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RESUMO 
 

 

 

Burkholderia pseudomallei é um patógeno oportunista de origem ambiental que causa a 

doença melioidose. Já foi demonstrado que a disponibilidade de ferro favorece alguns 

processos dessa bactéria, como a formação de biofilmes. Dessa forma, esse estudo se propôs a 

avaliar o efeito do quelante de ferro deferiprona (DFP) sobre a sensibilidade antimicrobiana e 

a formação e manutenção de biofilmes. A sensibilidade planctônica à DFP isolada e 

combinada com as drogas foi avaliada pelo teste de microdiluição em caldo, investigação dos 

efeitos da DFP sobre a formação dos biofilmes, avaliando sua biomassa através da técnica por 

cristal violeta e a atividade metabólica do biofilme maduro determinada com resazurina. A 

concentração inibitória mínima (CIM) da DFP foi de 4 – 64 µg/mL. Quando combinada com 

os antimicrobianos, houve redução no CIM para amoxicilina/clavulanato (AMC) e 

meropenem (MER). A DFP reduziu (P<0,05) a biomassa do biofilme em formação em 21 e 

12% nas concentrações referentes a CIM e CIM/2, respectivamente, enquanto no biofilme 

maduro houve uma redução (P<0.05) 47%, 59%, 52% e 30% nas concentrações de 512, 256, 

128 e 64 µg/mL, respectivamente. A DFP não erradicou os biofilmes de B. pseudomallei, não 

apresentando valores de concentrações eliminatórias mínimas do biofilme (CEMB) nas 

concentrações testadas. Quanto às drogas antibacterianas, não foram encontrados valores de 

CEMB para AMC e os intervalos de CEMB para MER foram 16 – 512 µg/mL e 256 – 512 

para doxiciclina (DOX). Quando utilizada na concentração de 256 µg/mL, a DFP não reduziu 

os valores de CEMB para AMC, MER e DOX contra biofilmes maduros de B. pseudomallei. 

A DFP inibe o crescimento planctônico de B. pseudomallei, potencializa o efeito de - 

lactâmicos contra a bactéria na forma planctônica e reduz a biomassa de biofilmes em 

formação e de biofilmes maduros, sem, no entanto, erradicar biofilmes maduros de B. 

pseudomallei, nem os sensibilizar às drogas AMC, MER e DOX. 

 
Palavras-chave: Burkholderia pseudomallei. Deferiprona. Quelante de ferro. Biofilmes. 



ABSTRACT 
 

 

 

Burkholderia pseudomallei is an opportunistic pathogen with environmental origin causing 

melioidosis disease. It has already been demonstrated that the availability of iron favors some 

processes of this bacterium, such as the formation of biofilms. Thus, this study aimed to 

evaluate the effect of the iron chelator deferiprone (DFP) on antimicrobial sensitivity and the 

formation and maintenance of biofilms. The planktonic sensitivity to DFP alone and 

combined with the drugs was evaluated by the broth microdilution test, investigation of the 

effects of DFP on the formation of biofilms, evaluating its biomass through the crystal violet 

technique and the metabolic activity of the mature biofilm determined with resazurin. The 

minimal inhibitory concentration (MIC) of DFP was 4 – 64 µg/mL. Combined with 

antimicrobials, there was a reduction in MIC for amoxicillin/clavulanate (AMC) and 

meropenem (MER). DFP reduced (P<0.05) the biomass of the growing biofilm by 21 and 

12% at MIC and MIC/2, respectively, while in the mature biofilm there was a reduction 

(P<0.05) by 47%, 59%, 52% and 30% at concentrations of 512, 256, 128 and 64 µg/mL, 

respectively. The DFP did not eradicate the biofilms of B. pseudomallei, not showing values 

of minimum eliminatory concentrations of the biofilm (MBEC) in the concentrations tested. 

As for antibacterial drugs, no MBEC values were found for AMC and the MBEC ranges for 

MER were 16 – 512 µg/mL and 256 – 512 µg/mL for doxycycline (DOX). When used at a 

concentration of 256 µg/mL, DFP did not reduce MBEC values for AMC, MER, and DOX 

against mature biofilms of B. pseudomallei. DFP inhibits the planktonic growth of B. 

pseudomallei potentiates the effect β-lactams against the bacteria in the planktonic form and 

reduces the biomass of biofilms in formation and of mature biofilms, without, however, 

eradicate mature biofilms of B. pseudomallei, nor sensitize them to AMC, MER, and DOX 

drugs. 

 
Keywords: Burkholderia pseudomallei. Deferiprone. Iron chelator. Biofilms. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Burkholderia pseudomallei é um bacilo Gram-negativo, saprófita, podendo ser 

encontrado em abundância no solo e água da superfície, particularmente no sudeste da Ásia, 

no norte da Austrália e no nordeste do Brasil. Esse patógeno oportunista é agente causador da 

melioidose, uma doença de humanos e animais que foi inicialmente descrita em 1912 por 

Whitmore e Krishnaswami. A melioidose pode ser adquirida por inalação, ingestão ou 

inoculação, apresentando diversas manifestações clínicas, sendo considerada uma grande 

“mimetizadora” por se assemelhar com outras infecções de natureza aguda ou crônica, como 

por exemplo, sepse, pneumonia, tuberculose, resultando em atrasos e erros no diagnóstico. 

