passo a passo

Descricao / Formula

Exemplo

1. Determinagdo do Ct
(Cycle Threshold)

Ct: ciclo em que a fluorescéncia ultrapassa
o limite de detecgdo; Registro automatico
pelo equipamento de qPCR em tempo real.

2. Célculo de ACt para

ACt = Ct (gene alvo) — (7 (gene de

Ct TNF-0.= 22,5

cada amostra Ct p-actina= 18,0

ACt=225-18,0=4,5

ACt TNF-a (infectado + DFO) = 24,2;

ACt TNF-a (infectado sem tratamento) = 22,5
— AACt=1,7

Expressdo Relativa=2 ~17=0,31

referéncia)

3. Caélculo de AACt
(Comparativo  entre
amostras)

4. Célculo da
Expressdo Relativa

5. Interpretagdo dos
resultados

AACt = ALt (amostra tratada) — ACT
(amostra ndo tratada)

Fxpressio Relativa= 2—A44Ct

Valor = 1,00 — Sem alteragdo (igual ao
controle)

Valor < 1,00 — Downregulation (reduggo)
Valor > 1,00 — Upregulation (aumento)

Em proporgao, 1 — 0,31 =reducdo de 69% em
relacdo ao controle.

As diferengas entre grupos foram analisadas por ANOVA seguida de pos-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 trés

réplicas bioldgicas (n=3).

4.12 Docking Molecular

O potencial de interacdo entre desferrioxamina, amicacina e claritromicina com a
proteina Eis2 de Mycobacterium abscessus subsp. massiliense foi avaliado por estudos de
docking molecular (Quadro 3). As estruturas quimicas dos ligantes foram obtidas no PubChem
(CID: 2973, 37768 e 84029, respectivamente) e preparadas no Open Babel, com otimizagao
conformacional em 3D pelo campo de forca MMFF94 (Merck Molecular Force Field) e
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conversdao 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 Proteina Familia Modo de aciio
Metabolismo lipidico Enoil-CoA Hidratase tipo | Prejuizo a B-oxidagdo de
hidratase/isomerase MaoC intermedidrios derivados do colesterol
Metabolismo energético Fumarase (Fumarato | Liase Interrupgdo do ciclo do écido citrico por
hidratase) competicdo com o substrato (malato)
Sobrevivéncia intracelular | Proteina Eis2 N-acetiltransferase | Bloqueio da acetilacao de
/ Resisténcia (familia GNAT) aminoglicosideos e dos mecanismos de
resisténcia
Metabolismo energético Subunidade & da F- | ATP sintase Inibicéo conformacional do
ATP sintase (Mabe) (subunidade ¢€) acoplamento rotacional, afetando a
sintese de ATP
Metabolismo energético Fumarase (Fumarato | Liase Interrupgao do ciclo do acido citrico por
hidratase) competi¢do com o substrato (malato)

A estrutura cristalografica da proteina 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 sitio ativo identificado pelo PrankWeb (coordenadas x = 29.5, y =7.2, z =
59.7).

A afinidade ligante-receptor foi estimada pela variagdo da energia livre de Gibbs (AG),
sendo valores mais negativos interpretados como interagdes mais favoraveis e estaveis (Trott;
Olson, 2010; O’Boyle et al., 2011).

As interagdes moleculares foram analisadas no BIOVIA Discovery Studio Visualizer
4.2, com identificagcdo dos principais residuos envolvidos e caracterizacao dos tipos de ligagao
(hidrogénio e interagdes hidrofobicas) (Trott; Olson, 2010; O’Boyle et al., 2011; Dassault
Systémes, 2015).

4.13 Analise ADME e Prediciao de Propriedades Toxicologicas (in silico)
As propriedades farmacocinéticas como absor¢do, distribui¢do, metabolismo e

excrecao foram avaliados utilizando 0 servidor SwissADME

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

descritores moleculares como massa molecular, nimero de aceitadores e doadores de ligagdes

de hidrogénio, lipofilicidade, refratividade molar, nimero de ligacdes rotativas e area de
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superficie polar topolédgica, aplicando-se a Regra dos Cinco de Lipinski para estimativa de

semelhanga com farmacos (Quadro 1) (Chen et al., 2020).

Quadro 6. Critérios de Lipinski para Semelhanga com Farmacos.

Descritor Critério Violagoes Aceitaveis
Peso Molecular (MW) <500 Da <1

LogP (Lipofilicidade) <5 <1

Doadores de H (HBD) <5 <1

Aceitadores de H (HBA) <10 <1

Ligacdes Rotativas (nRB) <10 Sem limite

Area de Superficie Polar (TPSA) 20-130 A2 Sem limite

Nota: Moléculas que violam mais de um critério podem ter biodisponibilidade oral reduzida. Analogos de fArmacos
podem apresentar até 2 violagoes; LogP: Medida de lipofilicidade; LogP > 5 indica potencial acimulo em tecidos
lipidicos; HBA/HBD: Alto numero pode comprometer permeabilidade intestinal; nRB: Numero de ligagoes
rotativas; > 10 indica alta flexibilidade conformacional; TPSA: Area de superficie polar; valores < 20 A2 indicam
baixa permeabilidade celular; > 130 A2 indicam dificuldade de permeacio.

A toxicidade foi predita por meio dos servidores admetSAR

(https://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar?) € ProTox-II (https://tox.charite.de/protox3-

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

maquina para prever DLso oral, hepatotoxicidade, carcinogenicidade, citotoxicidade,

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

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

Classe DLso (mg/kg) Categoria Classificacado GHS
I <5 Fatal por ingestdo Classe 1
I 5-50 Toéxico Classe 2
I 50-300 Toxico Classe 3
v 300-2000 Prejudicial Classe 4
\% 2000-5000 Praticamente ndo toxico Classe 5
VI > 5000 Nao toxico Classe 6

Nota: Valores de DLso sdo preditos por modelagem de similaridade molecular e devem ser validados

4.14 Predicao de Atividades Bioldgicas (in silico)

As atividades bioldgicas foram avaliadas utilizando a plataforma PASS Online
(Prediction of Activity Spectra for Substances), disponivel em:

(www.way2drug.com/passonline).
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As estruturas quimicas em formato SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry
System) foram obtidas do PubChem. Atividades com probabilidade de atividade (Pa) superior
a probabilidade de inatividade (Pi) foram consideradas relevantes. Para interpretacdo 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 possiveis atividades cujo valor de Pa ¢ maior que o
valor de Pi; (2) Se o valor de Pa for maior que 0,7 a chance de encontrar a atividade
experimental ¢ alta; (3) Se o valor de Pa estiver entre 0,5 e 0,7 a chance de encontrar esta
atividade experimentalmente ¢ intermediaria;(4) se o valor de Pa for menor que 0,5 a chance de
encontrar atividade experimental desta molécula ¢ baixa. Atividades com probabilidade de
atividade (Pa) superior a probabilidade de inatividade (Pi) foram consideradas relevantes.
Genes candidatos a downregulation foram selecionados quando Pa > 0,5 (Filimonov et al.,

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

4.15 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média = desvio padrao (DP) de trés experimentos
biologicos independentes (n = 3), cada um realizado em triplicata técnica para assegurar a
reprodutibilidade dos dados. A significancia estatistica das diferengas entre os grupos
experimentais foi avaliada por meio da analise de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias
(one-way ou two-way ANOVA), conforme a natureza das variaveis, seguida pelo pds-teste de
Tukey para multiplas comparagdes. Valores de p < 0,05 (*), p <0,01(**), p < 0,001 (***)ep
<0,0001 (****) foram considerados estatisticamente significativos. As analises estatisticas e a
elaboragdo das representagdes graficas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism

versao 8.0.1 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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Abstract: Mycobacteria cause tuberculosis and other serious diseases. Understanding their mecha-
nisms of resistance to our immune system and exploring novel drugs are critical strategies to combat
infections. A bibliometric analysis was performed to identify publication trends and critical research
areas in the field of the antimicrobial activity of desferrioxamine. A total of twenty-four publications
on the topic, from 2012 to 2023, were retrieved from databases including Web of Science, Scopus,
PubMed, and Embase, using specific keywords. The quality of the publications was assessed using
impact and productivity metrics, with an average annual publication rate of 2.1 articles. The United
States emerged as the most productive country, with medicine (23.4%, 11 publications) and biochem-
istry, genetics, and molecular biology (21.3%, 10 publications) as the top research fields. The five most
cited publications accounted for 672 citations, with a relatively low h-index (11:11). In conclusion,
there has been a lack of publications on this topic in the last decade. The United States dominates
production and publication in this area, and there appears to be limited exchange of knowledge, ideas,
and technology within the field. Therefore, fostering international cooperation through funding is
essential to facilitate further research and development of desferrioxamine-related studies.

Keywords: siderophore; desferrioxamine; anti-infective agents; Mycobacterium

1. Introduction

Bacteria of the genus Mycobacterium are responsible for various diseases affecting
the respiratory system and other organs in humans and animals and include more than
200 species [1]. These microorganisms can be found mainly in soil and water, but most do
not cause infection or disease and are considered apathogenic [2]. Among the pathogenic
bacteria, we have two groups. One is the Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC),
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formed by M. tuberculosis (Mtb) along with seven other similar mycobacteria: M. bovis,
M. africanum, M. microti, M. caprae, M. pinnipedii, M. canetti, and M. mungie [3], which
are pathogens capable of causing tuberculosis (TB), one of the main causes of death from
infectious diseases in the world, surpassed only by COVID-19 [4].

Other mycobacterial infections are caused by non-tuberculous mycobacteria (NTM),
which include species of the Mycobacterium abscessus complex (MABSC), characterized as
rapidly growing mycobacteria [3]. This complex includes related species: M. abscessus,
M. massiliense, and M. bolletii [5]. These bacteria can cause chronic pulmonary disease,
post-traumatic wound infection, and disseminated cutaneous disease, mainly in immuno-
compromised patients, and are very common among patients with cystic fibrosis, according
to clinical data [2].

The currently recommended treatment for TB patients is a six-month regimen of
four first-line drugs: isoniazid, rifampicin, ethambutol, and pyrazinamide. The success
rate of treatment is at least 85% [6]. The species possess intrinsic and acquired resistance
mechanisms, making them some of the most problematic microorganisms to treat, with
therapy often extending over months or even years, with the risk of antibiotic toxicity and
a high rate of treatment failure [2]. The antimicrobial resistance of these mycobacteria is
related to their composition and lipophilic structure, as mycobacteria have a cell wall that
confers intrinsic resistance to several antibiotics. This lipophilic property creates a physical
barrier that prevents proper diffusion of antibacterial drugs through the cell wall, thereby
reducing the efficacy of antibiotics against these mycobacteria [6].

Drug-resistant TB represents a serious threat to global public health, hindering TB case
control worldwide. Multidrug-resistant tuberculosis (MDR-TB) is defined as a clinical form
resistant to rifampicin and isoniazid, while extensively resistant tuberculosis (XDR-TB), in
addition to resistance to rifampicin and isoniazid, also exhibits resistance to fluoroquinolone
and a second-line injectable drug such as amikacin, capreomycin, or kanamycin [7].

The search for compounds with novel mechanisms of action and physicochemical
properties that enhance intracellular accumulation or act synergistically with other antimy-
cobacterial drugs may represent a strategy to reduce and prevent further drug resistance [8].
Consequently, recent research has explored non-antibiotic antimicrobial agents as an alter-
native to current drugs [9]. In this context, metallophores and siderophores can be reported.
Metallophores are secondary metabolites secreted by bacteria that play an important role
in their virulence [10]. They are low-molecular-weight molecules produced under the con-
ditions of scarce availability of essential transition metal ions such as iron. To support this
iron deficiency, bacteria have developed various mechanisms for obtaining iron from the
host since it is important for their colonization during infection. These mechanisms include
the acquisition of heme-bound iron, absorption by membrane-bound uptake systems, and
secretion of siderophores [11].

Siderophores, high-affinity iron metallophores, are essential pathogenicity factors in
bacteria. There are four distinct types of siderophores: catecholate, phenolate, hydroxamate,
and carboxylate, classified according to their iron-chelating portions. Siderophores are a
type of chelating agent that can sequester iron and prevent its absorption by pathogenic
microorganisms [12].

One alternative is host-directed therapies (HDTs), such as the use of the iron chelator
subtype desferrioxamine (DFO) B, as studies have shown that it can be used as an adjuvant
therapy with the combination of antimicrobials [13,14]. DFO is a drug that binds iron
and aluminum and is produced by removing the trivalent iron portion of ferrioxamine
B, an iron-containing sideramine produced by the actinomycete Streptomyces pilosus. This
chelating agent is known for its high binding affinity for trivalent iron and lower affinity
for other metals [15]. HDTs, combined with antimicrobial agents, may favor more effective
elimination of bacteria, thus reducing treatment time, which may improve adherence, pre-
venting the emergence of these rapidly growing drug-resistant mycobacteria and reducing
the adverse effects caused by prolonged use of antimicrobials [14].
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Given the above, we propose a bibliometric study, as such investigations are fun-
damental for assessing the flow of science and information and determining the state of
the art or knowledge [16]. Bibliometric indicators have become essential as they provide
crucial information on the number of authors, studies, countries, scientific connections,
journals, and impact factors of existing publications within each product category. We
acknowledge that studies correlating the antimicrobial activity of desferrioxamine remain
scarce, with many gaps to be filled. Therefore, this bibliometric review is necessary to
assess the quantity and quality of indexed publications on the antimicrobial and biological
activities of desferrioxamine.

2. Results

Forty-one studies were obtained from searches in the Scopus, Web of Science (WOS),
CINAHL, EMBASE, WHO, and Pubmed /Medline databases. After the studies were refined
based on a temporal filter (2012 to June of 2023), document type (articles), and language
(English), a total of twenty-four studies remained. All articles included in the research were
then subjected to bibliometric data analysis.

2.1. Articles on Desferrioxamine and Predictors of Siderophores and Antimicrobial Agents: Year,
Authors, Title, and Journal

The main data from the 24 publications are presented in Table 1. As shown, the yearly
publication count was limited. Nevertheless, the number of publications experienced
growth in 2022 (N = 6, representing 25% of the total), indicating an increasing interest
among researchers in investing more in this field in recent years.

Table 1. Publications on the antimicrobial activity of desferrioxamine, from 2012 to June of 2023.

Year Authors Title Journal
2023 [17] Dvorelt)czl;la i‘_:’hA": g:m))va, T Polymyxin B Conjugates with Bio-Inspired International Journal of
Demyanova Eu K:;zh}'kc;;'a;-VIakh E Synthetic Polymers of Different Nature Molecular Sciences
S(:ry‘::; Scl::‘:e‘:]'lloeg:; i:‘::‘:"iﬂ;?a Proceedings of the National
2022 [18] Shepherdson, EM.E, Elliot, M.A. S P i R Academy of Sciences of the
competitive advantage during growth with p .
. United States of America
other microbes
Proteomic Investigation of the Antibacterial
2022 [19] Bty Don%a:;;n ’YX" () Le, X, Mechanism of Cefiderocol against Escherichia ~ Microbiology Spectrum
o coli
Pita-Grisanti, V., Chasser, K., Sobol, T., Understanding the Potential and Risk of g
nz Cruz-Monserrate, Z. Bacterial Siderophores in Cancer Fondiprote Slosingy
Comparative Studies to Uncover
Naclerio, G.A., Onyedibe, K.I., Mechanisms of Action of . :
2022[21]  garanja, C.W., Aryal, UK., Sintim, HO. N-(1,3,4-Oxadiazol-2-yl) benzamide S ——
Containing Antibacterial Agents
Deep Functional Profiling of Wild Animal
2022 [22 MBoal:iusm}:’i:aMY.l}' l((u;izsl::ler\l;glhl'i\,’ Microbiomes Reveals Probiotic Bacillus International Journal of
- T'erv.;kl:ox.;‘ S, S T pumilus Strains with a Common Biosynthetic Molecular Sciences
i Fingerprint
Deflandre, B., Stulanovic, N., The virulome of Streptontyces scabiei in T ;
) Planckaert, S,, (...), Devreese, B., Rigali, S. response to cello-oligosaccharide elicitors Iicroblsl Garoutics
Thiocillin and micrococcin exploit the Journal of Antimicrobial
2021 [24] Chan, D.CK.,, Burrows, L.L. ferrioxamine receptor of Pseudomonas urnal of Antimicrobi

aeruginosa for uptake Chemotherapy




Pharmaceuticals 2023, 16, 1335

50

40f18

Table 1. Cont.
Year Authors Title Journal
Whole genome sequence of the
g ; multi-resistant plant growth-promoting
2020 [25] Da\.ul.a Costa, ) 5 Hodlkdeson, BA. bacteria Streptomyces sp. Z38 with potential Genomics
Paterlini, P, Romero, C.M., Alvarez, A. o il Rt "
application in agroindustry and
bio-nanotechnology
, Desferrioxamine Supports Metabolic
2020 [26] Phelmg)]é;lhﬁf:aﬁ'lxkf:::); C6¥ Punctionin Primary Human Macrophages  Frontiers in Immunology
L . Infected with Mycobacterium tuberculosis
Development of neutropenic murine models e e
2020[27]  Kidd, J.M., Abdelraouf, K., Nicolau, D.P.  of iron overload and depletion to study the Sntinlcwbidl Agenie.and
. . 2o . Chemotherapy
efficacy of siderophore-antibiotic conjugates
Sal . The bacterial siderophore enterobactin
2019 [28] Kiriman"eI:'vv):lx:aaOIC);( S’ Ys;:.}: ?Ksu’r:\al)" M confers survival advantage to Salmonella in Gut Microbes
) st i o e macrophages
A manganese photosensitive tricarbonyl
2017 [29] Rana, N, Jesse, H.E., Tinajero-Trejo, M., molecule [Mn(CO)3(tpa-k3N)]Br enhances Microbiology (United
- (...), Schatzschneider, U., Poole, R.K. antibiotic efficacy in a multi-drug-resistant Kingdom)
Escherichia coli
Huayhuaz, ].A.A., Vitorino, H.A,, . Desfgrrioxam.ine ol ’
desferrioxamine-caffeine as carriers of Journal of Trace Elements
2017 [30] Campos, O.S,, (...), Kaneko, TM., . i . . 3 e .
Esposito, B.P aluminum and gallium to microbes via the in Medicine and Biology
re Trojan Horse Effect
Thyagarajan, S.L., Ramanathan, G., Microbial Siderophore as MMP inhibitor: An
2017 [31] Singaravelu, S,, (...), Perumal, P.T., interactive approach on wound healing Wound Medicine
Sivagnanam, U.T. application
2016 [32] Pupin, M., Esmaeel, Q., Flissi, A, (...), Norine: A powerful resource for novel Synthetic and Systems
e Jacques, P, Leclere, V. nonribosomal peptide discovery Biotechnology
2015 [33] Kishimoto, S., Nishimura, S., Hatano, M., Total Synthesis and Antimicrobial Activity of Journal of Organic
o Igarashi, M., Kakeya, H. Chlorocatechelin A Chemistry
Jayasinghe, S., Siriwardhana, A., Natural iron sequestering agents: Their roles iRt Juey
2015 [34] - 3 . Pharmacy and
Karunaratne, V. in nature and therapeutic potential Plscnaceading Salanicss
2014 [35] Frangipani, E., Bonchi, C.,, Minandri, F,  Pyochelin potentiates the inhibitory activity  Antimicrobial Agents and
o Imperi, F, Visca, P. of gallium on Pseudomonas aeruginosa Chemotherapy
Siderophore-drug complexes: Potential Trends in Pharmacological
2014 [36] Gorska, A., Sloderbach, A., Marszall, M.P.  medicinal applications of the “Trojan horse’ Sibomons
strategy
Mn(II)/Mn(III) and Fe(IIl) binding capability
201437 Farkas, E., Szabg, O., of two Aspergillus fumigatus siderophores, Journal of Inorganic
Parajdi-Losonczi, P.L., Balla, G., Pécsi, L. c;’els',femrnacmcmcet),lﬁinsn;:l :;:Ié Biochemistry
2 : Gram-positive siderophore-shuttle with Proceedings of the National
2013 [38] Fakushima, T, Mlkved, B, Siay A Xy 1% iron-exchange from Fe-siderophore to Academy of Sciences of the
Andersen, UN., Raymond, K.N 8 P y
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Interspecies interactions stimulate
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2013 [39] Aliicudini T Desslits, BC., Calsc . diversification of the Streptomyces coelicolor mBio
secreted metabolome
Slcl1al (Nrampl) impairs growth of
2012 [40] Weiss, G., Fritsche, G., Nairz, M., Salmonella enterica serovar typhimurium in Journal of Leukocyte
Libby, S.J., Fang, EC. macrophages via stimulation of lipocalin-2 Biology
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2.2. Analysis of the Annual Number of Publications, Main Journals, and Regions/Countries

Figure 1a displays the number of publications on the antimicrobial activity of desfer-
rioxamine over the years, revealing a low count in most years, with an absence in 2018 and
a peak in 2022. The average number of articles published in journals during the studied
period is 2.1 publications per year. The publications retrieved in this study were distributed
among 21 journals, and the journals displaying greater interest in the subject are depicted
in Figure 1b.

(b)

2013 204 2015 2016 207 20 20W 2020 201 2022 2023
Yoar
o Journal Of == ACS Infoctious Diseases
® Frontiers In Immunociogy -~ Antimicrobial Agents And Chemotherapy
* Proceedings Of The National Academy Of Sciences Of The United States Of America
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Figure 1. (a) Number of annual publications. (b) Most productive journals. (¢) Countries/regions
with the highest publication output on the antimicrobial activity of desferrioxamine from 2012 to
June of 2023.

Regarding the regions/countries of the 24 publications included in the review, the
majority originated from the United States, accounting for 23.4% (seven publications),
followed by Canada with 10% (three publications). Belgium, Germany, Russia, and the
United Kingdom contributed 6.7% each (two publications each), while countries such as
Argentina, Austria, Brazil, and China each presented one publication, representing 3.3%
each, as demonstrated in Figure 1c.

2.3. Analysis of the Main Funding and Affiliated Institutions

A total of 34 funding agencies were active in the area, and the top 10 funding agencies
for research in this area were identified. The National Institute of Allergy and Infectious
Diseases funded the largest number of research projects, as shown in Figure 2a. A total of
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National Institute of Allergy and Infe...

Natural Sciences and Engineering ...
Agencia Nacional de Promocién Ci...
Beatson Institute for Cancer Resear...
Biotechnology and Biological Scien...
Consejo Nacional de Investigacione...

Crohn's and Colitis Foundation of A...

Fonds De La Recherche Scientifiqu...

National Institutes of Health

72 institutions contributed to the topic based on their region/country of origin, as shown
in Figure 2b. Most of these affiliations (23.6%) were from the United States, followed
by the Russian Federation (13.8%), France (11.1%), and China and Hungary (5.5% each,
with four affiliations each). The United Kingdom, Belgium, and Argentina each had 4.2%
(three members each), while Italy, Sri Lanka, Ireland, Germany, and Japan each had 2.8%
(two members each). Finally, Brazil, Poland, and Austria had only one affiliation each,
representing 1.4%.

Duke University

25 3 35 4 45

o
o
o
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o
N

Percentage of affiliations by publications || 5.5%

N 23.6% ]4.2%

B 13.8% [ 2.8%
0 1000 2000 km B 11.1% - 1.4%

[]83% L1100

Figure 2. Publications by funding institutions (a) and affiliated institutions (b) conducting research
on the antimicrobial activity of desferrioxamine from 2012 to June of 2023.

2.4. Analysis of Document Types and the Most Prolific Areas of Publication

Regarding document types, Figure 3a reveals the identification of 4 reviews and
20 original articles. Notably, the prominent areas of publication include medicine (23.4%,
11 publications), biochemistry, genetics, and molecular biology (21.3%, 10 publications),
immunology and microbiology (17.0%, 8 publications), chemistry and pharmacy, pharma-
cology, and toxicology (10.6%, 5 publications each), as shown in Figure 3b.
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Figure 3. Publications by document type (a) and publication by area (b) on the antimicrobial activity
of desferrioxamine, from 2012 to June of 2023.
2.5. Analysis of Citations and Index Analysis
Table 2 displays the number of citations per year for each publication, and the cu-
mulative citations of the top 10 publications from 2012 to 2023 amounted to 672 citations.
Additionally, we highlight the five most cited journals along with their respective indica-
tors: MBio (244 citations, CiteScore 10.8/SjR 2.283 /SNIP 1.357), Trends in Pharmacological
Sciences (114 citations, CiteScore 23.3/SjR 2.964/SNIP 2.373), Journal of Leukocyte Biology
(55 citations, CiteScore 11.0/SjR 1.622/SNIP 1.219), Proceedings of the National Academy of
Sciences of the USA (45 citations, CiteScore 19.2/SjR 4.026/SNIP 2.765), and Antimicrobial
Agents and Chemotherapy (43 citations, CiteScore 10/SjR 1.415/SNIP 1.175).
Table 2. Citations of the top 10 publications on the antimicrobial activity of desferrioxamine, from
2012 to June of 2023.
Citations
Article Title Journal <2019 2019 2020 2021 2022 2023 Total
306 60 71 102 85 48 672
Interspecies interactions stimulate
diversification of the Streptomyces MBio 151 20 19 28 18 08 244
coelicolor secreted metabolome
Siderophore-drug complexes: , ;
Potential medicinal applications of ~ 17°"0° '"S’:'.”'""““""g"”' 54 12 13 18 13 07 117
: ; iences
the “Trojan horse” strategy
Slc11al (Nrampl) impairs growth
of salmonella enterica serovar
typhimurium in macrophages via Journal of Leukocyte Biology 39 3 2 7 3 1 55
stimulation of lipocalin-2
expression
Gram-positive siderophore-shuttle
with iron-exchange from Proceedings of the National 24 5 3 5 4 4 45
Fe-siderophore to apo-siderophore  Academy of Sciences of the USA
by Bacillus cereus YxeB
Pyochelin potentiates the inhibitory s
activity of gallium on Pseudomonas Anisicrdbisl Agsnts 17 5 3 8 6 4 43
. Chemotherapy
aeruginosa
Norine: A powerful resource for ;
novel nonribosomal peptide Sy "”'f’m and Systews 7 7 5 2 4 0 25
Biotechnology
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Table 2. Cont.

Article Title

Journal

Citations

<2019

2019

2020

2021

2022 2023

Total

306

60

71

102

85

48 672

A manganese photosensitive
tricarbonyl molecule

[Mn(CO)3(tpa-x3N)]Br enhances

Microbiology

antibiotic efficacy in a
multi-drug-resistant escherichia coli

Desferrioxamine Supports

Metabolic Function in Primary
Human Macrophages Infected with

Frontiers in Immunology

Muycobacterium tuberculosis

The bacterial siderophore
enterobactin confers survival

advantage to Salmonella in

macrophages

Gut Microbes

Desferrioxamine and

desferrioxamine-caffeine as carriers
of aluminum and gallium to

Medicine and Biology

microbes via the Trojan Horse Effect

Journal of Trace Elements in

In the analysis of the top 10 institutions, it is evident that the majority are located in
developed countries such as the USA, the United Kingdom, Canada, and Belgium. Notably,
the institution with the highest number of publications, citations, and the best h-index is the
National Institute of Allergy and Infectious Diseases (4 journals/345 citations/h-index 3).
On the other hand, the National Institutes of Health had two published journals with only
19 citations, and the Natural Sciences and Engineering Research Council of Canada with
two publications, had merely nine citations. In contrast, the institutions Biotechnology and
Biological Sciences Research Council and Beatson Institute for Cancer Research, both from
the United Kingdom, had only one publication each; however, they garnered more than 20

citations each (Table 3).

Table 3. The top 10 institutions and the number of publications researching the antimicrobial activity
of desferrioxamine, from 2012 to June of 2023.

Rank Institution Number of Papers Citation H-Index Country
1 National Institute of Allergy and Infectious Diseases 4 345 3 USA
2 National Institutes of Health 2 19 1 USA
3 Natural Sciences and Erégai:::l:ing Research Council of 2 9 2 il
Agencia Nacional de Promocion Cientifica y Tecnologica 1 7 1 Argentina
Beatson Institute for Cancer Research 1 21 1 United Kingdom
Biotechnology and Biological Sciences Research Council 1 24 1 United Kingdom
7 Consejo Nacional deTI.IZ\ve.stigaciones Cientificas y 1 12 1 Argentina
écnicas
Crohn'’s and Colitis Foundation of America 1 19 1 USA
9 Duke University 1 0 USA
10 Fonds De La Recherche Scientifique—FNRS 1 1 Belgium
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2.6. Analysis of Indicators in Terms of Citation and Impact Factor

Figure 4 illustrates the CiteScore (a), SjR (b), and SNIP (c) graphs compared in terms of
citations and impact factor related to siderophore-desferrioxamine-antimicrobial research,
demonstrating that the journals Proceedings of the National Academy of Sciences of the USA,
Frontiers in Immunology, and Antimicrobial Agents and Chemotherapy achieved the highest
scores and metrics over the years.
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Figure 4. Indicators of publications on the antimicrobial activity of desferrioxamine, from 2012
to June of 2023. (a) Illustrates of CiteScore. (b) Illustrates of SJR, and (¢) Illustrates of SNIP. The
graphs compared in terms of citations and impact factor related to siderophore-desferrioxamine—
antimicrobial research.
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The CiteScore is a straightforward measure of citation impact for sources such as
journals. It is based on the number of citations received by documents in a journal over
four years, divided by the number of the same types of documents indexed in Scopus
and published in those same four years. The SCImago Journal Rank (SjR) graph expresses
the average number of weighted citations received in the selected year by documents
published in the chosen journal in the preceding three years. On the other hand, the Source
Normalized Impact per Paper (SNIP) graph provides a corrective metric to account for
differences in citation potential across different fields.

The graph below depicts a 45-degree line (Figure 5), representing a 1:1 relationship
between publications and citations, highlighting that out of the 24 documents considered
for the h-index, 11 were cited at least 11 times (Figure 5). A comprehensive view of the
selected documents reveals a general trend of citation growth starting from 2014 with
27 citations (Figure 6). However, there were peak periods such as 2015 (58 citations), 2017
(72 citations), 2020 (70 citations), and 2021 (96 citations). Conversely, there were periods
with relative decreases, like 2016 (56 citations), 2018 (62 citations), 2019 (50 citations), 2022
(77 citations), and up to June 2023 with 44 citations.

Citations
g 8 &8 8 B8

°°soeo#eeoeooo$¢&$9&¢vﬁééﬁwvéﬁ

Figure 5. h-index of publications on the antimicrobial activity of desferrioxamine, from 2012 to June
of 2023.

5

Citations

T 21 201 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2 22 23

Years
Figure 6. Citations of publications, over an 11-year period, on the antimicrobial activity of desferriox-
amine, from 2012 to June of 2023.

2.7. Analysis of Co-Occurrence and Keyword Density Analysis

The networks of keyword co-occurrence (a) and word density or “hotspots” (b) were
elucidated through an analysis involving a combination of the most cited references,
keyword co-occurrence, clusters, and bursts, primarily focusing on the antimicrobial activity
of desferrioxamine. The system mapped 772 terms, with the minimum selection criterion
being the occurrence of a term at least five times in the publications, resulting in 27 words,
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and among these, 7 keywords received special attention: “desferrioxamine”, “article”,
“siderophore”, “controlled study”, “nonhuman”, “iron”, and “unclassified drug” (Figure 7).
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Figure 7. (a) Visualization of keyword co-occurrence. (b) Visualization of word density in publications
on the antimicrobial activity of desferrioxamine, from 2012 to June of 2023.

In the visualization of the keyword co-occurrence analysis, the size of the colored
circles indicates the frequency of occurrence of these words, and the lines connecting the
nodes represent their co-occurrence in the same publication. The smaller the distance
between two nodes, the higher the number of occurrences of the two keywords together.
The hotspots are represented by the intensity of color and the size of the circle, where
intense yellow stands out.
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2.8. Analysis of Author Groups and Authors with Most Citations

After analyzing the authors and co-authors, a total of 143 names were identified,
considering a maximum of 25 authors per document and a minimum of 1 document per
author. By examining the frequency of names, it was observed that the largest cluster of
related authors consisted of 16 names (Figure 8).

gL VOSviewer

Figure 8. Visualization of the most cited authors in the field of the antimicrobial activity of desfer-
rioxamine, from 2012 to June of 2023.

3. Discussion

This bibliometric review study of the scientific literature published on the antimicrobial
activity of desferrioxamine from 2012 to 2023 allowed us to visualize the most recent and
globally relevant scientific productions related to the proposed topic. Through the analysis,
we observed a scarcity of publications in indexed databases. Of the 41 articles initially
selected (as shown in the flowchart), 17 were excluded for not meeting the inclusion
criteria, leaving only 24 studies for bibliometric analysis within the proposed timeframe.
Furthermore, there was an uneven distribution of publication years for these journals, with
no publications in 2018 and almost three times as many in 2022 compared to the average
of the other years. This uneven distribution may be strongly related to the onset of the
SARS-CoV-2 pandemic, as it was particularly observed in 2021, leading to a significant
decrease in the number of scientific publications on topics unrelated to COVID-19 [4].

Regarding the countries with the highest number of publications, the United States
takes the lead. This can be explained by several factors, including greater incentives and
investments in research compared to other countries, and primarily because the United
States has historically provided ample space for scientific production, unlike many other
countries, such as Brazil, which prioritizes professional education in key areas of knowledge
rather than creating research opportunities [41].

Among the prominent articles, ten received a more significant number of citations,
each publication ranging from 15 to 244 citations, for a total of 672 citations in the last
10 years for these ten articles analyzed. This high number of citations can be explained
by the fact that most of these journals are in the field of medicine, indicating that these
publications have gained significant international and multidisciplinary visibility on the
topic [42,43].

Another striking result of this bibliometric review is the low impact of the publications
as revealed by the h-index. However, when other citation metrics and impact factors
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were evaluated (CiteScore, SJR, and SNIP), focusing on desferrioxamine associated with
siderophore and antimicrobial predictors, the most significant publications were found
in journals dedicated to microbiology, immunology, and pharmacology. Several factors
and barriers may explain this low impact of publications, such as the focus of journals
on specific, innovative, and timely topics; low publication quality that prevents access to
specialized and high-impact journals; lack of incentives for research in the field; the need
for greater financial and technological investment to improve study quality, especially in
developing countries; and the fact that a journal’s impact factor does not necessarily reflect
the quality of an article [44]. In addition, research resources are often directed towards the
development of high-cost technologies and treatments, making it difficult to implement
study results in low-income countries [43,45].

In the word density analysis, the term “antimicrobial” was absent in both abstracts and
titles. However, other terms such as “antibacterial activity” and “unclassified drug” may
indicate similarity to the antimicrobial term. Siderophore desferrioxamine was the most
prominent among the words. Siderophores are organic molecules that bind to iron with
high affinity and specificity and perform various biological functions [46]. They have been
studied in several areas, such as microbial ecology, where they can facilitate the cultivation
of recalcitrant microorganisms; agriculture, where they can stimulate plant development;
biological control, where they can act as antifungal or antibacterial agents; bioremediation,
where they can mobilize or immobilize heavy metals; biosensing, where they can signal the
presence of iron in various matrices; and medicine, where they can potentiate the action
of antibiotics against multiresistant bacteria [47]. Research also reports the activities of
siderophores with an antifungal effect, which is a mutual effect between iron and calcium
in fungal pathogens, and the combination of calcium with an iron chelator could serve to
improve antifungal therapy [48].