Essa bactéria possui uma alta resistência intrínseca a muitos antibióticos, incluindo, 

cefalosporinas de terceira geração, penicilinas, rifamicinas, macrolídeos, quinolonas e 

aminoglicosídeos. Diante disso, as drogas usadas para tratar melioidose são limitadas e 

incluem ceftazidima e/ou imipenem, amoxicilina-ácido clavulânico e a combinação de 

sulfametoxazol-trimetroprim e doxiciclina. Devido à sua resistência, alta taxa de mortalidade, 

ausência de vacinas, infecção por via aérea e tratamento eficaz, B. pseudomallei é classificado 

como um patógeno de classe de risco três e considerado um agente de bioterrorismo. 

Além da resistência intrínseca, esse patógeno tem a capacidade de formar biofilme, 

contribuindo para o aumento da persistência dessa bactéria no ambiente. Além disso, o 

biofilme, está associado à recidivas em pacientes com melioidose, devido à reativação das 

bactérias contidas no biofilme que resistem aos antimicrobianos. Sabe-se que alguns fatores 

favorecem a formação de biofilmes, como elevadas concentrações de ferro, alta osmolaridade 

e baixas temperaturas. Devido à limitação de drogas efetivas contra B. pseudomallei e à 

dificuldade de erradicação de biofilmes desse patógeno, compostos com atividade 

antibiofilme têm sido investigados, visando controlar a formação de biofilmes por essa 

bactéria. 

Nesse contexto, a restrição de ferro parece ser uma estratégia interessante, uma vez 

que a carência desse metal essencial ao metabolismo microbiano limita o crescimento de 

bactérias in vivo e in vitro. A restrição do ferro pode ser alcançada por meio da utilização de 

quelantes que podem potencializar a atividade de antibacterianos, destruindo biofilmes. A 

deferiprona (1,2-dimetil-3-hidroxipiridin-4-ona) é um quelante de ferro bidentado, sintético, 

aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) e usado no tratamento da talassemia, 

mas não se conhece o efeito de quelantes de ferro sobre B. pseudomallei. 



17 
 

 
 

Em vista disso, o estudo se propôs a avaliar o efeito in vitro do quelante de ferro 

deferiprona sobre o crescimento de B. pseudomallei na forma planctônica e de biofilme, bem 

como sobre a sensibilidade dessa bactéria a antimicrobianos utilizados no tratamento da 

melioidose. 



18 
 

 
 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Aspectos históricos da melioidose 

Em 1912, o médico Alfred Whitmore e seu assistente Krishnaswami, descreveram 

uma doença séptica, que mais tarde seria chamada de melioidose, como uma doença que se 

assemelhava ao mormo, entre indivíduos viciados em morfina, na cidade de Rangoon, em 

Myanmar. No entanto, os pacientes não tinham histórico de exposição a equinos e a 

morfologia da colônia do microrganismo Burkholderia mallei era semelhante, porém, o bacilo 

isolado era móvel (WHITMORE; KRISHNASWAMI, 1912). Whitmore demonstrou que os 

postulados de Koch poderiam ser cumpridos e propôs o nome de Bacillus pseudomallei, 

através do isolamento dessa bactéria em porquinhos-da-índia (WHITMORE, 1913) (Figura 

1). 

Posteriormente, Stanton, Fletcher e Kanagarayer, em 1921, propôs o nome melioidose, 

do grego “melis” (cinomose de jumentos) e “eidos” (semelhança), com base em casos 

ocorridos na Malásia em humanos e animais (STANTON; FLETCHER; KANAGARAYER, 

1921). Essa bactéria foi denominada como Pfeifferella whitmori, Pfeifferella pseudomallei, 

Malleomyces pseudomallei, Bacillus whitmore, Actinobacillus pseudomallei, Loefferella 

whitmori. Por possuir características de crescimento, motilidade semelhantes a Pseudomonas 

spp., essa bactéria foi denominada de Pseudomonas pseudomallei (SPRAGUE; NEUBAUER, 

2004). No entanto, em 1992, a bactéria foi reclassificada com base no sequenciamento da 

região 16S-RNA, homologia DNA-DNA e pela composição dos lipídios e ácidos graxos 

celulares, sendo chamada então de Burkholderia pseudomallei, em homenagem ao 

microbiologista Walter Burkholder, quem descreveu primeiramente a Burkholderia cepacia 

(YABUUCHI et al., 1992; CURRIE, 2003). 

B. pseudomallei foi classificada como um agente potencial de bioterrorismo, incluído 

na categoria B de agentes críticos, por sua alta letalidade, falta de vacina disponível, 

semelhança com outras doenças, além de ser intrinsecamente resistente a vários 

antimicrobianos (Centers for Disease Control and Prevention, 2012). 