The presence of the words Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa near desfer-
rioxamine was also verified, suggesting research with a potential siderophore effect for
these two pathogens. No words related to the term mycobacteria were found. The use of
appropriate terms that reflect the purpose of the research is paramount, as they effectively
guide the reader and consolidate search strategies in databases [45].

In mapping the network of authors, we found that the largest network of researchers
is composed of North American scholars, branching out into smaller groups while still
maintaining key researchers across these groups. This quantitative consolidation forms a
cohesive group of researchers. This phenomenon can be attributed to the regional proximity
of researchers as well as the higher number of publications and citations originating from
the same region/country [43].

This study presented limitations regarding the few references for data comparison.
Thus, we found that there are few studies on the use of siderophores and the use of
desferrioxamine as alternatives for host-directed therapies for mycobacteria. It is necessary
to stimulate more research in the various areas of knowledge in the future, with funding
and international cooperation, as only in this way will we obtain a solid base of information
with more robust data regarding more effective treatments in the control of difficult-to-treat
diseases, since these diseases have a negative impact on the quality of life of affected people.

4. Materials and Methods
4.1. Origin and Research Strategy

All data were collected in June 2023. The topic was desferrioxamine associated with
siderophore and antimicrobial predictors; publications in peer-reviewed journals between
2012 and June of 2023 were retrieved from Scopus, WOS, CINAHL, EMBASE, WHO, and
PubMed /Medline databases to conduct this research.

WOS (owned by Clarivate, formerly Thomson Reuters) and Scopus (owned by El-
sevier) are the most well known sources of citation data with curation by subscribing
institutions. They are also the most widely used databases for bibliometric analysis [15,16].
The combination of WOS and Scopus databases covers a wider range of scientific disci-
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plines, a more comprehensive range of publication dates, and a wider range of countries
while providing detailed citation analysis.

Cumulative Index to Nursing and Allied Health (CINAHL) involves rigorous curation
of OA journals, resulting in a growing collection of 1253 global OA journals. Once validated
and certified for inclusion, these OA journals undergo high-quality subject indexing and
sophisticated, accurate full-text linking, covering titles published since 1937 (information
collected from each database’s website—not included in the references).

Embase is a unique medical literature database that goes beyond content. By indexing
full-text content from Emtree and specific search terms, it retrieves all relevant and current
results, including information that may not be available in other databases.

The WHO Library is the world’s leading public health library. It provides access
to WHO knowledge as well as to other sources of scientific literature produced world-
wide. The resources and expertise of the WHO Library also bring scientific evidence and
knowledge to low- and middle-income countries through a number of low-cost, high-
impact initiatives.

PubMed is a free resource that supports the search and retrieval of biomedical and life
sciences literature to improve global and individual health. The database contains over 35
million citations and abstracts from the biomedical literature. It does not include full-text
journal articles; however, links to the full text are generally available if they are accessible
from other sources, such as the publisher’s website or PubMed Central (PMC). PubMed has
been publicly available online since 1996 and is developed and maintained by the National
Center for Biotechnology Information (NCBI) at the National Library of Medicine (NLM),
part of the National Institutes of Health (NIH).

The search strategy used was as comprehensive as possible to identify all relevant
publications. Keyword mapping was used to structure the search: “siderophores” AND
“desferrioxamine” AND “antimicrobial”. Each article extracted from Scopus TM includes
information on the authors, institutional affiliation, country, year of publication, journal of
origin, title, abstract, keywords, and references. The literature search process is shown in
Figure 9.

Bibliographic data collection —i Apply FILTERS ‘
Define KEYWORDS [ Year > 2012 l English ] [ Article, Reviem
Health Area I I Quartil Q1 - Q2 ]
|Sidctopllolc l Desferrioxamine ” Antimicrobial I |
(AND) DFO OR IRON CHELANT l Exclude UNRELATED DOCUMENTS ‘
Search in titles, abstracts, keywords RESULTS =24

Figure 9. Bibliographic data collection process.

Literature quantity and publication trends were analyzed in terms of total publications,
research types, research organizations, author contributions, journals, and funding. Publi-
cation quality was assessed by total citation frequency, average citations per article, h-index,
CiteScore, SCImago Journal Rank (SjR), and Source Normalized Impact per Paper (SNIP).
Related data such as the number of publications, citations, h-index, journal, references, and
keywords were extracted and recorded as bibliometric indicators.
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4.2. Preliminary Screening

Disagreements regarding inconsistent content were discussed and resolved. Two
authors independently screened articles based on their titles to identify duplicate articles
and articles that met the exclusion criteria (e.g., case studies, protocols, letters, books, and
reports unrelated to the topic of interest). Articles that could not be judged to meet the
inclusion criteria based on their titles alone were retained for the next screening stage [17],
which was completed on 30 June 2023. Thus, inclusion and exclusion criteria were used to
limit the age range of the articles reviewed (Table 4).

Table 4. Inclusion and exclusion criteria.

Inclusion Criteria Exclusion Criteria
v Peer-reviewed journal articles 7  Dissertations
v Research articles 7/  Letters
v Reviews (narrative and systematic) v  Conference abstracts
v Clinical studies /  Case studies
v Theoretical articles 7/  Protocols
v Articles in English 7  Books
v Abstract available v Unrelated articles or those whose main
v Articles on DFO and Mycobacteria outcome was not DFO
v DFO as the topic of interest

4.3. Access to Information
Citation information for all articles was exported from Scopus.

4.4. Bibliometric Analysis

This study conducted a quantitative descriptive analysis based on bibliometric analy-
sis, and the data generated are presented in graphs and tables with results in absolute and
percentage terms.

Bibliometric mapping and cluster analysis were performed using VOSviewer version
1.6.15 (Leiden University, the Netherlands), a software tool for constructing and visualizing
bibliometric networks. Thematic maps were created using QGIS 3.32 from geocoding
performed by measuring latitude and longitude on the website https://pt.batchgeo.com
(accessed on 15 June 2023), using the DATUM SIRGAS 2000 geodetic reference system.

Bibliometric mapping visualizes the literary production in publications and citation
information for a specific field. Cluster analysis uses different algorithms to detect the
natural division of networks of research groups (clusters) based on similarity, allowing
the visualization of co-authorship networks involving researchers, institutions, and coun-
tries [18].

4.5. Ethics

As this was an analysis of existing research, ethical approval was not required. No
authors were contacted for further information about their publications.

5. Conclusions

The total number of publications on desferrioxamine and its biological activities has
grown exponentially over the last decade. However, the proportion of articles on the topic
remains low. Research groups worldwide are encouraged to focus their collaborative efforts
on high-quality research and clinical trials.
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Abstract: Infection by Mycobacterium abscessus subsp. massiliense poses a growing public
health threat, especially to immunocompromised individuals. The pathogenicity of this
mycobacterium is directly linked to its ability to form biofilms, complex structures that
confer resistance to antibiotics and the host immune response. The extracellular matrix of
the biofilm acts as a physical barrier, hindering the penetration of drugs and the action of
the immune system, while also inducing a slow-growth state that reduces susceptibility
to antibiotics. Current therapies, which involve prolonged use of multiple antibiotics,
are often ineffective and cause significant side effects. Therefore, it is essential to explore
new strategies targeting bacterial resistance and biofilm destruction. This narrative review
explores the biofilm-forming capacity of Mycobacterium abscessus subsp. massiliense and
the potential of novel therapeutic strategies. Promising approaches include inhibiting
biofilm formation, developing drugs with improved penetration of the extracellular matrix,
combination therapies with agents that destabilize the biofilm structure, and modulating
the host immune response. Investing in research and development of new therapeutic
strategies is essential to combat this resistant bacterium and improve patient outcomes.

Keywords: biofilm; Mycobacterium abscessus subsp. massiliense; immune response

This article s an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) icense

(hitps:/ /creativecommons.oeg /
licenses/by /4.0/).

1. Introduction

Mycobacterium abscessus subsp. massiliense is a rapidly growing non-tuberculous my-
cobacterium [NTM] that stands out as an opportunistic pathogen, posing an increasing
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threat to human health [1]. The ubiquity of this organism in environments such as water
and soil, combined with its tendency to colonize hospital water systems, heightens the risk
of infections, particularly among immunocompromised individuals [2].

M. abscessus subsp. massiliense has a particular affinity for the respiratory tract [3]. The
chronic and progressive nature of these infections leads to a constant decline in pulmonary
function, significantly affecting patients’ quality of life and survival [4,5]. M. abscessus subsp.
massiliense causes not only pulmonary infections but also skin and soft tissue infections,
particularly following surgical procedures, trauma, or the use of medical devices [6,7].
These infections are persistent and often recurrent, posing significant challenges for clinical
management [1,7].

One of the challenges in treating infections caused by M. abscessus subsp. massiliense is
its remarkable resistance to a wide range of antibiotics [8]. This intrinsic resistance results
from a combination of factors, including the complex structure of the mycobacterial cell
wall, the presence of efflux pumps that actively expel drugs, and its ability to form biofilms,
which provide protection against environmental stress and antibiotic action [7,9].

Biofilms are communities of microorganisms that adhere to surfaces and produce
a self-generated extracellular matrix. This matrix provides antimicrobial resistance and
helps microorganisms evade the host immune response [10,11]. The extracellular matrix,
primarily composed of polysaccharides, proteins, and extracellular DNA, acts as a physical
barrier, limiting the penetration of antibiotics. Simultaneously, the slow growth and reduced
metabolism of bacteria within the biofilm make them less susceptible to antibiotics [12].

Furthermore, biofilm formation can promote bacteria within the biofilm to express
antibiotic resistance genes and harbor persistent cells, which are highly tolerant to an-
tibiotics and can cause relapses after treatment [10]. The extracellular matrix also shields
bacteria from the immune system, while intercellular communication through quorum
sensing coordinates biofilm formation, virulence, and antibiotic resistance [10,11,13].

It is essential to note that biofilm formation is not restricted to a single morphotype
of M. abscessus. Both smooth and rough morphotypes have demonstrated the ability to
form biofilms [12]. Rough morphotypes, often associated with higher virulence, form
biofilm-like aggregates that exhibit tolerance to adverse conditions such as acidic pH,
hydrogen peroxide, and antibiotic treatments [10]. Cord formation, a hallmark of rough
strains, facilitates extracellular dissemination and immune evasion, contributing to infection
persistence [8,10,11].

Biofilm formation by M. abscessus, particularly the massiliense subspecies, presents a
significant obstacle in the treatment of pulmonary infections, especially in patients with
cystic fibrosis [5]. The biofilm’s complex structure, composed of bacteria embedded in
an extracellular matrix, creates a protective environment that limits antibiotic penetration
and hinders the host immune system’s response [11,12]. The increasing prevalence of
M. abscessus infections and its inherent antimicrobial resistance demand a deeper under-
standing of the mechanisms behind biofilm formation, composition, and structure [5,8].
Elucidating the intricate relationship between biofilms and the host immune response,
including immune evasion mechanisms and infection persistence, is critical for developing
effective therapeutic strategies.

This review aims to investigate the impact of biofilm formation by M. abscessus subsp.
massiliense on the host immune response and explore new therapeutic approaches, including
the development of novel antimicrobial agents, therapies targeting the biofilm matrix, and
strategies to enhance the activity of existing antibiotics, with the goal of improving clinical
outcomes for patients affected by this challenging bacterium.
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2. Characteristics of M. abscessus subsp. massiliense

M. abscessus, including the subspecies massiliense, is a rapidly growing mycobacterium
characterized by its ability to form visible colonies on agar media within just four days [14].
This species exhibits two distinct colony morphologies: smooth [MaSm] and rough [MaRg],
differentiated by the presence or absence of glycopeptidolipids [GPLs] in the cell wall. The
MaSm variant, rich in GPLs, presents a smooth surface and a nearly mucoid appearance
when forming biofilms [12]. In contrast, the MaRg variant, deficient in GPLs, is hyperag-
gregative, forming biofilm-like aggregates with a characteristic cauliflower morphology [8].
Figure 1 illustrates the morphological variations between MaSm and MaRg colonies and
also details the cell wall structure and the distribution of GPLs, which are important for the
bacterium’s ability to cause disease, including components such as GPLs and LAM.
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Figure 1. Schematic representation of the mycobacterial cell envelope. GPLs are specific to the smooth
[S] variant cell wall and are transported across the inner membrane by MmpL4a and MmpL4b
proteins. Other MmpL proteins may function as drug efflux pumps, contributing to intrinsic antibi-
otic resistance. The type VII secretion system [ESX-4], responsible for translocating EsxT and EsxU
effectors, plays a key role in intracellular survival and bacterial pathogenesis. Legend: LAM [lipoara-
binomannan], LM [lipomannan], PIM [phosphatidyl-inositol mannoside], PL [phospholipid], TDM
[trehalose dimycolate], TPP [trehalose polyphleate], and TMM [trehalose monomycolate]. Figure
created with BioRender.com.

Under microscopy, M. abscessus subsp. massiliense appears as short or long, thin,
slightly curved, non-sporulated, acid-fast bacilli, staining red with the Ziehl-Neelsen
technique. Genomically, M. abscessus subsp. massiliense is recognized as a distinct subspecies
of M. abscessus through genomic analyses [11]. A key genetic feature of the massiliense
subspecies is the presence of an inactivated erm41 gene, which confers susceptibility to
macrolide antibiotics [15].
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Additionally, the genome of M. abscessus harbors non-mycobacterial virulence genes,
some originating from P. aeruginosa [16]. Mutations in genes involved in the biosynthesis or
transport of GPLs can lead to transitions from high-GPL-producing to low-GPL-producing
variants, affecting virulence and interactions with host cells [8]. Similarly, modifications in
lipoarabinomannan [LAM], an important lipoglycan in the cell wall, due to mutations in
the embC gene, contribute to phenotypic heterogeneity in host-adapted M. abscessus isolates.
These mutations impact the ability to form serpentine cords and biofilms, replicate within
innate immune cells, and induce inflammatory responses [17].

The intricate architecture of the M. abscessus cell wall, rich in unique components
such as GPLs, LAM, mycolic acids, and glycolipids, grants this mycobacterium remark-
able adaptability and survival in diverse environments. This complex structure, along
with antibiotic resistance mechanisms mediated by efflux pumps and the ESX-4 secretion
system, significantly contributes to its pathogenicity, enabling the bacterium to persist in
intracellular environments, modulate the host immune response, and cause hard-to-treat
infections [11,15,16].

3. Virulence Factors

The virulence of M. abscessus subsp. massiliense is multifactorial and intrinsically
linked to its ability to form biofilms—complex structures that confer antibiotic resistance
and enable immune evasion. Several virulence factors influence infection and antibiotic

resistance, with the key factors presented in Table 1 [14].

Table 1. Virulence factors of M. abscessus subsp. massiliense.
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Virulence Factor Description Role in Virulence References
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. Composed of :
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eDNA, and lipids. » "
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The morphotypes are among the factors that directly influence the virulence of this
bacterium. The smooth morphotype (MaSm), rich in GPLs, is associated with the formation
of more viscous biofilms and immune system evasion, while the rough morphotype (MaRg),
with fewer GPLs, is more invasive and forms aggregates resistant to adverse conditions.
The transition between these morphotypes reflects the bacterium’s adaptation to the host
environment, and the mechanisms of immune evasion are depicted in Figure 2 [14,23].

Muiltiplies intra and l
GPL inhibits inflammatory response extracellularly,
and promotes Mabs colonization of cording persistent - TLR2 agonist
abnormal lung airways infection o
Clinical implication: Inability of the host
isolation of rough strain response to eradicate
more likely to indicate in spite of immune
true pathogen recognition?

Figure 2. Mechanisms of immune evasion by M. abscessus. The smooth colony morphotype, ex-
pressing GPLs, “masks” immune recognition molecules such as PIMs and prevents the bacterial
interaction of lipids like trehalose polyphleates. This action facilitates pulmonary colonization. The
loss of GPLs leads to recognition by TLR2, resulting in the release of pro-inflammatory cytokines.
The rough morphotype, more virulent, grows in serpentine cords, inducing macrophage apoptosis to
disseminate the infection. This figure was created with BioRender.com.
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GPLs are key components of the cell wall, influencing biofilm formation and mod-
ulating the immune response. They inhibit the activation of immune system receptors,
such as TLR2, and the production of pro-inflammatory cytokines like TNF-a, favoring
infection persistence [3,5]. Another important factor is trehalose dimycolate (TDM), a
glycolipid present in both morphotypes, contributing to virulence, especially in biofilms
formed in the pulmonary environment of cystic fibrosis patients. In addition to GPLs and
TDM, lipoarabinomannan [LAM] and surface proteins also play a role in the bacterium’s
pathogenicity [6,8,19].

Biofilm formation begins with the adhesion of planktonic bacteria to a surface, fol-
lowed by the production of the extracellular matrix (ECM), composed of polysaccharides,
proteins, eDNA, and lipids [13,14]. This matrix provides antibiotic resistance and protects
the bacteria from the immune system. Bacterial communication, known as quorum sensing,
and environmental factors such as the presence of nutrients, ions, and temperature influ-
ence biofilm formation and development. The biofilm progresses through different stages,
with changes in the expression of genes related to metabolism and virulence [5,10,11].

The virulence of M. abscessus is a complex process involving the interaction of various
factors, including biofilm formation, morphological variation, the production of virulence
factors, and adaptation to the host environment. Understanding these mechanisms is
essential for developing new therapeutic strategies that overcome resistance and eradicate
the infection [20,21].