 

19 

 
 

Figura 1. História da melioidose 

 

 
Fonte: Adaptado de WIERSINGA et al., 2018. Legenda: SXT: Trimetoprim-Sulfametoxazol. 
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2.2 Epidemiologia 

B. pseudomallei é um organismo ambiental saprófita que pode ser encontrado 

predominantemente na rizosfera, solo úmido e águas barrentas em regiões tropicais e 

subtropicais (GASSIEP; ARMSTRONG; NORTON, 2020). A melioidose é considerada 

endêmica no sudoeste da Ásia (particularmente a Tailândia) e norte da Austrália (Figura 2) 

com taxas de incidência anual de 50 casos por 100.000 pessoas, embora esse microrganismo 

pode ser encontrado esporadicamente em outras regiões, como América Central e do Sul e 

África (WIERSINGA et al., 2018). A doença em humanos ocorre mais frequentemente nos 

indivíduos que têm contato frequente com solo e águas superficiais, como comunidades de 

cultivo de arroz na Tailândia e comunidades aborígenes na Austrália (MANIVANH et al.,  

2017). 

Apesar de ser descrito pela primeira vez em 1912, na Birmânia, depois na Malásia e 

Singapura, Vietnã e Indonésia, a melioidose não foi documentada na Tailândia até 1955 e na 

Austrália até 1949, sendo os dois países com as regiões endêmicas com a maior taxa de 

incidência. A Tailândia possui o maior número de casos de melioidose com uma estimativa de 

2000 a 3000 casos por ano (BHENGSRI et al., 2013). A Austrália nos anos de 2009 a 2010 

teve a maior incidência anual de melioidose, esse aumento foi associado as estações chuvosas 

acima da média, com taxa de incidência de 50,2 casos por 100.000 na população de indígenas 

australianos (PARAMESWARAN et al., 2012). Em julho de 2020, mais de 35.000 casos 

humanos foram relatados globalmente (CHOWDHURY et al., 2022). 

 
Figura 2. Distribuição global da melioidose em humanos 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: CHOWDHURY et al (2022). Legenda: Os países onde a melioidose é endêmica são mostrados em 

vermelho. 

Número de casos 
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Na América do Sul, 37 casos foram relatados de 1962 a 2015. O Brasil foi o maior 

responsável pelos casos relatados, com a região Nordeste apresentando 91% dos casos 

notificados (BENOIT et al., 2015). O primeiro caso relatado de melioidose na América do 

Sul, foi em 1962, no Equador, após 15 anos, a B. pseudomallei foi isolada por pesquisadores 

franceses em 1977 em solo brasileiro e peruano (GALIMAND; DODIN, 1982; DANCE, 

1991). No Brasil, apenas em 2003, a melioidose foi diagnosticada pela primeira vez no 

município de Tejuçuoca, estado do Ceará, quando um surto ocorreu em uma família de quatro 

irmãos, dos quais três vieram a óbito em decorrência de sepse e pneumonia grave, após 

contato com água de chuva acumulada, durante banho em uma barragem (ROLIM et al., 

2009). Desde 2005, a melioidose é uma doença de notificação compulsória no Ceará, segundo 

a Secretaria de Saúde do estado de janeiro de 2011 a junho de 2021, dos 34 casos notificados, 

18 (52,9%) foram confirmados em 13 diferentes municípios do estado do Ceará (SESA, 2021) 

(Figura 3). 

 
Figura 3. Distribuição dos casos de melioidose por município de ocorrência, Ceará (N=18). 

Fonte: GT Melioidose / CEVEP / COVEP / SESA, 2021. Legenda: Em branco, sem casos de melioidose, em 

marrom, casos confirmados. 

 

2.3 Agente etiológico 

B. pseudomallei é pertencente ao Reino Bacteria, Filo Beta Proteobacteria, Ordem 

Burkholderiales, Família Burkholderiaceae, Gênero Burkholderia e espécie Burkholderia 

pseudomallei (BRENNER; KRIEG; STALEY, 2005). Esse agente é um bacilo Gram- 
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negativo, móvel e não formador de esporos, que mede aproximadamente 0,5 a 1,0 µm de 

largura. Pode apresentar coloração bipolar devido a formação de inclusões citoplasmáticas, 

delgadas, conhecidas como “alfinete de segurança”. B. pseudomallei possui cápsula 

polissacarídica, que constitui um importante fator de virulência para a patogênese da doença 

(RECKSEIDLER-ZENTENO; DE VINNEY; WOODS, 2005) (Figura 4). B. pseudomallei 

pode crescer na maioria dos meios de cultura disponíveis, apresentando morfologias variadas 

dependendo do tempo de incubação, do meio de cultura utilizado e das características das 

cepas (KOH; TAY; PUTHUCHEARY, 2013). O genoma de B. pseudomallei é composto por 

dois cromossomos (4,04 e 3,17 pares de megabases de tamanho), o cromossomo maior 

carrega elementos genéticos envolvidos em funções fisiológicas centrais, enquanto o 

cromossomo menor carrega genes associados a funções acessórias, como adaptação a 

diferentes habitats (HOLDEN et al., 2004). 

 
Figura 4. Esfregaço de colônia corado pelo Gram (100x) 

 

Fonte: Erasmus MC, Dept. Medical Microbiology and Infectious Diseases. Legenda: A seta indica o bacilo 

vacuolizado na porção central com forma de “alfinete de segurança”. Link: https://microbe- 

canvas.com/Bacteria.php?p=1233 

 

A espécie B. pseudomallei não fermenta a glicose e são aeróbias, ou seja, são 

oxigênio-dependente como aceptor final de elétrons. Também é conhecida por crescer em 

anaerobiose usando nitrato ou nitrito no lugar do oxigênio (HAMAD et al., 2011). As 

principais características, além de reações oxidase positivas e indol negativas, crescimento em 

ágar MacConkey, ausência de hemólise em ágar sangue, ausência de pigmento violeta, 

sensíveis a amoxicilina-clavulanato (zona de inibição ≥ 18mm ao redor de um disco de 20/10 

https://microbe-canvas.com/Bacteria.php?p=1233
https://microbe-canvas.com/Bacteria.php?p=1233
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µg de AMC) e resistência à colistina ou polimixina B (não mostrando zona de inibição ao 

redor de um disco com 10 µg de colistina) (TRINH et al., 2018). As amostras devem ser 

manuseadas em laboratórios de nível de biossegurança 3, com o objetivo de minimizar o risco 

de exposição dos profissionais (GASSIEP et al., 2021). 

 
2.4 Transmissão e fatores de risco 

A melioidose é adquirida predominantemente de fontes ambientais, por meio do 

contato com solo ou água contaminada, podendo o microrganismo sobreviver por meses ou 

anos (ZHU et al., 2020). Essa capacidade incomum de sobreviver por muito tempo no 

ambiente pode ser destacada a partir da persistência da bactéria nas zonas endêmicas ao longo 

das estações secas (THOMAS; JORBES-FAULKNER, 1981). B. pseudomallei pode 

permanecer viável por até um mês em água contendo concentrações de sal de até 0,4%, tolera 

solos ácidos e desidratados, além de crescer em condições com estoque de ferro aumentado 

(ROBERTSON et al., 2010; HANTRAKUN et al., 2016). 

A Burkholderia pseudomallei pode infectar humanos e animais, através de inalação de 

solo infectado, infecção cutânea por inoculação ou abrasão da pele e ingestão de água 

contaminada (KAEWPAN et al., 2022). A inalação foi inicialmente pensada como o principal 

modo de transmissão, com base no estudo de soldados americanos na guerra do Vietnã, foi 

observado que as tripulações de helicópteros pareciam ter uma alta incidência da doença, pois 

eram expostos a aerossóis gerados pela movimentação das hélices. Com base nisso e seu 

longo tempo de incubação, a melioidose ficou conhecida como “doença bomba-relógio” 

(GOSHORN, 1987). 

Foi constatado que períodos chuvosos e ventos fortes estão diretamente associados a 

um maior número de casos, maior gravidade da doença e apresentações pneumônicas. Os 

casos de melioidose ocorreram em períodos de chuva em 75% e 85%, na Tailândia e 

Austrália, respectivamente (CURRIE; JACUPS, 2003). A transmissão percutânea, se dá 

através de ferimentos na pele nos produtores de arroz, sendo bem comum durante a época de 

plantio e colheita, quando passam a maior parte do tempo em contato direto com solo 

contaminado (DONG et al., 2018). A ingestão de água foi relatada em dois surtos pontuais 

relacionados ao suprimento de água potável, sugerindo que essa forma seja um novo veículo 

de transmissão do patógeno (INGLIS et al., 2000; CURRIE et al., 2001). 

Algumas formas incomuns de transmissão, incluem, dois casos ocupacionais de 

laboratório (GREEN; TUFFNELL, 1968; SCHLECH et al., 1981), transmissão sexual de um 
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militar para sua esposa (MCCORMICK et al., 1975), transmissão perinatal (LUMBIGANON 

et al., 1988; PUNYAGUPTA, 1989; HALDER et al., 1998), um caso de transmissão vertical 

(ABBINK; ORENDI; BEAUFORT, 2001) e transmissão nosocomial para quatro animais que 

frequentaram um único consultório veterinário e foi atribuída à contaminação de uma solução 

injetável (CHOY et al., 2000). 

O fator de risco mais comum que predispõe os indivíduos à melioidose é a diabetes 

mellitus, estando presente em 50% de todos os pacientes com melioidose em todo o mundo, 

podendo apresentar risco 12 vezes maior de desenvolver melioidose (CURRIE et al., 2004; 

LIMMATHUROTSAKUL et al., 2010). Alguns outros fatores de risco, incluem: sexo 

masculino, idade igual ou superior a 45 anos, consumo excessivo de álcool, doença pulmonar 

crônica e talassemia (causando disfunção de neutrófilos devido à sobrecarga de ferro) 

(CHENG; CURRIE; 2005; FONG et al., 2015). A talassemia é um defeito genético na síntese 

de hemoglobina, que se tornou um problema de saúde pública mundial, com isso a sobrecarga 

de ferro é uma complicação inevitável sofrida pelos pacientes talassêmicos devido ao número 

excessivo de transfusões sanguíneas (MISHRA; TIWARI, 2013). Alguns estudos sugerem 

que o aumento da sobrecarga de ferro e a disfunção de neutrófilos pode estar associado à 

melioidose (MAEGRAITH; LEITHEAD, 1964; RUCHIN et al., 2000). Suputtamongkol et al. 