4. Biofilm Formation

The formation of biofilm by M. abscessus occurs in three main stages: first, adhesion,
where planktonic cells attach to a surface; then aggregation and maturation, where bacteria
cluster to form microcolonies and produce the ECM, maturing the biofilm [24].

The adhesion of planktonic cells to a surface is facilitated by GPLs and influenced by
the hydrophobicity of the surface [24,25]. The bacteria aggregate, forming microcolonies
and producing the ECM, which is composed of polysaccharides, proteins, eDNA, and
lipids. This matrix acts as a protective barrier [26]. The ECM provides antibiotic resistance
and impedes the immune system’s action, with its composition varying to influence the
biofilm’s characteristics [26-28].

As the biofilm matures, it becomes more structured, with channels that allow nutrient
circulation and waste removal [26,27]. Bacterial communication, known as quorum sensing,
regulates gene expression and coordinates the behavior of the bacterial community [29].
The mature biofilm reaches its maximum resistance to antimicrobials [28]. In response to
environmental factors or internal signals, the biofilm may disperse, releasing bacterial cells
that can colonize new areas, as shown in Figure 3 [30].

Environmental factors, such as nutrient availability, oxygen presence, and pH, also
influence biofilm formation [3,5,20]. To combat this resistance, various strategies can be
employed, such as inhibiting bacterial adhesion, modulating GPL production, inhibiting
quorum sensing, and blocking efflux pumps [31-33]. The destabilization of the ECM can
be achieved with enzymes that degrade its components, such as DNases and enzymes that
break down polysaccharides, or with disaggregating agents like Tween 80 [13,30,34].

Other strategies include increasing antibiotic penetration through the development
of new drugs or the use of nanoparticles and modulating the immune response with im-
munotherapies or cytokines [31-33]. The use of liposomal antibiotics, such as liposomal
amikacin and liposomal ciprofloxacin, has shown potential to penetrate biofilms and in-
crease treatment efficacy [14,25,34]. Antimicrobial peptides can increase the sensitivity
of M. abscessus to antibiotics in mature biofilms [34], and disruption of bacterial aggre-
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gates, combined with immune response modulation, can also improve the response to
antibiotics [14,30,31,34].
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Figure 3. Schematic representation of M. abscessus biofilm formation and antibiotic resistance. Biofilm
formation begins with the reversible attachment of planktonic cells [dark green] to a surface [blue].
The bacteria then form a monolayer and irreversibly adhere, producing an extracellular matrix.
A microcolony forms, with multilayered growth appearing. In later stages, the biofilm matures.
Finally, some cells begin to detach, and the biofilm disperses. The inherent resistance of M. abscessus
subsp. massiliense is attributed to factors such as an impermeable and serous cell wall that acts as
a physical [size exclusion] and chemical [hydrophobic] barrier, drug export systems, enzymes that
modify or target drugs, and genetic polymorphisms in target genes. This figure was created with
BioRender.com.

The treatment of M. abscessus infections requires a multidisciplinary approach, com-
bining different strategies, such as biofilm matrix destruction, the development of new
antibiotic molecules, immunomodulation, and phage therapy [3,5]. Combined therapy,
which associates different strategies like using antibiotics with agents that destabilize the
biofilm or phage therapy, may be more effective than using each therapy in isolation. Other
approaches include the use of agents that increase oxygen concentration in the environment
and beta-lactamase inhibitors [23-25,32].
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Treatment strategies to combat M. abscessus should target immune evasion mechanisms.
Biofilm disintegration, phage therapy, and the development of new antibiotics with better
activity, especially in biofilms, are promising approaches. To overcome bacterial resistance,
combining drugs with different mechanisms of action is essential. Furthermore, modulating
the host’s immune response is crucial to controlling infection by this mycobacterium [3,5].

5. Immune Response

The innate immune response to M. abscessus subsp. massiliense serves as the body’s first
line of defense. Cells such as macrophages and neutrophils act as phagocytes, engulfing
and destroying the bacteria [11,14,15]. Macrophages can be infected by both the smooth
and rough variants of M. abscessus, although the rough variant survives longer within
these cells. Neutrophils are also critical for defense against M. abscessus, but the bacterium
can induce a limited activation pattern in neutrophils, which promotes its survival [S].
Natural killer (NK) cells play a role by destroying infected cells, contributing to infection
control [5,14].

Biofilms formed by M. abscessus subsp. massiliense pose a significant challenge to the
innate immune response [13]. The extracellular matrix of the biofilm acts as a physical
barrier, hindering the access of immune cells and impairing phagocytosis. Additionally,
bacterial aggregation within biofilms increases tolerance to antibiotics, making infection
eradication more difficult [4,5].

When the innate immune response fails to control the infection, the adaptive immune
response is activated [5]. CD4+ T cells play a pivotal role in the immune response against
mycobacteria, particularly in patients with cystic fibrosis. These cells produce cytokines
such as interferon-gamma (IFN-y) and tumor necrosis factor-alpha (TNF-a). IFN-y activates
macrophages, enhancing their bactericidal capacity, while TNF-a contributes to granuloma
formation, which aims to contain the infection [4,5,18].

The Cytokines TNF and IFN-y produced by macrophages and CD4+ T cells are
required for granuloma formation and induce macrophage effector function, such as
phagosomal acidification and reactive oxygen species (ROS) production, while Type I IFN
production promotes nitric oxide (NO) production. IL-8 attracts neutrophils, which mediate
phagocytosis, NET production, and antimicrobial peptide LL37 secretion.

However, the release of M. abscessus into the extracellular space as a result of cell death
leads to the formation of serpentine cords, which are resistant to innate immune defenses
and results in uncontrolled bacterial growth [35,36]. M. abscessus possesses numerous
immune evasion mechanisms to resist macrophage effector functions. These include:
bacterial escape from the phagosome to the cytosol by interfering with the phagosomal
membrane; prolonged survival within the phagosome by blocking phagosomal acidification
and thus preventing degradation; and inhibition of macrophage TLR signaling, which
limits downstream immune cell activation and recruitment [5,35,36]. M. abscessus also
persists extracellularly by avoiding phagocytosis. This is achieved through adherence to
macrophage phagocytic cups and by forming serpentine cords too large for macrophage
engulfment [5,35-38].

The production of IgG antibodies against M. abscessus is also observed in patients
with cystic fibrosis. These antibodies may serve as biomarkers of infection, although their
protective role against M. abscessus remains unclear [15,18]. The biofilm’s nature likely
limits the effectiveness of these antibodies. Research has demonstrated that infection by
Mycobacterium tuberculosis and the Bacillus Calmette-Guérin (BCGO vaccine can induce a
cross-reactive memory lymphocyte response against M. abscessus and the Mycobacterium
avium complex [15,39].
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However, despite the complex interaction between M. abscessus subsp. massiliense and
the host’s immune system, the immune response is often insufficient to control the infection.
This difficulty in eradicating the infection highlights the need to develop new therapeutic
strategies that complement the host’s immune response and assist in the elimination of the
bacteria [8,11,14,18].

6. Therapeutic Strategies

The difficulty in eradicating M. abscessus infections due to the complex interaction
between the bacteria and the immune system, as well as the bacterium’s intrinsic resistance
to antibiotics, primarily due to its ability to form biofilms, makes it essential to develop
new therapeutic strategies that can circumvent these evasion and resistance mechanisms of
the bacteria [40,41].

The innate resistance of M. abscessus subsp. massiliense is attributed to several factors,
including its complex cell wall structure, efficient efflux pump systems, and the production
of antibiotic-modifying enzymes [17]. The mycobacterial cell wall, rich in lipids, acts
as a formidable barrier, restricting the penetration of many antibiotics. Efflux pumps,
specialized membrane proteins, actively expel antibiotics that manage to penetrate the cell,
reducing their intracellular concentration and effectiveness. Additionally, the bacterium
produces enzymes that chemically modify antibiotics, neutralizing their activity [13,14].

The ability of M. abscessus to form biofilms compromises the effectiveness of treatment
for this infection, requiring strategies aimed at breaking this protective barrier and enhanc-
ing the efficacy of antibiotics [19,37,38]. Several approaches show promise in this regard.
Enzymes that degrade the components of the extracellular matrix, such as polysaccharides,
proteins, and DNA, can destabilize the biofilm, exposing the bacteria to antimicrobials.
Detergents, like Tween 80, have also shown the ability to disrupt biofilms, facilitating the
action of antibiotics [24,29,30].

Another innovative targeted strategy is the use of iron chelators, which aim to se-
quester iron and modulate the environment, limiting the growth of the mycobacteria [41-43].
Genetic editing and nanotechnology are examples of advanced therapeutic approaches.
Genetic editing can be used to silence genes that promote biofilm formation, while nan-
otechnology delivers drugs directly to the site of infection [2,44].

The development of new drugs with greater penetration ability into the extracellular
matrix is essential for effective treatment of M. abscessus subsp. massiliense infections [4,6,45].
These drugs should have characteristics that favor their diffusion through the matrix, such
as higher liposolubility and lower molecular weight, enabling them to reach the bacteria
protected within the biofilm [46].

Combined therapy, using agents that destabilize the biofilm structure alongside tra-
ditional antibiotics, emerges as a promising approach to eradicate these infections. By
combining different mechanisms of action, this strategy aims to overcome the challenges
posed by biofilms and enhance treatment efficacy [45-47].

The standard treatment for pulmonary infections caused by M. abscessus subsp. massiliense
involves a prolonged regimen of multiple antibiotics, lasting 12 to 24 months [10,11,45,47].
Typical antibiotic combinations include macrolides [clarithromycin or azithromycin], amino-
glycosides [amikacin], and other agents such as rifampicin, ethambutol, imipenem, cefox-
itin, and linezolid. The specific choice of antibiotics is guided by susceptibility testing of
the isolate and the patient’s clinical condition. However, these therapies often yield limited
efficacy, with low success rates, particularly in biofilm-associated infections [5,18].

Given the challenges posed by antibiotic resistance and biofilm formation, new ther-
apeutic strategies are being explored. Efforts to identify new antibiotics with enhanced
activity against M. abscessus subsp. massiliense, especially those capable of penetrating
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biofilms, are underway [10]. NF1001, a novel thiopeptide antibiotic, has demonstrated
potent activity against both planktonic forms and biofilms of M. abscessus subsp. mas-
siliense. Additionally, gold-complexed sulfadiazine has shown promise in reducing biofilm
formation by inhibiting c-di-GMP synthesis, a signaling molecule essential for biofilm
development [10,13,17].

Monoclonal antibodies targeting essential biofilm components, such as DNABII pro-
teins, can destabilize biofilm structure, exposing bacteria to antibiotics and the host immune
system. Studies with the humanized monoclonal antibody HuTipMab have shown promis-
ing results, enhancing the susceptibility of M. abscessus subsp. massiliense to amikacin and
azithromycin [11].

Disrupting bacterial communication systems, known as quorum sensing, can inhibit
biofilm formation or make it more susceptible to antibiotics. While this approach shows
promise for controlling biofilm-related infections, it remains in early development [13,17].
Similarly, enzymes that degrade the extracellular matrix of biofilms can dismantle their
structure, rendering bacteria more vulnerable to antibiotics and the host immune re-
sponse [10]. Modulating the host immune response to enhance T-cell activity and
pro-inflammatory cytokine production may also improve the body’s ability to combat
M. abscessus subsp. massiliense [11].

Finally, bacteriophages—viruses that infect and destroy bacteria—emerge as a promis-
ing alternative to antibiotics, particularly for treating infections caused by multidrug-
resistant strains [5]. The infections caused by M. abscessus subsp. massiliense are significant
therapeutic challenges. The bacterium’s intrinsic resistance to multiple antibiotics, its ability
to form biofilms, and its adaptation to the hostile pulmonary environment contribute to the
difficulty in treating these infections.

6.1. Conventional Approaches

The standard treatment for pulmonary infections caused by M. abscessus subsp. mas-
siliense typically involves a combination of intravenous and oral antibiotics administered
over an extended duration, ranging from months to years. Antibiotic selection is guided by
in vitro susceptibility testing, though the correlation between these test results and clinical
response is often weak [47,48]. A summary of commonly used antibiotics is presented in
Table 2.

The selection of antibiotics to treat infections caused by mycobacteria should always
be based on in vitro susceptibility tests, which indicate which drugs are most effective
against the specific bacterium [22]. Treatment is generally long term, lasting months or
even years, and the combination of different antibiotics is essential to prevent the bacteria
from developing resistance to the medications. It is critical to monitor the side effects of
antibiotics, especially during prolonged treatments [46,49].

The guidelines from the American Thoracic Society /Infectious Diseases Society of
America (ATS/IDSA) in 2007 and the British Thoracic Society (BTS) in 2017 recommend
a minimum of 12 months of treatment following culture conversion. This means that
treatment should continue for at least one year after sputum culture test results become
negative [11].

Traditional antibiotic treatment for M. abscessus subsp. massiliense infections faces
several challenges [41]. Success rates are low, ranging from 10% to 55%, and the bacteria
can persist in the lungs even after treatment [3,22,23]. Furthermore, prolonged use of high-
dose antibiotics causes side effects such as bone marrow problems, liver issues, and allergic
reactions [2,21]. While the host immune response is essential for controlling infections, it
is often ineffective against bacteria within biofilms. These biofilms shield bacteria from
immune cells and antimicrobial agents, making infections difficult to eradicate [24].
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Table 2. Classes of antibiotics for the treatment of M. abscessus subsp. massiliense infections.

Antibiotic Class

Route of Recommended Dose in

Medication Observations

Administration Adults BTS, 2017 * (90)

Macrolides

Frequently used in infections
caused by M. abscessus subsp.

Clarithromycin Oral 500 mg BID massiliense, which is generally

sensitive to this antibiotic
class [9,10].

Aminoglycosides

Commonly included in
therapeutic regimens. Can also be

Amikacin Intravenous 10-15mg/kg QD administered via inhalation

[Liposomal Amikacin for
Inhalation] [3).

Used in combination with other
agents. Cefoxitin is one of the two

Cefoxitin Intravenous 12 g daily in divided doses beta-lactams commonly used to

treat M. abscessus infections, along
with imipenem [9,10].

Used depending on the strain’s

Linezolid Oral 600 mg QD or BID sensitivity profile and the patient’s

tolerance [25].

Used depending on the strain’s

Clofazimine Oral 50-100 mg QD sensitivity profile and the patient’s

tolerance [2].

Occasionally used, depending on
the strain’s sensitivity profile and

Quinolones Oral 1 mg/kg QD the patient’s tolerance.

Ciprofloxacin is a commonly used
quinolone [22].

* BTS: British Thoracic Society; BID: twice daily; QD: once daily.

6.2. Emerging Therapeutic Strategies

The search for new therapeutic strategies for M. abscessus subsp. massiliense infections
has intensified, driven by the limitations of conventional antibiotic therapy. This urgent
need for therapeutic alternatives is highlighted by the analysis of strategies reported
annually between 2000 and 2025, as shown in Figure 4.

The data, compiled from searches in databases such as Scopus, Web of Science (WOS),
CINAHL, EMBASE, WHO, and Pubmed/Medline, reveal a significant increase in the
number of strategies reported in 2024, contrasting with the absence of records in certain
years between 2000, 2001, and 2003 to 2010. This temporal disparity highlights the growing
scientific interest in developing new approaches to combat this challenging pathogen,
emphasizing the importance of ongoing research to expand the therapeutic arsenal against
M. abscessus subsp. massiliense infections.

Research into new therapeutic strategies, such as new antibiotics, antiparasitic agents,
phage therapy, immunotherapy, biofilm-targeted approaches, enzymes, gene editing and
nanotechnology (Table 3), is essential to improving the prognosis of patients infected with
this bacterium [5,20,31]. Combining different therapeutic approaches, such as antibiotics
with phage therapy, may help overcome drug resistance and persistent infections, which
are major challenges in treating M. abscessus [6,23].
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Bedaquiline and tedizolid emerge as alternatives in the treatment of M. abscessus
infections [12,14,17,34]. Initially approved for multidrug-resistant tuberculosis, bedaquiline
inhibits bacterial energy production, proving effective against M. abscessus, including
resistant strains. Studies indicate that its combination with amikacin and rifabutin may be
bactericidal, acting on dormant forms and biofilms. However, bedaquiline has limitations
in inhibiting biofilm formation, particularly in rough morphotypes [17,34].

Tedizolid, an antibiotic in the oxazolidinone class, inhibits bacterial protein synthesis.
Although it exhibits in vitro activity against M. abscessus, its clinical efficacy still requires
further study. Data suggest that its monotherapy may be insufficient to eradicate the
bacterium [17,34].

Both drugs are frequently used in combination with other antibiotics to enhance
efficacy and combat resistance. The use of drugs already approved for other indications,
such as bedaquiline and tedizolid, accelerates the discovery of new therapies [10,12,14,17,34].
Given the variability in response among M. abscessus subsp. massiliense, a personalized
approach based on susceptibility testing is necessary [33-35].

NF1001, a novel thiol peptide antibiotic derived from an Antarctic soil sample, demon-
strates a broad spectrum of activity against NTM, including M. abscessus (Mabs). It acts
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against both planktonic forms and biofilms, including multi-drug-resistant strains [34].
NF1001 exhibits concentration-dependent activity, with minimum inhibitory concentrations
(MICs) ranging from 0.06 to 2 ug/mL for various NTM spedies [8,10,14,34].

In Mabs biofilms, NF1001 reduces bacterial load, with results comparable to
azithromyecin. Its activity in biofilms is similar to amikacin. NF1001 also demonstrates intra-
cellular efficacy against NTMs in macrophages. Synergy studies show that NF1001 works
in combination with commonly used NTM antibiotics, such as amikacin, clarithromycin,
and moxifloxacin [34]. Its mechanism of action appears distinct from traditional protein
synthesis inhibitors, possibly interfering with ribosomal protein synthesis. Toxicity stud-
ies indicate a promising safety profile for NF1001, which also shows good intracellular
penetration [8,10,12,14,17].