(1999), relataram que a talassemia em adultos tailandeses foi associada a uma chance de 11 

vezes maior de possuir melioidose em comparação com outros pacientes com sepse. 

O tratamento com imunossupressores, incluindo esteróides, também podem predispor 

os indivíduos à infecção. A melioidose quando acomete adultos sem fatores de risco ocorre 

naqueles que foram expostos a uma alta carga bacteriana, por exemplo, inalação de águas 

superficiais principalmente durante a estação das monções (LIM et al., 1997). 

 
2.5 Mecanismos fisiopatológicos e manifestações clínicas da melioidose 

O período de incubação em humanos pode variar de um dia (após exposição muito 

alta) a vários meses ou anos (CURRIE, 2003; CHENG; CURRIE, 2005). Em um estudo, a 

maioria dos casos agudos tornou-se aparente em 21 dias após a exposição, com média de 9 

dias (CURRIE et al., 2000a). 

O maior intervalo já registrado foi de 62 anos, entre o aparecimento dos primeiros 

sintomas ao diagnóstico (NGAUY et al., 2005). B. pseudomallei primeiramente entra nas 

células epiteliais e se replica da pele rompida e então se espalha para vários tipos de células.  

Esse microrganismo possui múltiplos sistemas de secreção, como, o tipo III (T3SS) que serve 
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como um translocador de proteínas, o tipo II (T2SS) e o tipo V (T5SS) que secretam proteínas 

autotransportadoras, com isso, após o transporte de proteínas através das membranas celulares 

ocorre a invasão da célula hospedeira (STEVENS et al., 2002; SUN; GAN, 2010; CAMPOS; 

BYRD; COTTER, 2013; BURTNICK; BRETT; DESHAZER, 2014). 

O bacilo secreta N-acil-homoserina lactonas (AHL), que são moléculas sinalizadoras 

envolvidas no maquinário de quorum sensing que é usado para coordenar ataques contra o 

ambiente hospedeiro e a formação de biofilme (WARD et al., 2003). As proteínas efetoras do 

sistema de secreção tipo III são necessárias para a invasão e escape da vesícula endocítica. A 

entrada na célula é auxiliada por flagelos, lipopolissacarídeos (LPS), pili tipo IV e adesinas. 

B. pseudomallei escapa da vesícula por lise da membrana usando os sistemas de secreção 

descritos anteriormente. Essa bactéria é capaz de sobreviver em um ambiente endocítico ácido 

através da resistência ao estresse oxidativo. Uma vez livre no citoplasma, B. pseudomallei 

replica, induz a formação de saliências de membrana à base de actina e pode se mover através 

da polimerização contínua da célula hospedeira nas extremidades polares, facilitando assim a 

disseminação para células vizinhas, fusão celular e formação de células gigantes 

multinucleadas (WIERSINGA et al., 2006; WILLCOCKS et al., 2016). 

B. pseudomallei pode causar um amplo espectro de sinais e sintomas nas pessoas, 

variando desde manifestações cutâneas localizadas até sepse e morte (Figura 5). As infecções 

resultam em quadros agudos, sepse ou infecção crônica, que podem mimetizar câncer ou 

tuberculose (WHITE, 2003; MEUMANN et al., 2012). Infecções agudas às vezes ocorrem no 

local da inoculação. As lesões na pele geralmente aparecem como cinza ou branca, nodulares 

ou ulceradas. Os nódulos podem ser caseosos e muitas vezes são circundados por inflamação 

(ACHAPPA; MADI; VIDYALAKSHMI, 2016). A doença pulmonar é uma síndrome comum 

nas pessoas, podendo ocorrer como uma síndrome primária ou um componente da sepse, e 

pode desenvolver-se repentinamente ou gradualmente, após uma doença prodrômica 

inespecífica (FU et al., 2016; ZHAN et al., 2017). 
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Figura 5. História natural da infecção por Burkholderia pseudomallei 
 

Fonte: Adaptado de CURRIE, 2010. 

 

 

Uma vez que até 80% dos pacientes com melioidose tem um ou mais fatores de risco 

para a doença, tem sido sugerido que a doença deve ser considerada oportunista, ou seja, que 

é improvável que tenha um resultado fatal em uma pessoa saudável, desde que a infecção seja 

diagnosticada precocemente e os antibióticos apropriados estejam disponíveis (CURRIE; 

WARD; CHENG, 2010). Foi relatado em um estudo descritivo, do total de 540 pacientes na 

Austrália ao longo de um período de 20 anos, a característica principal foi pneumonia (51% 

dos pacientes), seguido de infecção geniturinária (14%), infecção de pele (13%), bacteremia 

(11%), artrite séptica ou osteomielite (4%) e 3% tinham envolvimento neurológico, os 4% 

restantes não apresentavam foco evidente de infecção (CURRIE; WARD; CHENG, 2010). Na 

Tailândia, 40% dos pacientes infantis apresentaram melioidose através da apresentação de 

parotidite supurativa (PAGNARITH et al., 2010). As taxas de mortalidade são de 

aproximadamente 40% na Tailândia (sendo 35% em crianças) (LIMMATHUROTSAKUL et 

al., 2010) e 14% na Austrália (CURRIE; WARD; CHENG, 2010). 

No Brasil, dois pesquisadores estudaram 20 casos confirmados ou suspeitos de 

melioidose em crianças no Ceará, durante 1989-2019, onde as manifestações clínicas mais 
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frequentes foram sepse (18/20; 90%), pneumonia (18/20; 90%) e choque séptico (17/20; 85%) 

e no total, 45% (9/20) dos pacientes morreram (LIMA; ROLIM, 2021). 

 
2.6 Fatores de virulência 

Alguns fatores de virulência, descritos na Tabela 1, já foram propostos como 

envolvidos na patogênese de B. pseudomallei, mas a importância de cada um para a doença 

permanece em grande parte desconhecido. Como já abordado, o sistema de quorum sensing 

influencia todo o comportamento das populações bacterianas através da secreção de AHL 

(WIERSINGA et al., 2006; ESTES et al., 2010; GAMAGE et al., 2011). O genoma de B. 

pseudomallei codifica seis sistemas de secreção tipo VI (T6SS), que são implicados na 

virulência bacteriana, sobrevivência intracelular e competição dentro das comunidades 

bacterianas (SCHWARZ et al., 2010; BURTNICK et al., 2011). 

O polissacarídeo capsular, LPS e dois outros polissacarídeos de superfície são fatores 

de virulência adicionais (WIERSINGA et al., 2006). Os flagelos são importantes para a 

motilidade e invasão de B. pseudomallei nas células hospedeiras. Há também o fator letal de 

B. pseudomallei (BPLS1549) que é semelhante ao fator necrosante citotóxico da Escherichia 

coli e interfere no início da tradução, levando à alteração do citoesqueleto de actina e, 

finalmente, à apoptose da célula (CRUZ-MIGONI et al., 2011). Também foi relatado que o 

biofilme, se presente in vivo durante a infecção bacteriana pode ser um importante fator de 

virulência, pois contribui para uma longa persistência da bactéria e consequentemente uma 

alta recidiva da doença (SAWASDIDOLN et al., 2010). Alguns estudos demonstram que o 

ferro é importante para a virulência de B. pseudomallei. Como por exemplo, a gravidade da 

infecção por esse microrganismo aumentou com a suplementação de ferro (AMORNRIT et 

al., 2012). Além disso, outro estudo demonstrou que o ferro regulou negativamente o sistema 

de secreção do tipo VI em B. pseudomallei e B. mallei (BURTNICK et al., 2011). Tuanyok et 

al. (2005), demonstraram que em hospedeiros infectados, B. pseudomallei é capaz de lidar 

com condições de restrição de ferro regulando positivamente seu sistema de aquisição de ferro 

e usando vias metabólicas alternativas para produção de energia. Sabe-se que B. pseudomallei 

para estabelecer uma infecção com sucesso pode ser dependente da sua capacidade de 

eliminar o ferro (ONG et al., 2004). 

Os sideróforos também possui um papel na virulência de B. pseudomallei, essa 

bactéria produz dois sideróforos, a maleobactina e a piochelina, que é capaz de capturar o 

ferro das proteínas do hospedeiro transferrina e lactoferrina, permitindo que o patógeno cresça 
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em condições de deficiência de ferro (BUTT; THOMAS, 2017; SCHMIDT et al., 2018). A 

mudança de morfotipo pode ser induzida por uma variedade de estresses, incluindo restrição 

nutricional, choque térmico, limitação de ferro e concentrações subinibitórias (CIM/2 e 

CIM/4) de antibióticos (CHANTRATITA, 2007). 

 
Tabela 1. Fatores de virulência identificados em Burkholderia pseudomallei 

 

Fator de virulência Função Referência 

Cápsula Fixação epitelial; resistência 

ao complemento 

Ahmed (1999); Reckseidler- 

Zenteno (2005) 

LPS Resistência ao complemento 

e defensinas 

DeShazer (1998); Burtnick; 

Woods (1999) 

Flagelos Motilidade DeShazer (1997) 

Pili Fixação epitelial, formação 

de microcolônias 

Essex-Lopresti (2005); 

Brown (2002); Boddey 

(2006) 

Quorum sensing Regulação gênica de fase 

estacionária, incluindo 

enzimas secretadas e 

proteína do estresse 

oxidativo 

Valade (2004); Song (2005); 

Lumjiaktase (2006) 

T3SS (Bsa) Invasão e escape vacuolar Stevens (2002; 2003); 

Burtnick (2008) 

Mudança de morfotipo Alteração de determinantes 

de superfície para alterações 

fenotípicas in vivo 

Chantratita (2007) 

Ferro Aumento da gravidade da 

infecção 

Amornrit (2012) 

Biofilme Resistência aos 

antimicrobianos e recidiva 

da doença 

Sawasdidoln (2010) 

Fonte: ADLER et al., 2009. 