Another therapeutic approach that demonstrates biofilm elimination capability is
bithionol, an antiparasitic drug that emerges as a promising alternative [8,12,14,17]. Studies
show its potent antimicrobial activity against M. abscessus, with minimum inhibitory
concentrations (MICs)ranging from 0.625 uM to 2.5 uM and proven bactericidal action.

Bithionol exhibits a remarkable ability to eliminate M. abscessus biofilms, eradicating
bacteria at concentrations of 128 ug/mL [50,51,54]. This property distinguishes it from
conventional antibiotics, such as clarithromycin, amikacin, and moxifloxacin, which show
low efficacy against biofilms. The mechanism of action of bithionol involves changes in cell
morphology and bacterial lysis [11,35,48].

Phage therapy emerges as a promising alternative for treating M. abscessus infections.
Phages, viruses that infect bacteria, offer high specificity to M. abscessus, minimizing damage
to the patient’s microbiota [10,51,55]. These viruses destroy bacteria through cell lysis,
acting even in biofilms, where conventional antibiotics struggle to penetrate. Additionally,
they exhibit immunomodulatory potential, beneficial in pulmonary diseases [10].

Despite its potential, phage therapy faces challenges such as bacterial resistance devel-
opment and interference from temperate phages that integrate into the host bacterium’s
genome [56]. To overcome these obstacles, researchers are exploring the use of phage
cocktails with different mechanisms of action. Administration may be performed via in-
halation for pulmonary infections, intravenously for systemic infections, and topically for
skin infections. Encapsulation in liposomes enhances therapy effectiveness [56,57].

The combination of phages with antibiotics shows promise, creating synergy and facili-
tating drug action. Success cases with genetically modified phages illustrate the potential of
this therapy [40,42]. While still in its early stages, preclinical research using animal models
and reports of compassionate use indicate positive results. The search for new phages,
genomic analysis, and in vitro and in vivo studies are crucial for advancing phage therapy.
Combined with other strategies, phage therapy appears to be an option in the treatment of
M. abscessus infections, particularly in cases of multidrug resistance [42-44,58,59].

Another significant therapeutic approach is host-directed immunotherapy, which
emerges as a promising strategy to modulate the immune system and combat infection [1,13].
This approach aims to strengthen the body’s natural defenses, complementing or replacing
traditional antimicrobial therapies [51,52].

One of the main challenges in M. abscessus infections is inadequate immune response,
exacerbated by biofilm formation that protects the bacteria [5,10,41,45]. Dysregulated
inflammatory responses can cause damage to lung tissues [47]. Immunotherapy aims to
activate host defense mechanisms to eliminate the bacterium, including in biofilms. This can
be achieved by activating antioxidant pathways, modulating immune cell activity such as
neutrophils and macrophages, and controlling inflammatory cytokine production [45-47].

Biofilm disruption is essential for the success of immunotherapy, as it facilitates
the action of immune cells and antibiotics [5,45,47]. Studies with immune checkpoint
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inhibitors and activators of the antioxidant NQOI1 pathway show promising results. Human
airway organoid models and co-cultures of M. abscessus with immune cells allow for the
investigation of host-pathogen interactions and the evaluation of new therapies [11].

GPLs on the surface of M. abscessus mask the underlying phosphatidylmyo-inositol
mannosides in the cell wall, preventing interaction with TLR2 (Toll-like receptor 2) and
consequently inhibiting TNF-a induction in macrophages. Spontaneous loss of GPLs in
rough variants may lead to a more intense immune response, with increased inflamma-
tion [48,50,54].

The structure of lipoarabinomannan (LAM), a lipoglycan present in the cell wall, also
influences the interaction with TLR2 and the inflammatory response [54]. Mutations in the
embC gene, which codes for an arabinosyl transferase involved in LAM synthesis, may
lead to changes in LAM structure and modify TLR2 activation, as well as affect cord and
biofilm formation [48,50,51,54].

Although M. abscessus can induce the production of pro-inflammatory cytokines such
as TNF-a and IL-6, the inflammatory response can be regulated to prevent pathogen
elimination and, in some cases, promote infection persistence [4,5,18,48]. The ability to
form cords [cord-like structures] and biofilms is associated with evasion of phagocytosis,
promoting extracellular growth and infection persistence [48,50,54].

M. abscessus uses a combination of mechanisms to evade the immune response, in-
cluding biofilm formation, modulation of the inflammatory response, and the ability to
survive inside macrophages [52]. Combining immunotherapy with antibiotics and biofilm-
disrupting therapies enhances the antibacterial response. Despite progress, immunotherapy
for M. abscessus is still under development. Further research is needed to identify optimal
therapeutic targets and understand the bacterium’s immune evasion mechanisms [10,52,57].

Another promising approach is avibactam, a f-lactamase inhibitor, which serves as a
solution to restore the efficacy of antibiotics [23-25,27]. The B-lactamase BlaMab, produced
by M. abscessus, inactivates B-lactam antibiotics, rendering them ineffective. Avibactam
inhibits BlaMab, allowing antibiotics to regain activity against the bacterium. In vitro and
in vivo studies demonstrate that combining avibactam with imipenem significantly en-
hances antibacterial activity against M. abscessus [56,57]. In animal models, this combination
reduces bacterial load and improves treatment outcomes [57].

Resistance to B-lactams is a challenge in treating M. abscessus infections, and avibactam
offers a new strategy to overcome this problem [27]. The combination of avibactam with
imipenem shows promise, with potential to improve the treatment of these infections. It is
important to note that avibactam has no intrinsic antimicrobial activity, acting specifically
as an inhibitor of BlaMab [23-25,27].

Although the results are promising, more research is needed to determine the best
clinical use of avibactam, including dosage optimization and combinations with other
antibiotics [17,34]. Avibactam represents a significant advancement in treating M. absces-
sus infections, restoring the activity of B-lactam antibiotics and paving the way for new
therapeutic strategies [25,55].

Therapeutic approaches targeting biofilms are also promising strategies in treating
M. abscessus infections. These approaches focus on disrupting the biofilm structure and
increasing bacterial susceptibility to antimicrobial agents. Three promising approaches are
the use of the detergent Tween 80, increased oxygenation, and iron chelation [2,3,17,29,60].

Tween 80 works by disaggregating M. abscessus biofilms, breaking down the extra-
cellular matrix and facilitating antibiotic access to the bacteria [13]. Furthermore, Tween
80 enhances aerobic respiration and bacterial growth, making them more susceptible to
antibiotics that target metabolically active bacteria [29,40].
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Oxygenation also plays a crucial role in combating M. abscessus. Under low oxy-
gen conditions, the bacterium enters a dormant state, reducing its susceptibility to
antibiotics [8,10,14]. Increasing oxygen levels stimulates bacterial metabolism and en-
hances the action of antibiotics such as amikacin [42,59].

Combining Tween 80 and oxygenation may have a synergistic effect in treatment.
Biofilm disaggregation by Tween 80 allows oxygen to penetrate deeper layers of the struc-
ture, increasing antibiotic efficacy [17,34]. This combination represents a promising strategy
for developing more effective therapies against M. abscessus infections [60,61].

Iron chelation therapy has emerged as an innovative approach in the fight against
bacterial infections, particularly against multidrug-resistant bacteria such as M. absces-
sus [6,41-43]. This strategy works by sequestering iron, a critical element for bacterial
metabolism, indirectly modulating the host environment to limit bacterial growth and
enhance susceptibility to antibiotics [41].

Iron chelators, such as deferoxamine, bind to available iron in the body, making it
inaccessible to bacteria [42,43]. This iron deprivation disrupts various bacterial processes,
including biofilm formation—structures that contribute to antibiotic resistance. By interfer-
ing with biofilm formation, iron chelators potentiate the action of antibiotics and facilitate
infection eradication [41-43].

Iron chelation therapy offers several advantages. Since it targets the host rather
than the bacteria, it reduces the risk of resistance development [41,42]. Additionally,
it can modulate the immune response, reducing inflammation and promoting bacterial
clearance [43]. It is especially effective against persistent bacteria, which enter a dormant
state and become tolerant to conventional antibiotics [60,61].

Combining iron chelators with traditional antibiotics, biofilm-disrupting agents, and
other host-directed therapies, such as immunomodulators, can increase treatment effi-
cacy [41]. However, challenges remain, including the potential for resistance to chelators,
host toxicity, and the drug’s bioavailability at the site of infection [60,61].

The ECM of M. abscessus biofilms acts as a protective barrier, hindering antibiotic
penetration and immune system action [9,10,55,61]. Enzymes capable of degrading the
ECM present a promising alternative for treating these persistent infections [9].

Studies show that various enzymes target specific ECM components [52]. Phos-
pholipases, for example, promote biofilm dispersion by degrading phospholipids in the
matrix [46]. Carbohydrases, such as a-mannosidase and cellulase, break down specific car-
bohydrates, while proteases, such as proteinase K, degrade proteins in the ECM [19,31,60].
The activity of these enzymes depends on the culture medium and environmental condi-
tions, suggesting that the ECM’s composition is influenced by these factors [6,7].

The ECM of M. abscessus consists of lipids, carbohydrates, proteins, and extracellular
DNA (eDNA) [5,7,47]. The proportion of each component varies, with lipids being the
most abundant, followed by eDNA. This complex and variable composition explains the
differential response to enzymatic treatments [47].

The degradation of the ECM by enzymes can increase the susceptibility of M. abscessus
to antibiotics, facilitating their penetration and action. Combining enzymes with antibi-
otics or other therapeutic agents, such as DNase to degrade extracellular DNA (eDNAO,
can potentiate treatment effectiveness [47,48,50]. Moreover, the enzyme-induced biofilm
dispersion may enhance the efficacy of other therapies, such as oxygenation, which boosts
bacterial metabolism and antibiotic susceptibility [3,34].

It is important to note that the effectiveness of enzymes varies depending on envi-
ronmental conditions and the maturation stage of the biofilm. Additionally, bacteria may
develop resistance to these treatments [39,45,61]. The development of new approaches and
the combination of different strategies are essential for combating persistent M. abscessus
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infections [19,40]. Enzymatic degradation of the ECM is a promising strategy for treating M.
abscessus infections. Identifying specific enzymes and combining them with other therapies
may be key to overcoming bacterial resistance and improving clinical outcomes [2,41,46].

Genetic editing allows for silencing genes essential for biofilm formation and bacterial
virulence. The Tet-OFF system, for example, controls the expression of specific genes,
paving the way for the development of new therapies [57]. Studies involving the mmpL3
gene, which is involved in cell wall biosynthesis and the transport of TDM, have shown
that its inactivation reduces biofilm formation and bacterial virulence [58].

Genetic editing can also be used to silence antibiotic resistance genes and genes
involved in the synthesis of GPLs, which are critical for adhesion and biofilm formation [58].
Furthermore, this technology helps investigate resistance mechanisms, aiding in the search
for new therapeutic strategies [39,45].

Nanotechnology offers tools for targeted drug delivery, such as nanoparticles that
encapsulate antibiotics and facilitate their penetration into the biofilm’s extracellular ma-
trix [3,4]. Liposomes containing antibiotics have proven effective in reducing bacterial
load in biofilms, and inhalation of liposomal amikacin improves drug penetration into the
biofilm [47,59].

Nanoparticles can also be designed to destabilize biofilm structures, targeting spe-
cific ECM components like eDNA [47,49,53]. Additionally, nanotechnology enables the
development of new antimicrobial materials, such as silver nanoparticles, which can be
incorporated into medical devices to prevent biofilm formation. Nanomaterials may also
be used in sensors to monitor infection progression and treatment efficacy [53].

The combination of genetic editing with nanotechnology expands therapeutic pos-
sibilities [2,54]. Genetic editing can silence genes that promote biofilm formation, while
nanotechnology delivers drugs directly to the site of infection. This combined approach,
along with genetic data from the patient, paves the way for personalized therapies that are
more effective and have fewer side effects [2,54,61].

The pursuit of new therapeutic strategies to combat M. abscessus is crucial to over-
coming the challenges posed by bacterial resistance and improving patient prognosis.
Continued investment in research and innovation in new therapies is essential for advanc-
ing the treatment of this challenging infection.

7. Conclusions and Future Perspectives

M. abscessus subsp. massiliense infections present a growing challenge to public health,
particularly for immunocompromised individuals. The bacterium’s ability to form biofilms,
complex structures that house bacterial communities, is crucial for its pathogenicity and
resistance to treatment.

Biofilms act as protective barriers against antibiotics and the host's immune response,
making infections caused by M. abscessus subsp. massiliense notoriously difficult to treat. The
complex biofilm structure, the bacterium’s intrinsic resistance to antibiotics, and its ability to
adapt to the hostile environment of the host’s lungs contribute to the difficulty of eradicating
the infection. Biofilm formation is influenced by various factors, including the presence
of lipoglycopeptides (LGPs) in the bacterial cell wall, the quorum sensing communication
system, and environmental conditions such as nutrient and oxygen availability. Although
the host’s immune response is crucial for controlling infections, it is often ineffective against
bacteria within biofilms. These biofilms shield bacteria from immune cells and antimicrobial
agents, making infection eradication challenging.

The combination of different approaches, such as the use of antibiotics, appears
promising in overcoming drug resistance and infection persistence. Continued research and
the development of new therapeutic strategies for treating M. abscessus subsp. massiliense
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infections are essential, including the investigation of novel combination therapies, host-
directed therapies, and effective immunotherapies.
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Abstract

Mycobacterium abscessus subsp. massiliense (Mabs) representa um desafio
terapéutico relevante devido a sua elevada resisténcia aos
antimicrobianos convencionais. Este estudo avaliou o potencial da
desferrioxamina (DFO) como agente terapéutico adjuvante contra Mabs,
seguindo uma abordagem que integra ensaios biologicos e ferramentas
computacionais. Inicialmente, a DFO demonstrou elevada seguranca e
biocompatibilidade, preservando a viabilidade de macr6fagos murinos
RAW 264.7 e a integridade de eritrocitos humanos. A avaliacdo da
atividade antimicrobiana direta revelou um perfil bacteriostatico (CIM =
9,75 pg/mL), o qual apresentou sinergismo significativo quando em
associagado com a claritromicina (FICI = 0,047). Além de comprometer
fatores de viruléncia, como a formagdo de biofilme e a secrecdo de
vesiculas extracelulares, o tratamento com DFO reduziu drasticamente a
carga bacteriana intracelular em macréfagos infectados (2,8 + 0,04 logio
UFC/mL; p<0,01). Esse controle foi acompanhado por importantes efeitos
imunomodulatérios, caracterizados pela redugdo dos niveis de TNF-a
(Fator de Necrose Tumoral Alfa) e IL-6 (Interleucina-6) e aumento de IL-
10 (Interleucina-10). Por fim, analises de docking molecular evidenciaram
alta afinidade da DFO por proteinas essenciais de Mabs, como Eis2
(Enhanced Intracellular Survival 2) e InhA (Enoyl-ACP Redutase),
enquanto predigdes in silico de ADME/Tox e PASS sustentam a interagao
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 infecgdes por Mabs.

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

1. Introduction

As micobactérias nao tuberculosas (MNTs) constituem um grupo de
patogenos oportunistas ubiquos capazes de causar infec¢des graves em
individuos imunocomprometidos [1-3]. Entre elas, o complexo
Moycobacterium abscessus (CMAB) destaca-se como uma das principais
causas de infeccdo em humanos, sendo a subespécie M. abscessus subsp.
massiliense (Mabs) associada a infec¢Oes respiratorias e cutaneas graves e
de dificil tratamento devido a sua resisténcia antimicrobiana intrinseca [4—
8]. Tais infecgbes representam um desafio terapéutico critico,
especialmente em pacientes com fibrose cistica ou doencas pulmonares
cronicas, onde as terapias convencionais sao frequentemente limitadas
pela toxicidade [9-12].

Nesse cendrio, 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, replicagdo e sobrevivéncia
bacteriana, representando uma estratégia de antagonismo metalico contra
patdgenos multirresistentes [15,16]. Além disso, evidéncias indicam que a
DFO pode exercer efeitos imunomoduladores ao favorecer a homeostase
redox e a resposta efetora de macroéfagos infectados [17].

Este estudo investigou se a deferrioxamina pode inibir o crescimento
de Mabs, potencializar a atividade antibidtica e modular as respostas
inflamatorias de macréfagos, 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 terapéuticas
combinadas com amicacina (AMK) e claritromicina (CLA). Hipotetizamos
que a desferrioxamina compromete vias metabodlicas dependentes desse
metal em Mabs, reduzindo sua capacidade de crescimento e sobrevivéncia
intracelular, além de potencializar a atividade dos antibioticos utilizados
no tratamento dessas infec¢oes.

2. Results

2.1 Perfil de seguranca em células hospedeiras

Investigou-se primeiramente se a Desferrioxamina (DFO) afeta a
viabilidade das células hospedeiras e a integridade celular por meio de
predi¢des computacionais e ensaios biologicos. Os resultados
demonstraram que a DFO nao reduziu significativamente a viabilidade
de macrofagos RAW 264.7 (Figura 1a) nem induziu atividade hemolitica
(Figura 1b) em eritrécitos humanos, o que, somado a redugdo dose-
dependente de 6xido nitrico (NO) sem citotoxicidade (Figura 1c). Estes
achados de biocompatibilidade e estabilidade celular estabeleceram a
confianca necessdria para a avaliacdo subsequente da atividade
antimicrobiana direta do composto.
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Figura 1. Perfil de seguranca bioldgica e biocompatibilidade da
desferrioxamina (DFO) em células hospedeiras. (a) Avaliacao da
viabilidade de macréfagos murinos RAW 264.7 infectados por Mabs apds
24 h de tratamento com DFO. (b) Inibicdo dose-dependente da produgao
de 6xido nitrico (NO) em macréfagos ativados e infectados. (c) Avaliagdo
do potencial hemolitico relativo em eritrécitos humanos, indicando
auséncia de toxicidade em todas as concentracdes testadas. Os dados
representam a média + desvio padrao de trés experimentos bioldgicos
independentes realizados em triplicata. A analise estatistica foi realizada
por ANOVA seguida pelo pds-teste de Tukey, onde *** p < 0,001 indica
significancia estatistica em relagdo ao grupo controle (LPS para NO;
Triton-X para hemolise) e ns indica nao significativo (p > 0,05).