 

 

2.6.1 Biofilmes 

O biofilme é uma comunidade estruturada de uma ou mais espécies de 

microrganismos contidas em uma matriz de substância extracelular polimérica (EPS), 
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contendo polissacarídeos, DNA extracelular e polipeptídeos (RICCI et al., 2019; RIZZI et al., 

2019). Os biofilmes são um grande problema de saúde global por conferirem aos 

microrganismos resistência a antimicrobianos e ao sistema imunológico, contribuindo para a 

cronicidade das infecções (CIOFU; TOLKER-NIELSEN, 2019; SHARMA; MISBA; KHAN, 

2019). A B. pseudomallei para se adaptar ao meio ambiente, tem a capacidade de formar 

biofilme, tornando-se uma estratégia eficaz de sobrevivência. Kamjumphol et al. (2013) 

propuseram que alguns fatores ambientais promovem ou suprimem a formação de biofilme de 

B. pseudomallei. Eles observaram que a presença de NaCl e Fe, em concentrações diversas, 

favoreceu a formação de biofilme. Comparado com outras infecções bacterianas, as infecções 

por B. pseudomallei causam uma taxa de recaída mais alta associada à formação do biofilme, 

além disso, esse patógeno é mais resistente quando crescem como um biofilme 

(LIMMATHUROTSAKUL et al., 2014; SIRIJANT; SERMSWAN; 

WONGRATANACHEEWIN, 2016). 

A formação do biofilme é comumente considerada como ocorrendo em quatro estágios 

principais: (1) fixação bacteriana a uma superfície, (2) formação de microcolônias, (3) 

maturação do biofilme e (4) dispersão (LANDINI et al., 2010). Um biofilme pode consistir 

em uma única espécie microbiana ou uma combinação de diferentes espécies de bactérias, 

fungos, protozoários que se ligam fortemente uns aos outros e a superfícies bióticas ou 

abióticas (RAGHUPATHI et al., 2017). 

A fixação bacteriana é o primeiro passo para a formação do biofilme, que começa com 

a interação favorável entre algumas células planctônicas e superfícies de substrato. As 

bactérias devem ser transportadas para a superfície por movimento browniano, sedimentação 

ou convecção (PALMER; FLINT; BROOKS, 2007). A ligação irreversível é alcançada 

através dos efeitos de interações de curto alcance, como interações dipolo-dipolo, hidrogênio, 

ligações iônicas e covalentes e interações hidrofóbicas com envolvimento de adesões 

estruturais bacterianas (BOS; MEI; BUSSCHER, 1999). Nessa fase, para auxiliar na fixação 

B. pseudomallei possui pili tipo IV ou fimbrias, que interferem a adesão célula-a-célula, 

dificultando a remoção do biofilme (NANDI et al., 2010). Após esse processo, B. 

pseudomallei utiliza a capacidade de produzir glicocálice para estruturar o biofilme, essa 

cápsula facilita a ligação intercelular, gerando a formação de microcolônias (WHITE, 2003). 

A adesão irreversível é progredida através da produção de EPS regulado por quorum sensing 

das células bacterianas residentes. As bactérias sintetizam e secretam EPS que são um 

componente essencial da matriz extracelular do biofilme. O EPS pode medir tanto a coesão de 
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bactérias quanto a adesão de biofilmes a superfícies por meio de interações hidrofóbicas e 

interações de ponte de íons (FAHS et al., 2014; COSTA; RAAIJMAKERS; KURAMAE, 

2018). 

Na fase de maturação do biofilme, as bactérias continuam a se multiplicar dentro da 

matriz EPS incorporada usando os sinais de autoindutores e conduzem à formação de 

microcolônias e maturação de biofilmes (LÓPEZ; VLAMAKIS; KOLTER, 2010; 

TOYOFUKU et al., 2016). Após a formação de microcolônias e acúmulo de EPS, mudanças 

nas expressões gênicas são induzidas e os produtos desses genes são utilizados para a 

produção de EPS que atuam como “cola” biológica entre células bacterianas incorporadas 

(FREDERICK et al., 2011; KARIMI et al., 2015). A formação da matriz é seguida pela 

formação de canais cheios de água que atuam como sistemas circulatórios, transportando 

nutrientes para as comunidades de células e removendo produtos indesejados (GARNETT; 

MATTHEWS, 2012). 

O processo de desprendimento do biofilme, também conhecido como dispersão, 

representa o processo terminal do desenvolvimento do biofilme. É considerado como uma 

estratégia das células bacterianas deixarem os biofilmes e continuarem outro ciclo de vida do 

biofilme (SINGH et al., 2017). Ou seja, a dispersão das células aderidas à superfície de 

biofilmes é um fenômeno naturalmente programado que permite que as células bacterianas 

formem novas microcolônias em outros substratos frescos em resposta a condições 

fisiológicas ou ambientais particulares (DÍAZ-SALAZAR et al., 2017). A dispersão é um 

processo complexo regulado por sinais ambientais, vias de transdução de sinal e efetores 

(KAPLAN, 2010). As fases de formação de biofilmes são ilustradas na figura 6. O aumento 

da resistência antibiótica causada pela formação do biofilme, é devido a difusão limitada de 

agentes antimicrobianos na matriz do biofilme, comunicação dos agentes antimicrobianos 

com a matriz do biofilme (polímero e células), resistência mediada por enzimas, níveis de 

atividade metabólica dentro do biofilme, adaptação genética, bombas de efluxo e estrutura da 

membrana externa (SINGH et al., 2017). 