2.2 Atividade antimicrobiana direta

Apos estabelecer o perfil de seguranca do composto, investigou-se a
eficacia antimicrobiana direta da DFO contra Mabs. A avaliagdo in vitro
revelou que a DFO possui uma MIC de 9,75 ug/mL e uma MBC superior
a 10.000 pug/mL (Tabela 1), o que resulta em uma razao MBC/MIC > 1.000
e confirma um perfil predominantemente bacteriostatico, ao contrario da
atividade bactericida observada para os antibidticos de controle amicacina
(AMK) e claritromicina (CLA). Este perfil de inibi¢ao direta serviu de base
para investigar se a DFO poderia potencializar a eficdcia dos antibidticos
convencionais através de efeitos sinérgicos.

Tabela 1. Concentra¢does Inibitérias Minimas (MIC) e Concentra¢des
Bactericidas Minimas (MBC) de desferrioxamina, amicacina e
claritromicina contra Mycobacterium abscessus subsp. massiliense.

Compostos DFO AMK CLA
MIC 9,75 ug/mL 1 pg/mL 0,007 pg/mL L
MBC >10.000 pg/mL 1 pg/mL 0,007 pg/mL
MBC/MIC * 1 pg/mL 1 pg/mL
Atividade Bacteriostatico Bactericida Bactericida

DFO: Desferroxamina; AMK: Amicacina; CLA: Claritromicina; MIC:
concentragdes inibitérias minimas; MBC: concentra¢bes bactericidas
minimas. *Nao foi possivel determinar. Os valores apresentados foram
obtidos de forma consistente e reprodutivel em trés experimentos
bioldgicos independentes, realizados em triplicata, e sdo expressos como
média + desvio padrao.
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2.3 Sinergismo com antibiéticos

Questionou-se em seguida se a associagao da DFO com os antibidticos
convencionais resultaria em efeitos sinérgicos, visando aumentar a
eficacia contra o patogeno (Figura 2). Os ensaios de interagdo revelaram
que a combinagao DFO+CLA apresentou um sinergismo significativo com
um FICI de 0,047, enquanto a associagdo DFO+AMK demonstrou um
efeito aditivo. Estes resultados demonstram que a DFO atua de forma
complementar aos antibidticos, o que levou a investigacao de como essas
associagdes impactam fatores de viruléncia, como a formagao de
biofilmes.
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Figura 2. Intera¢des Antimicrobianas contra Mabs. (a) DFO+CLA; (b)
DFO+AMK; (¢) AMK+CLA. DFO: Desferroxamina; AMK: Amicacina;
CLA: Claritromicina. As superficies de interacdo e os mapas de calor
representam os valores do Indice de Concentragao Inibitéria Fracionada
(FICI). Valores de FICI < 0,5 indicam sinergismo, enquanto 0,5 < FICI < 1,0
indicam efeito aditivo. Os dados representam a média + desvio padrao de
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trés experimentos bioldgicos independentes realizados em triplicata.

2.4 Efeitos de antiviruléncia

Investigou-se o impacto da DFQO, isolada e em combinacdo com
antibidticos, sobre a formacdo de biofilme e a producdo de vesiculas
extracelulares (VEs) como indicadores da viruléncia de Mabs (Figura 3).
O tratamento isolado com DFO reduziu a formagao de biofilme em 40% e
a secrecao de VEs em 44%, sendo que as associagdes terapéuticas
demonstraram inibi¢des ainda mais expressivas, atingindo reducdes de
até 55% para o biofilme. Esta interferéncia em fendtipos cruciais para a
patogénese motivou a avaliagdao subsequente da eficacia do composto no
controle da sobrevivéncia bacteriana em ambiente intracelular.
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Figura 3. Inibicdo de fatores de viruléncia de Mycobacterium abscessus
subsp. massiliense pela desferrioxamina (DFO) e combinagdes. (a)
Quantificagdo da formacao de biofilme apds tratamento com
desferrioxamina (DFO) (MIC: 9,75 pg/mL), amicacina (AMK) (MIC:
lug/mL), claritromicina (CLA) (MIC: 7 pug/mL) e suas combinagoes. (b)
Quantificacdo da producao de vesiculas extracelulares nas mesmas
condigdes de tratamento. Os dados representam a média + desvio padrao
de trés experimentos bioldgicos independentes realizados em triplicata. A
andlise estatistica foi realizada por ANOVA seguida pelo pos-teste de
Tukey, onde *p < 0,05; **p < 0,01, **p < 0,001, ***p < 0,0001 indicam
significancia estatistica em relagdo ao grupo controle.

2.5 Eficicia intracelular

Investigou-se a capacidade da DFO em controlar a sobrevivéncia e a
replicacao de Mabs no interior de macréfagos murinos RAW 264.7 ao
longo de 24 horas (Figura 4). O tratamento com DFO (2 x MIC) promoveu
uma reducdo estatisticamente significativa na carga Dbacteriana
intracelular, atingindo uma média de 2,80 + 0,04 logic UFC/mL em
comparacao aos 7,00 = 0,05 log1o UFC/mL do grupo controle. Este controle
da carga bacilar em ambiente intracelular sugeriu que a DFO poderia estar
influenciando nao apenas a bactéria, mas também a resposta imunologica
da célula hospedeira, motivando a analise de citocinas inflamatorias.
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Figura 4. Cinética de sobrevivéncia intracelular e eficacia comparativa
da desferrioxamina, amicacina e claritromicina em macréfagos murinos
RAW 264.7 infectados. Os dados representam a média + desvio padrao de
trés experimentos biologicos independentes realizados em triplicata. A
andlise estatistica foi realizada por ANOVA seguida pelo pos-teste de
Tukey, onde *p < 0,05; *p < 0,01, **p < 0,001 indicam significancia
estatistica em relagdo ao grupo controle infectado.

2.6 Efeitos imunomodulatérios

Investigou-se como o tratamento com DFO influencia o perfil de
citocinas e a resposta inflamatdria em macréfagos infectados por M.
abscessus. O tratamento com DFO (1 x MIC) promoveu uma redugao
significativa na expressdo das citocinas pré-inflamatérias TNF-a (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" imunologico sugere
que a DFO favorece um microambiente menos responsivo ao estimulo
inflamatorio, o que motivou a busca por suporte mecanistico por meio de
analises in silico de interagdo molecular.

Control

DFO 0.5 x MIC
DFO 1 x MIC
DFO 2x MIC
AMK (MIC)
CLA (MIC)

*

R
3
0

Figura 5. A desferrioxamina modula o perfil de expressiao génica de
citocinas em macréfagos murinos infectados por Mabs. Analise
quantitativa da expressdo relativa (244t ) de mediadores pro-
inflamatdrios (TNF-a, IL-1f3, IL-6 e IFN-y) e reguladores (IL-10 e TGF-f3)
apos 24 h de tratamento com DFO, AMK e CLA. A normalizacdo foi
realizada contra o gene de referéncia 3-actina, utilizando o grupo infectado




93

ndo tratado como calibrador. Os dados representam a média + desvio
padrdo de trés experimentos bioldgicos independentes realizados em
triplicata. Estatistica: ANOVA de uma via com pds-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 sobrevivéncia e resisténcia de Mabs por meio de
ferramentas de docking. As andlises revelaram afinidades de ligacao
superiores para a acetiltransferase Eis2 (-10,8 kcal/mol) e para a enzima
InhA (-10,3 kcal/mol), sugerindo uma interferéncia direta em vias de
biossintese e resisténcia (Figura 6). Estes achados estruturais foram
integrados a predi¢des funcionais para consolidar o potencial terapéutico
do composto como suporte as terapias convencionais.

Figura 6. A desferrioxamina apresenta alta afinidade de ligacao por alvos
enzimaticos essenciais de Mabs. Representagbes das interagdes
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; (¢) 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 ¢ da F-ATP sintase (PDB ID: 7XKZ). As
interacdes moleculares e as energias livres de ligacdo (AG) foram
calculadas utilizando o software AutoDock Vina.

2.8 Andlises in silico sustentam interagbes multi-alvo e viabilidade translacional

Investigou-se o espectro de atividade biologica, a biodisponibilidade e
o perfil farmacocinético da DFO para validar seu potencial mecanistico e
a viabilidade de sua aplicacdo clinica. A analise PASS confirmou uma
probabilidade de 91,1% (Pa= 0,911) de atuacdo como antagonista do ferro
(Tabela 2), o que reforga os dados de docking molecular.

Atividades Previsoes 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
Antidoto 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
CYP3AT1 substrate 0,993 0,000
CYP3AY7 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:
provavel atividade; Pi: provavel inatividade; PASS: previsdo de
espectros de atividade para substancias. Os dados foram obtidos por
mejo de predigao computacional utilizando o servidor PASS Online,
baseados em modelos de similaridade molecular e algoritmos de
aprendizado de maquina.

Conforme demonstrado na analise de radar (Figura 7), a DFO assim
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como a AMK e a CLA apresentaram um perfil de biodisponibilidade oral
desfavoravel (Tabela 3), posicionando-se fora da zona ideal de absorgao
(drea sombreada em rosa) devido a parametros de alta polaridade e
flexibilidade. Apesar dessas limitacdes de absorgao gastrointestinal, os
parametros de ADME reforcaram a seguranca sistémica e a baixa
toxicidade do composto. Esta convergéncia de evidéncias computacionais
e experimentais posiciona a DFO como um adjuvante promissor para o
tratamento de infec¢des micobacterianas, fundamentando o uso de vias
de administragao alternativas para potencializar a eficacia de antibidticos
e modular a resposta inflamatéria do hospedeiro.

(a) (b)
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Figura 7. Analise de biodisponibilidade oral (radar plot). (a)
Desferrioxamina; (b) Amicacina; (¢) Claritromicina. A area sombreada em
rosa representa a zona ideal para as propriedades fisico-quimicas de
absorcao oral. As extremidades representam: Lipofilicidade (LIPO); SIZE
(Peso molecular); Polaridade (POLAR); insolubilidade em 4dgua por escala
logS (INSOLU); insaturacgao conforme a fracdo no carbono na hibridagao
sp3 (INSATU); flexibilidade de acordo com ligag¢des rotativa (FLEX). Os
dados foram obtidos por meio de predicdo computacional utilizando o
servidor SwissADME, baseados em modelos de similaridade molecular e
algoritmos de aprendizado de maquina.

Tabela 3. Estimativas da biodisponibilidade oral, efeitos toxicos previstos,
absor¢ao e solubilidade da desferrioxamina (DFO) em comparacdo com a
amicacina (AMK) e claritromicina (CLA).

Biodisponibilidade Oral DFO AMK CLA
Estimada

LogP 433 1.84 2.44
PM (g/mol) 560,68 585,60 747,95
TPSA A2 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 toxicos previstos

Carcinogenicidade Nao Nao Nao
Cardiotoxicidade Nao Sim Nao
Citotoxicidade Nao Nao Nao
Ecotoxicidade Nao Nao Nao
Hepatotoxicidade Nao Nao Sim
Imunotoxicidade Nao Sim Sim
Mutagenicidade Sim Nao Nao
Neurotoxicidade Nao Sim Sim
Nefrotoxicidade Sim Sim Sim
DLso (mg/kg) 1.000 4.000 1.230
Toxicidade de Ames Nao Nao Nao
Toxicidade oral aguda Baixa Minima Baixa
Toxicidade aguda em ratos 2.062 1.750 2.723
Classe de toxicidade 4 5 4
Absorgao estimada

Absor¢ao GI Baixa Baixa Baixa
Permeabilidade BHE Nao Nao Nao
Log Ky (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 particdo agua: PM: peso molecular; TPSA: area total da
superficie polar; nDLH: nimero de doadores de ligacdes de hidrogénio;
nALH: ntimero de aceitadores de ligacdes de hidrogénio; RAM =
refratividade molar; nRB = nimero de ligagdes rotativas; DL50: dose letal
50%; Absorcao GI: gastrointestinal; BHE: barreira hematoencefalica; Log
Kp: indice de permeagao cutanea; Log S: solubilidade. Os dados foram
obtidos por meio de predicdo computacional utilizando o servidor
SwissADME, baseados em modelos de similaridade molecular e
algoritmos de aprendizado de maquina.

3. Discussion

O presente estudo investigou o potencial antimicrobiano e adjuvante
da DFO contra Mabs, combinando analises in silico e in vitro para elucidar
seus possiveis mecanismos de agao e aplicabilidade clinica em terapias
combinadas com AMK e CLA. Diferente de abordagens que buscam
novos antibiéticos isolados, este trabalho propde a DFO como uma
ferramenta estratégica para fragilizar o patogeno e potencializar a terapia
convencional. Os resultados demonstraram que, embora a DFO apresente
limitagdes farmacocinéticas importantes, ela exibe atividade
bacteriostatica significativa, potencial sinérgico com CLA, capacidade de
inibi¢ao de biofilmes e modula¢ao imunoldgica favoravel. Dessa forma, a
DFO exerce efeitos adjuvantes multialvo contra Mabs, associando
restri¢ao metabdlica, atenuagao da viruléncia e modulac¢do da resposta do
hospedeiro, o que sustenta seu potencial reposicionamento no tratamento
de infecgdes por micobactérias nao tuberculosas. Até onde sabemos, este
é o primeiro estudo a demonstrar os efeitos antimicrobianos e
imunomodulatérios combinados da deferrioxamina contra Mabs.
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A viabilidade de qualquer nova estratégia terapéutica depende,
primariamente, da auséncia de toxicidade para o hospedeiro. Nossos
resultados demonstraram que a DFO preserva a viabilidade de
macrofagos e a integridade de eritrocitos humanos nas concentragdes
testadas. A auséncia de atividade hemolitica significativa amplia a janela
terapéutica e a seguranga celular do composto, mitigando riscos criticos
associados ao desenvolvimento de antimicrobianos intravenosos, como
danos teciduais, liberacao de hemoglobina pré-oxidante e complicagdes
vasculares. Tal perfil é consistente com o histdrico clinico estabelecido da
DFO em terapias de quelacdo, reforcando sua viabilidade como um
adjuvante seguro para o tratamento de infec¢des por Mabs [18,19].
Conforme evidenciado em pesquisa anterior, baixos indices de hemolise
in vitro correlacionam-se a elevados indices de seletividade, um
parametro determinante para a progressao pré-clinica de novos agentes
[20].

A auséncia de citotoxicidade da DFO reforca que a redugao dose-
dependente do 6xido nitrico (NO) decorre de uma modulagao bioquimica
e nao de perda de viabilidade celular. Esta inibi¢do correlaciona-se com a
quelacao do ferro, que pode atenuar a ativacao do fator HIF-1la e a
subsequente expressao da enzima iNOS. Sob a perspectiva da patologia,
essa reducao é favoravel, visto que a produgdo excessiva de NO em
infec¢des micobacterianas crénicas esta associada ao estresse oxidativo e
ao dano tecidual pulmonar exacerbado [21].

Entretanto, deve-se considerar a dicotomia desse efeito: embora a
reducdo do NO minimize a imunopatologia, ela poderia, teoricamente,
comprometer um dos mecanismos microbicidas centrais do hospedeiro.
Contudo, observamos que essa modulagao nao resultou em prejuizo a
eliminagdo bacteriana, conforme evidenciado pela reducao significativa
na carga intracelular. Isso sugere que o impacto antimicrobiano global ndo
¢é prejudicado, pois a DFO exerce uma pressao seletiva direta sobre o
patdgeno através da "imunidade nutricional". Ao sequestrar o ferro
essencial, a DFO compromete vias metabolicas vitais da Mabs, como a
respiracao celular e a sintese de DNA, compensando a menor
disponibilidade de radicais de nitrogénio no ambiente intracelular [22,23].
Assim, a eficacia do tratamento reside em um equilibrio homeostatico: a
atenuagao da resposta oxidativa deletéria do hospedeiro ocorre
simultaneamente a inducdo de uma vulnerabilidade metabdlica na
micobactéria, sensibilizando-a para a eliminacao definitiva, especialmente
quando em sinergia com antibiéticos convencionais.

Diferente da amicacina (AMK) e claritromicina (CLA), que exibem
potente  acdo  bactericida, a DFO apresentou um perfil
predominantemente bacteriostatico. Essa moderagao na poténcia direta é
condizente com o seu mecanismo de "imunidade nutricional”, onde o
sequestro de ferro limita o metabolismo bacteriano e a replicagdo sem
causar lise imediata [24,25]. Embora a DFO possua uma poténcia inferior
aos antibioticos de primeira linha, seu papel clinico mais promissor reside
na sua capacidade de atuar como um sensibilizador metabdlico.

Visto que a poténcia isolada da DFO é moderada, o préximo passo
logico foi explorar sua capacidade de sensibilizacdo em terapias
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combinadas. Os ensaios de combinagdo mostraram a interagdo mais forte
para a associagdo DFO + claritromicina, enquanto DFO + amicacina
apresentou perfis de interacdo favordveis, embora menos acentuados.
Esse fenomeno reforga que a privagao de ferro fragiliza a integridade da
parede celular e o metabolismo energético da micobactéria, facilitando a
acao dos antibioticos convencionais e ajudando a superar a resisténcia
intrinseca [24,25].

A eficacia da DFO como sensibilizador metabodlico estende-se ao
compromisso de fendtipos cruciais para a patogénese de Mabs. Ao reduzir
a formacgao de biofilmes e a secre¢do de vesiculas extracelulares (EVs), a
DFO ataca a viruléncia do patdgeno em frentes onde os antibidticos
isolados frequentemente falham. O efeito antibiofilme é particularmente
relevante, visto que essa estrutura contribui para a persisténcia cronica e
a reducdo da suscetibilidade aos antimicrobianos. Diferente de uma
simples facilitacdo fisica da penetracdo do farmaco, a sinergia observada
decorre da desestabilizacdo da integridade estrutural da matriz e da
indugdo de estresse metabdlico nas células sésseis, tornando a
comunidade bacteriana mais vulneravel a agdo bactericida dos
antibidticos convencionais [26,27]. Da mesma forma, a inibi¢do de EVs
representa uma estratégia critica para mitigar a evasao imunoldgica e a
disseminacdo bacteriana, sugerindo que a quelacgdo de ferro interfere em
vias regulatorias essenciais para a biogénese vesicular [28,29].

A validagao da DFO como ferramenta de sensibilizacao bioldgica foi
consolidada no modelo de infec¢do em macrofagos. Enquanto os
antibidticos de primeira linha promoveram uma reducao drastica e rapida
da carga bacteriana, a DFO apresentou um declinio mais modesto,
atingindo 2,80 + 0,04 logl0 UFC/mL. Essa diferenca de magnitude na
atividade intracelular é esperada, visto que a DFO atua
predominantemente através da privagao nutricional de ferro (imunidade
nutricional), retardando a replicagdao bacteriana sem induzir a lise celular
imediata observada com os inibidores de sintese proteica [30,31]. No
entanto, é precisamente essa capacidade de "enfraquecer" o patogeno
através de um estado de estresse metabdlico cronico, sem causar danos
citotdxicos ao hospedeiro, que fundamenta o uso da DFO como um
modulador capaz de fragilizar a micobactéria para a eliminagao definitiva
pela resposta imune ou por terapias combinadas.

Do ponto de vista mecanistico, as analises de docking molecular
forneceram uma base tedrica robusta para os efeitos bioldgicos
observados, sugerindo que a eficacia da DFO como adjuvante decorre de
interacbes multi-alvo com enzimas essenciais de Mabs. A elevada
afinidade de ligacao prevista para a acetiltransferase Eis2 (-10,8 kcal/mol)
é particularmente relevante, pois esta proteina esta diretamente implicada
na resisténcia aos aminoglicosideos e na modulagao da resposta imune do
hospedeiro. A interagdo da DFO com residuos criticos de Eis2 sugere um
potencial para interferir na inativagao enzimatica de farmacos, o que pode
sustentar o efeito aditivo observado com a amicacina [32,33].

Adicionalmente, a forte interacdo com a enoil-ACP redutase InhA (-
10,3 kcal/mol), enzima vital para a biossintese de acidos micdlicos, indica
que a DFO pode comprometer a integridade estrutural da parede celular
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micobacteriana. Essa fragilizacdo da barreira externa, somada a
interferéncia no metabolismo energético via interagdo com a F-ATP
sintase e a fumarase, corrobora o papel da DFO como um sensibilizador
metabodlico que facilita a agdo de antibidticos convencionais como a
claritromicina [34,35].

Quanto a viabilidade translacional, a analise PASS confirmou uma
probabilidade de 91,1% (Pa = 0,911) de a DFO atuar como antagonista do
ferro, o que é condizente com a interrup¢ao da homeostase metalica
necessaria para o controle do patdégeno. Embora o perfil farmacocinético
in silico aponte para uma baixa absor¢ao gastrointestinal, essa limitagao é
contornada na pratica clinica pela administragdo intravenosa ou
subcutanea, vias ja estabelecidas para o tratamento de sobrecarga férrica
[36-39]. Assim, a convergéncia entre as predi¢cdes computacionais e os
dados experimentais reforga que a desferrioxamina ¢ um candidato
seguro e promissor para integrar terapias combinadas, agindo
simultaneamente na restri¢do metabdlica da bactéria e na preservagao da
viabilidade celular do hospedeiro.

E notério que a combinacio da DFO com antibidticos oferece
vantagens potenciais significativas no cendrio clinico. Essa abordagem
pode aumentar a eficacia antimicrobiana ao potencializar a ag¢do dos
antibidticos, auxiliando-os a superar a resisténcia bacteriana e a protegao
conferida por biofilmes. Trata-se, de uma estratégia multifacetada que
ataca a infeccdo por diferentes frentes, como a privacao de nutrientes
essenciais, a desestabilizacdao de biofilmes, a potencial modulagao da
resposta imune do hospedeiro e a interferéncia em mecanismos de
resisténcia, oferecendo uma terapéutica potencialmente mais efetiva que
a monoterapia.

4. Materiais e Métodos

4.1 Microrganismo e Condigoes de Cultivo

Mycobacterium abscessus subsp. massiliense (BCCIPTSP Go01) foi
utilizada em todas as analises 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 condi¢des aerdbias
[7,12]. A utilizagao do isolado clinico foi autorizada mediante assinatura
de termo de consentimento livre e esclarecido, conforme aprovado pelo
CAAE: 21357413.4.0000.5084.

4.2 Selecdo dos Compostos para Andlises Computacionais

As estruturas quimicas 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 anélises in silico.

4.3 Preparagio do Indculo Bacteriano

Uma coldnia isolada de Mabs foi suspensa em PBS contendo 0,05%
Tween 80 em tubos contendo esferas de vidro estéreis e homogeneizada
por vortex até completa dispersao. A turbidez foi ajustada visualmente a
escala 0,5 de McFarland (~1 x 108 UFC/mL) e confirmada por leitura
espectrofotométrica a 625 nm (Densidade Optica = 0,105). Apds repouso
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por 30 min, 50 pL da suspensao foram diluidos em 9,95 mL de caldo
Mueller-Hinton, obtendo-se uma concentragao final de 1 x 10* UFC/mL
[14].

4.4 Ensaio de Citotoxicidade e Viabilidade celular em Macréfagos murinos RAW
264.7

A citotoxicidade da DFO foi avaliada em macréfagos murinos da
linhagem RAW 264.7 utilizando o método do MTT [brometo de 3- (4,5-
dimetiltiazol-Ail) -2,5-difeniltetrazdlio]. As células (1x105 células/pogo)
foram semeadas em placas de 96 pogos, cultivadas em meio DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) e suplementadas com 10% de soro
fetal bovino e tratadas com diferentes concentragdes de DFO (12,5-400
puM). A incubacao foi realizada por 24 h a 37 °C em atmosfera de 5% CO,
sem agitacdo. 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 absorbancia em
espectrofotometro a 540 nm[40]. Todos os experimentos foram realizados
em triplicata técnica de cada uma das trés réplicas bioldgicas
independentes.

4.5 Determinacio da Atividade Hemolitica
Eritrocitos humanos foram obtidos a partir de concentrados de

hemacias provenientes de bolsas de sangue (preservadas em CPDA-1)
cedidas pelo Hemocentro do Maranhao. O uso do material biolégico foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Ceuma
(Parecer N°1.570.437). As hemacias foram lavadas trés vezes com solugao
salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7,4) por centrifugacao (2000 rpm,
10 min, 4 °C) antes de serem ressuspensas para os ensaios de hemolise. As
hemacias foram isoladas e incubadas com DFO (12,5-400 uM) por 60 min
a 37 °C. Foram utilizados como controles de 0% e 100% de lise o tampao
PBS e o Triton X-100 (0,05%), respectivamente. A liberagao de
hemoglobina foi quantificada por leitura espectrofotométrica a 540nm.

A atividade hemolitica foi expressa em relagao ao Triton X-100 e calculada
usando a seguinte formula:

(As — Ab) x 100]

% hemolysis = [ —

onde Ab é a absorbancia do controle (branco sem extrato), As é a
absorbancia na presenca do extrato e Ac é a absorbancia na presenca de
Triton X-100 [14].

Todos os experimentos foram realizados em triplicata técnica de cada
uma das trés réplicas bioldgicas.

4.6 Quantificacdo da Produgdo de Oxido Nitrico (NO)

A producao de NO foi determinada pela quantificagao de nitrito
acumulado no sobrenadante das culturas através da reacdo de Griess .
Macréfagos murinos RAW 264.7 foram infectados e ativados com
lipopolissacarideo LPS (1 pg/mL) e simultaneamente tratados com DFO
(12,5400 uM). Apds o periodo de tratamento, aliquotas do sobrenadante
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foram incubadas com o reagente de Griess e a absorbancia foi medida a
540nm [23]. Todos os experimentos foram realizados em triplicata técnica
de cada uma das trés réplicas biologicas.

4.7 Determinagido da Concentragio Inibitéria Minima (MIC) e Concentragio
Bactericida Minima (MBC)

A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de microdilui¢ao
em caldo Mueller-Hinton (Himedia, Mumbai, India) em placas de 96
pocos. Foram testadas concentracdes seriadas de DFO (104,87 ug/mL),
AMK (128-0,06 pg/mL) e CLA (32-0,015 pg/mL). As MICs foram
registradas apds 5 dias de incubagao a 37 °C. A determinagao da MIC foi
realizada pela observagao da auséncia de mudanga de cor apds a adigdo
de resazurina a 0,01% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), seguida de
incubacao por 24 horas [41].

Para determinacdo da MBC, aliquotas dos pogos sem crescimento
visivel foram subcultivadas em agar Middlebrook 7H11. Apos 5 dias de
incubacao a 37° C, as leituras das MBCs foram realizadas com base no
crescimento dos controles, sendo considerada MBC, a menor
concentracdo de de DFO, AMK e CLA que impedir o crescimento
micobacteriano (= 99.9% de morte celular) seguindo padroes
CLSI/EUCAST [7,41]. Para um inoculo inicial de 10”7 UFC/mL (log_10 =
7,00) que atingiu uma contagem final de 10* UFC/mL (log_10 = 4,00), a
redugao foi de 3,00 log_10. A porcentagem de morte celular foi calculada
através da variagao relativa entre a carga inicial e final, utilizando a
equagao:

UFC inicial — UFC final

X 100
UFC iniciar

% morte =

Log™’redugdo = 10g19(UFC iniciqr) — 10910UFC fing

Todos os experimentos foram realizados em triplicata técnica de cada
uma das trés réplicas bioldgicas.

4.8 Avaliagdo de Sinergismo (Método Checkerboard)

O potencial sinérgico entre desferrioxamina, amicacina e
claritromicina contra Mycobacterium abscessus subsp. massiliense foi
avaliado pelo método de microdiluicdto 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 x 10° UFC/mL, e inoculada em placas de 96 pogos
contendo combinacgdes seriadas dos antimicrobianos (0,25x a 4x MIC). As
placas foram incubadas a 37 °C por 3-5 dias, sendo o crescimento
bacteriano avaliado por inspecao visual [42]. Todos os experimentos
foram realizados em triplicata técnica de cada uma das trés réplicas
bioldgicas.

A concentragdo inibitéria minima (MIC) para cada combinagao foi
determinada como a menor concentracao onde nao se observava turvagao
visivel. Para cada combinacdo testada, foi calculado o Indice de
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Concentracdo Inibitoria Fracionada (FICI) [42]. As interagdes
antimicrobianas foram quantificadas através do célculo do Indice de
Concentracao Inibitéria Fracionada (FICI), utilizando a seguinte equagao:

B
+

FICI =
MIC, ' MIC,

onde: A: representa a concentracdo do composto A na combinag¢do em que
houve inibi¢do do crescimento bacteriano (pg/mL). MIC_a: corresponde a
Concentracao Inibitéria Minima do composto A testado isoladamente
(ug/mL). B: representa a concentracao do composto B na combinac¢ao em
que houve inibicaio do crescimento bacteriano (pg/mL). MIC_s:
corresponde a Concentragao Inibitéria Minima do composto B testado
isoladamente (ug/mL). A interpretacdao dos resultados foi baseada nos
critérios estabelecidos para o indice 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 indiferenga 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 Formagdo de Biofilme e Producdo de Vesiculas Extracelulares

A inibi¢ao da formagao de biofilme por Mabs tratada com DFO, AMK
ou CLA (0,5%, 1x e 2x MIC) foi avaliada pelo método de cristal violeta em
placas de 96 pocos de fundo chato (poliestireno). As culturas foram
mantidas em caldo Middlebrook 7H9 (Himedia, Mumbai, India)
suplementado com OADC e sem a adi¢do de Tween 80, a 37 °C por 5-7
dias em condigOes estéticas para permitir a adesao bacteriana [43].

Apos a incubagao, o conteudo planctdnico foi removido e os pogos
foram lavados trés vezes com 200uL de PBS (pH 7,4) para a eliminagao de
células nao aderidas. O biofilme remanescente foi fixado com 200uL de
metanol (grau analitico) por 15 minutos. Em seguida, as amostras foram
coradas com 200uL de cristal violeta a 0,1% por 15 minutos em
temperatura ambiente. Apds nova lavagem em agua destilada para
remover o excesso de corante, a biomassa foi solubilizada em 200uL de
etanol a 95% por 30 minutos. A densidade 6ptica (DO) foi mensurada a
570nm em leitor de microplacas. Os experimentos foram realizados em
trés réplicas bioldgicas independentes, com cada amostra testada em
triplicata técnica.

As vesiculas 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 centrifugagao
seriada (3.000x g e 15.000x g). As EVs foram coletadas por
ultracentrifugacdo a 100.000x g por 2 h a 4 °C, utilizando uma
ultracentrifuga Optima L-90K e rotor de angulo fixo Type 70 Ti (Beckman
Coulter, Brea, CA, USA). Apds lavagem em PBS, as EVs foram
quantificadas pelo método do acido bicinconinico (BCA) a 562 nm, com
os resultados normalizados pelo niimero de unidades formadoras de
colonias (UFC) da cultura original [29]. Os experimentos foram realizados
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em trés experimentos bioldgicos independentes, com analises realizadas
em triplicata técnica para garantir a precisdo dos dados.

4.10 Infecgdo e Sobrevivéncia Intracelular em Macrdfagos murinos RAW 264.7

Macréfagos murinos RAW 264.7 foram infectados com Mabs em uma
multiplicidade de infeccao (MOI) de 10:1, representando a proporcao de
10 bactérias para cada célula hospedeira. Esta proporc¢ao foi selecionada
para assegurar uma eficiéncia de infec¢ao de aproximadamente 100% das
células, minimizando a interferéncia de macrofagos nao infectados no
resultado final, ao mesmo tempo em que previne a morte celular precoce
por sobrecarga bacteriana [42,44].

Apo6s eliminagdo das bactérias extracelulares com gentamicina 50
pg/mL (por 1 hora), as células foram tratadas com DFO, AMK ou CLA nas
concentragoes de 0,5%, 1x e 2x MIC. A carga bacteriana intracelular foi
avaliada nos tempos 0, 4, 8, 12 e 24 h ap6s lise celular com uma solugao de
Triton X-100 a 0,1% em agua destilada estéril para a liberagdo das
micobactérias intracelulares, o lisado celular obtido foi diluido
seriadamente em PBS e plaqueado em meio sélido Middlebrook 7H10
suplementado com OADC. Os resultados foram expressos em logio
UFC/mL [10,14].

Para a determinagdo da carga bacteriana, o lisado foi submetido a
dilui¢oes seriadas 10~ a 10-8 em PBS. Aliquotas de 100 pL de cada diluicao
foram inoculadas na superficie de agar Middlebrook 7H10 ou 7H11
suplementado com OADC. As placas foram incubadas a 37° C com 5% 5%
CO; por um periodo de 3 a 5 dias. Foram consideradas para contagem
apenas as placas apresentando entre 30 e 300 colonias, sendo o resultado
calculado pela férmula:

Log!®redugdo = log,o(UFC ;=y) — 10g1oUFC ;—p4p

A atividade antimicrobiana foi interpretada com base na redugao
logaritmica em relacdo ao indculo inicial (t = 0 h). Seguindo os padrdes
internacionais do CLSI/EUCAST, a atividade bactericida foi definida
como uma redugao 2 3 logio UFC/mL, equivalente a uma eliminagao de
99,9% da populacgao bacteriana original. Redugdes entre 1 e 3 log_ioforam
categorizadas como atividade intermedidria, enquanto redugdes
inferiores a 1log_1o caracterizaram atividade bacteriostatica [44]. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata técnica de cada uma das trés
réplicas bioldgicas.

4.11 Andlise da Expressdo Génica de Citocinas

Macroéfagos 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% CO,. As células foram
infectadas com Mycobacterium abscessus (MOI 10:1) e tratadas por 24 h com
desferrioxamina (0,5%, 1x e 2x MIC: 4,875-19,5 pg/mL), amicacina (1
pg/mL) e claritromicina (0,007 pug/mL). A manutencdo desta MOI € critica
para garantir que a modulacdo da expressao génica reflita uma resposta
celular homogénea ao patogeno [45]. O RNA total foi extraido com o
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RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) e quantificado pelo
espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA). A pureza e integridade do RNA foram asseguradas por meio
das razdes de absorbancia A260/A280 e A260/A230, considerando-se
apenas amostras com valores entre 1,8 e 2,2 para normalizagao
subsequente. Apds a quantificacdo, o RNA foi tratado com DNase I
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) para eliminagdo de DNA genomico. A
sintese de cDNA foi realizada com o High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) [45,46].

A reagao de qPCR foi conduzida usando SYBR Green PCR Master Mix
no sistema QuantStudio 3 (Applied Biosystems), avaliando-se os genes:
TNF-a, IL-1p3, IL-6, IL-10, IFN-y e TGF-B. As sequéncias dos iniciadores
(primers) utilizados estao detalhadas na Tabela Suplementar S1 [40]. A
eficiéncia de amplificagdo para todos os primers foi determinada por
curvas de calibragao, situando-se entre 95% e 105%. O gene da {3-actina foi
selecionado como controle endégeno (housekeeping gene) devido a sua
estabilidade de expressdo previamente validada para a linhagem RAW
264.7 sob condig¢des de infec¢ao micobacteriana. Para este calculo, o grupo
de macrofagos infectados e nao tratados foi utilizado como calibrador
(unidade de referéncia = 1,0), permitindo a quantificacdo do impacto da
DFO, AMK e CLA sobre a modulagao génica [45,46].

As diferencas entre grupos foram analisadas por ANOVA seguida de
pos-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 trés réplicas bioldgicas
(n=3).

4.12 Docking Molecular

O potencial de interagdo entre desferrioxamina, amicacina e
claritromicina com a proteina Eis2 de Mycobacterium abscessus subsp.
massiliense foi avaliado por estudos de docking molecular. As estruturas
quimicas dos ligantes foram obtidas no PubChem (CID: 2973, 37768 e
84029, respectivamente) e preparadas no Open Babel, com otimizagao
conformacional em 3D pelo campo de forca MMFF94 e conversao para o
formato PDBQT [47].

A estrutura cristalografica da proteina 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
sitio ativo identificado pelo PrankWeb (coordenadas x =29.5, y=7.2, z=
59.7). A afinidade ligante-receptor foi estimada pela variagdo da energia
livre de Gibbs (AG), sendo valores mais negativos interpretados como
interagdes mais favoraveis e estaveis (Tabela 4) [47,48]. As interagOes
moleculares foram analisadas no BIOVIA Discovery Studio Visualizer 4.2,
com identificag¢do dos principais residuos envolvidos e caracterizagao dos
tipos de ligagao (hidrogénio e interagdes hidrofdbicas) [47-49].



105

Tabela 4. Alvos moleculares de Mycobacterium abscessus subsp.
massiliense utilizados para docking com a DFO

Alvo potencial  Proteina Familia Modo de acao
Prejuizo a B-
idratase oxidagdo de
Metabolismo CoA ) . ¢ o
lividico hidratase/ tipo intermedidrios
P . MaoC derivados do
isomerase
colesterol
Interrupcao do ciclo
. Fumarase , . .
Metabolismo , do acido citrico por
» (Fumarato Liase tic
energético competi¢do com o
& hidratase) Pete
substrato (malato)
N- Bloqueio da
Sobrevivéncia , acetiltran acetilacdo de
. Proteina . L
intracelular / EisD sferase aminoglicosideos e
is
Resisténcia (familia dos mecanismos de
GNAT) resisténcia
Subunidad Inibi¢ao
ATP ¢
. e ¢ da F- . conformacional do
Metabolismo sintase
L. ATP . acoplamento
energético . (subunid .
sintase de ¢) rotacional, afetando
ade ¢
(Mabeg) a sintese de ATP
Interrupcao do ciclo
. Fumarase . . fe
Metabolismo , do 4cido citrico por
» (Fumarato Liase Hica
energeético competi¢do com o
8 hidratase) pere

substrato (malato)

4.13 Andlise ADME e Predicdo de Propriedades Toxicoldgicas (in silico)

As propriedades farmacocinéticas como absorc¢ao, distribuicao,
metabolismo e excrecdo foram avaliados utilizando o servidor
SwissADME  (http://www.swissadme.ch/index.php#) [50]. Foram
analisados descritores moleculares como massa molecular, niimero de
aceitadores e doadores de ligagdes de hidrogeénio, lipofilicidade,
refratividade molar, niumero de liga¢Oes rotativas e area de superficie
polar topoldgica, aplicando-se a Regra dos Cinco de Lipinski para
estimativa de semelhan¢a com farmacos [51].

A toxicidade foi predita por meio dos servidores admetSAR
(https://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2) e ProTox-1I
(https://tox.charite.de/protox3/?site= compound_input), utilizando
modelos de similaridade molecular e aprendizado de maquina para
prever DLsy oral, hepatotoxicidade, carcinogenicidade, citotoxicidade,
imunotoxicidade e mutagenicidade [52,53].

4.14 Predicdo de Atividades Bioldgicas (in silico)
As atividades bioldgicas foram avaliadas utilizando a plataforma
PASS Online (Prediction of Activity Spectra for Substances), disponivel
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em: (www.way2drug.com/passonline). As estruturas quimicas em
formato SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry System) foram
obtidas do PubChem. Atividades com probabilidade de atividade (Pa)
superior a probabilidade de inatividade (Pi) foram consideradas
relevantes. Para interpretacdo 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 possiveis 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 ¢ 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 a probabilidade de inatividade
(Pi) foram consideradas relevantes [14,54,55].

4.15 Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrao (DP) de
trés experimentos bioldgicos independentes (n = 3), cada um realizado em
triplicata técnica para assegurar a reprodutibilidade dos dados. A
significancia estatistica das diferencas entre os grupos experimentais foi
avaliada por meio da analise de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias
(one-way ou two-way ANOVA), conforme a natureza das varidveis,
seguida pelo pos-teste de Tukey para multiplas comparagoes. Valores de
p<0,05(*), p<0,01(**), p<0,001 (***) e p <0,0001(****) foram considerados
estatisticamente significativos. Todas as analises estatisticas e a elaboragao
das representacOes graficas foram realizadas utilizando o software
GraphPad Prism versao 8.0.1 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

5. Conclusions

Este estudo fornece a primeira avaliagao integrada da desferrioxamina
(DFO) combinando analises 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 patdgeno e modular a resposta inflamatéria do hospedeiro.

Em sintese, a deferrioxamina demonstrou atividade adjuvante contra
Mabs ao restringir o crescimento bacteriano, potencializar a atividade
antibidtica, reduzir caracteristicas associadas a viruléncia e atenuar a
sinalizacdo inflamatdria. Estes achados justificam a validagao in vivo
adicional de terapias combinadas baseadas na quelacao de ferro.

Este estudo apresenta limitagdes que devem ser consideradas na
interpretacdo dos resultados. Primeiramente, a auséncia de ensaios de
suplementacao de ferro limita a confirmacao direta de que todos os efeitos
antimicrobianos observados sdo mediados exclusivamente pela quelacdo
deste metal. Adicionalmente, o uso da linhagem celular de macréfagos
murinos (RAW 264.7) pode nao recapitular plenamente a complexidade
das respostas imunes humanas.

O estudo baseou-se predominantemente em modelos in vitro e utilizou
uma unica cepa bacteriana, o que impede a generalizacao imediata para
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outras linhagens clinicas ou a avaliagdo da farmacocinética sistémica. A
curta duragao dos ensaios (24 horas) também restringe a extrapolagao dos
dados para o cenario de infec¢oes micobacterianas cronicas. Investigagdes
futuras sdo essenciais para validar a eficicia da DFO in vivo,
particularmente em modelos de coinfec¢do ou fibrose cistica, e para
desenvolver formulagdes farmacéuticas que otimizem sua entrega no
ambiente fagossomal.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo investigou a desferrioxamina (DFO) como uma abordagem terapéutica
promissora contra Mycobacterium abscessus subsp. massiliense, um patdgeno emergente e
intrinsecamente resistente. A prevaléncia crescente de Mabs e a ineficacia dos tratamentos
atuais, que sdo longos, toxicos e frequentemente falham, sublinham a urgéncia de novas
estratégias. A DFO, tradicionalmente utilizada como quelante de ferro, foi investigada neste
estudo considerando a dependéncia do ferro para a viruléncia e patogénese das micobactérias.

As predicdes in silico corroboraram o papel da DFO como antagonista de ferro e
indicaram sua afinidade de ligagdo com a enzima Eis2 de Mabs, uma N-acetiltransferase crucial
para a resisténcia bacteriana. Essa interagdo molecular sugere um mecanismo de acao
complementar, potencialmente interferindo na resisténcia mediada por acetilagdo, como a que
afeta a amicacina. Os resultados in vitro demonstraram um efeito bacteriostatico da DFO contra
Mabs, com uma Concentrac@o Inibitéria Minima (CIM) de 9,75 pg/mL. Contudo, a auséncia
de Concentragdo Bactericida Minima (CBM) nas concentracdes testadas indica que a DFO,
isoladamente, ndo exerceu atividade bactericida.

Apesar do potencial terapéutico, este estudo também destacou desafios relevantes,
como a toxicidade e a baixa biodisponibilidade da DFO. As predi¢des in silico confirmaram o
perfil de seguranca conhecido da DFO, que inclui toxicidades significativas em doses elevadas.
Sua baixa absor¢do gastrointestinal e permeabilidade, juntamente com a hidrofobicidade do
complexo DFO-ferro, podem limitar sua agdo intracelular, um aspecto critico para combater
micobactérias intracelulares.

Os resultados obtidos, embora promissores e exigindo validacdo experimental mais
aprofundada, estabelecem uma base solida para futuras investigagdes. Para avancar, ¢
fundamental que os proximos estudos priorizem a validacao dos achados de forma mais precisa
as condigdes in vivo, para otimizando regimes posoldgicos e vias de administragdo para
maximizar a entrega ao sitio da infec¢@o e mitigar a toxicidade.

O foco na utilizacao da DFO em terapia combinada com antimicrobianos de primeira
linha contra Mabs ¢ essencial, explorando o sinergismo. Igualmente importante ¢ o
desenvolvimento e a avaliagdo de novas formulagdes da DFO, como sistemas de liberagao
direcionada, que possam superar as limitacdes farmacocinéticas e de toxicidade, aprimorando

sua biodisponibilidade e entrega intracelular.
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Por fim, uma investigagdo mais aprofundada dos mecanismos moleculares pelos quais
a DFO interfere no metabolismo do ferro bacteriano e interage com alvos bacterianos
especificos. O objetivo final dessas pesquisas ¢ desvendar completamente os mecanismos de
acdo da DFO, consolidando seu papel como uma terapia adjuvante eficaz no tratamento de
infeccdes complexas e de dificil manejo causadas por Mabs, abrindo novas perspectivas para
superar a resisténcia antimicrobiana e melhorar os desfechos clinicos.

Na perspectiva de manter a produtividade, os pesquisadores confeccionaram os trés
artigos cientificos, e guiaram-se pelo Regime Interno do Programa de Po6s Graduagdo da
Universidade Federal do Maranhdo, que garante a defesa na presenca de publica¢dao do aluno

como autor ou co-autor juntamente ao orientador.
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7 CONCLUSAO

Este trabalho analisou, de forma abrangente, a atividade antimicrobiana e os possiveis
mecanismos de acdo da desferrioxamina (DFO) contra Mycobacterium abscessus subsp.
massiliense, integrando evidéncias de estudos in silico, in vitro e discussdes sobre potenciais
aplicagdes in vivo. Ao longo dos trés capitulos que compdem esta tese, foram exploradas
diferentes dimensdes do tema e identificados avangos relevantes, mas também desafios e
limitagdes importantes que direcionam as investigacdes futuras.

No Capitulo I, por meio de uma revisdo bibliométrica e critica, evidenciou-se o
crescente interesse cientifico em sider6foros e suas aplicagdes como agentes antimicrobianos,
situando a DFO como uma alternativa promissora frente a resisténcia bacteriana. Esta revisao
também destacou as lacunas existentes no conhecimento sobre as interacdes moleculares
especificas da DFO com alvos bacterianos de Mabs, justificando os ensaios subsequentes.

No Capitulo II, foram detalhados aspectos fundamentais da biologia e patogenicidade
de Mabs, incluindo a formacao de biofilme e os desafios impostos pela resposta imune do
hospedeiro. Estes elementos fornecem um pano de fundo essencial para a compreensdo do papel
potencial da DFO como agente coadjuvante na terapia antimicrobiana.

No Capitulo III, os ensaios in silico demonstraram alta afinidade da DFO por alvos
enzimaticos criticos de Mabs, como a enzima Eis2, sugerindo um possivel mecanismo de ag¢ao
sinérgico com antibidticos como a amicacina. Nos ensaios in vitro, a DFO apresentou efeito
bacteriostatico, com uma Concentragdao Inibitéria Minima (CIM) de 9,75 pg/mL, além de
capacidade de modular a expressdo de citocinas pro-inflamatérias em células infectadas.
Contudo, ndo foram observados efeitos bactericidas isolados, indicando que a DFO, sozinha,
pode nao ser suficiente para erradicar a infec¢do em concentragdes clinicas.

Apesar desses achados encorajadores, este estudo apresenta limitagdes importantes.
Primeiramente, os experimentos in vitro nao contemplam completamente a complexidade do
ambiente infeccioso em modelos in vivo, onde fatores farmacocinéticos e farmacodinamicos
podem alterar significativamente a eficacia da DFO. Além disso, a toxicidade moderada da
DFO e sua baixa biodisponibilidade sistémica permanecem obstaculos relevantes, que devem
ser mitigados antes de qualquer translagdo clinica. A auséncia de ensaios em modelos animais
impede, por ora, inferéncias diretas sobre a eficacia terapéutica em infec¢des pulmonares ou

sist€émicas por Mabs.
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Préximos passos fundamentais incluem a validacdo dos efeitos observados em
modelos animais relevantes, avaliando regimes combinados com antibidticos padrdo para
verificar sinergismo terapéutico e mitigacdo da toxicidade. Igualmente, pesquisas sobre
formulacdes farmacéuticas avangada, como sistemas de liberagdo controlada ou nanoparticulas
que poderdo otimizar a entrega intracelular da DFO, ampliando seu potencial como terapia
adjuvante. Estudos de farmacocinética e farmacodinadmica sdo imprescindiveis para estabelecer
esquemas posologicos seguros e eficazes.

Em suma, esta tese estabelece uma base robusta e consistente para futuras
investigagdes, consolidando a desferrioxamina como um candidato promissor na terapia
combinada contra Mabs. O fortalecimento de estratégias que integrem conhecimento molecular,
testes em modelos biologicos complexos e inovagdes farmacéuticas sera crucial para enfrentar

a resisténcia antimicrobiana e melhorar os desfechos clinicos em infec¢des de dificil manejo.
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APENDICE A — USO DE INTELIGENCIA ARTIFICIAL

DECLARACAO DE ACORDO PARA UTILIZACAO DE INTELIGENCIA ARTIFICIAL
(Art. 12, inciso I, da Resoluc¢ao n° 374/2025 — CONSAD)

Eu, Roseane Lustosa de Santana Lira, discente regularmente matriculada no Programa de
Pos-graduagdo em Ciéncias da Saude, declaro que fui devidamente autorizada pelo Prof. Dr.
Eduardo Martins de Sousa, orientador do estudo intitulado: “AVALIACAO DA
ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA DESFERRIOXAMINA in silico e in vitro
CONTRA Mpycobacterium abscessus subsp. massiliense” a utilizar ferramentas de
Inteligéncia Artificial, no desenvolvimento das atividades académicas relacionadas a este
trabalho.

O uso da Inteligéncia Artificial foi realizado de forma ética, responsavel e transparente, com
finalidade de apoio a organizacio de ideias, revisao textual, esclarecimento conceitual e
aprimoramento da escrita, ndo substituindo a autoria intelectual, a andlise critica ou a
responsabilidade académica da discente.

o

Este acordo estd em conformidade com o disposto no Art. 12, inciso I, da Resolucdo n
374/2025 — CONSAD, que estabelece a necessidade de acordo prévio entre discente e docente,
com registro da autorizacao para uso de IA no contexto académico.

Declaro, ainda, que todas as informagdes, analises, interpretacdes e conclusdes apresentadas no
trabalho sdo de minha inteira responsabilidade, respeitando os principios da integridade
académica e da originalidade.

Por ser verdade, firmamos a presente declaracao.

Prompts / Comandos Utilizados (Art. 12, inciso I1I)

i. Prompt 1 — Diagnéstico geral do capitulo: “Atue como revisor académico de
doutorado na area biomédica. Avalie o capitulo abaixo quanto a clareza, coeréncia,
estrutura, rigor cientifico e adequa¢do ao estilo académico. Aponte problemas
principais e sugira melhorias estruturais antes de qualquer reescrita”.

ii. Prompt 2 — Revisao estrutural: “Avalie o texto abaixo para melhorar organizagdo
logica, progressao de ideias e encadeamento entre pardgrafos, mantendo o conteudo
cientifico. Sugira reorganizagdo de trechos se necessario”.

iii.  Prompt 3 — Revisdo gramatical e normativa. “Revise o texto quanto a gramatica,
ortografia, pontuagdo, concorddncia e regéncia, garantindo conformidade com norma

culta formal”.
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Prompt 4 — Consisténcia cientifica e terminologica: “Verifique consisténcia no uso
de termos técnicos, siglas e nomenclatura ao longo do texto. Aponte inconsisténcias e
sugira padronizagdo”.

Prompt 5 — Revisdo critica tipo peer review: “Atue como revisor de periodico
internacional. Identifique fragilidades na redagdo, trechos pouco claros, excesso de
generalizag¢do ou problemas que possam comprometer a publicag¢do”.

Prompt 6 — Tradugdo cientifica: “Avalie o texto em inglés, conforme nivel académico,
adequacgdo a periodicos biomédicos internacionais, com precisdo técnica’.

Prompt 7 — Revisdo final integrada: “Faca uma revisdo final integrada do texto,
garantindo clareza, coesdo, consisténcia terminologica, correg¢do gramatical e

adequacdo ao estilo académico de alto impacto”.

Boore boendiror e Sordora. Lo

bduond Y. di //&WCL

Assinatura do docente: v