A aquisição de ferro é necessária para a formação do biofilme. Sob condições de 

aumento de Fe, esse metal livre pode ser transportado diretamente para a bactéria por sistemas 

de transporte ativo ou transportado indiretamente por meio de sideróforos. Essas condições, as 

bactérias podem reter a capacidade de formar biofilmes maduros. Na presença de quelantes de 

ferro (como deferiprona, EDTA, desferoxamina), entretanto, a disponibilidade do Fe se 

restringe e a formação do biofilme fica afetada (KANG; KIRIENKO, 2018). 
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Figura 6. Fases da formação do biofilme 
 

Legenda: Representação esquemática da formação do biofilme. Adesão reversível: As células planctônicas vão 

se aderir as superfícies bióticas ou abióticas de forma aleatória. Adesão irreversível/Crescimento: Divisão celular 

e início da secreção da matriz extracelular polimérica, formando microcolônias e o desenvolvimento do biofilme 

maduro. Maturação: As células vão crescer em uma estrutura tridimensional e amadurecer. As células do 

biofilme vão ficar aderidas a uma superfície e vão ser resistentes a tensões mecânicas. Dispersão: Quando o 

ambiente não é mais propício para os biofilmes, as células vão se dispersar, formando agregados celulares ou 

células planctônicas, para colonizar novos ambientes e formar novos biofilmes. 

 

2.7 Tratamento 

Os antibióticos usados para o tratamento da melioidose se enquadram em duas 

categorias: (1) tratamento da fase de sepse e (2) terapia de erradicação. A duração da terapia 

de fase aguda é geralmente de 10 a 14 dias de antibióticos intravenosos, seguidos de 3 a 6 

meses de antibióticos orais (PITMAN et al, 2015). As opções de tratamento da melioidose 

têm sido tradicionalmente limitadas, pois B. pseudomallei apresenta resistência a diversos 

antibióticos, incluindo cefalosporinas de primeira e segunda geração, penicilinas, macrolídeos 

e aminoglicosídeos (WHITE, 2003). Essa resistência varia de exclusão da célula devido a 

problemas de permeabilidade conferidos por constituintes do envelope da célula bacteriana, 

efluxo da célula, inativação enzimática, sítios alvo alterados (que em casos raros podem 

incluir deleção de alvo) (SCHWEIZER, 2012). 

Em humanos, ceftazidima intravenosa, amoxicilina-ácido clavulânico e imipenem 

foram relatados como tratamentos eficazes para a doença aguda (WHITE, 2003). Meropenem 

também tem sido usado com sucesso (CHENG et al., 2004). Tratamentos orais 
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compreendendo cloranfenicol, sulfametoxazol-trimetoprima, doxiciclina ou amoxicilina- 

clavulanato isoladamente, também se mostraram eficazes para a terapia de erradicação após o 

tratamento da fase aguda, sendo também utilizada em crianças e mulheres grávidas 

(WIERSINGA; CURRIE; PEACOCK, 2012). A doxiciclina tem sido usada isoladamente no 

tratamento da melioidose localizada em combinação com outros antimicrobianos para 

doenças sistêmicas (LEELARASAMEE; BOVORNKITTI, 1989). Um estudo na Tailândia, 

demonstrou que a ceftazidima foi associada a uma redução significativa na mortalidade de 

pacientes adultos com melioidose (WHITE et al., 1989). 

Além da resistência aos antibióticos e da necessidade de um regime de tratamento 

extenso, um obstáculo adicional é que a recidiva da infecção ocorre em 13-23% dos pacientes, 

quando estão associados a formação de biofilme (SUNTORNSUT et al., 2016). Diante disso, 

alguns estudos demonstram que estratégias de restrição de ferro podem limitar o crescimento 

de bactérias in vitro e in vivo e a disponibilidade desse metal, essencial ao metabolismo 

bacteriano, pode ser restrita mediante a aplicação de quelantes de ferro, dificultando o 

crescimento bacteriano e a formação de biofilme, assim aprimorando a eficácia dos 

antibióticos (CORAÇA-HUBER et al., 2018). 

 
2.7.1 Quelante de ferro: Deferiprona 

O ferro é indispensável para o crescimento e virulência de praticamente todas as 

bactérias e fungos (CHHABRA et al., 2020). Para adquirir ferro do meio ambiente, muitos 

microrganismos desenvolveram métodos eficientes para sequestrar e absorver o ferro do meio 

(HIDER; KONG, 2010). Uma estratégia para os microrganismos obterem ferro durante a 

infecção de mamíferos é atingir heme e hemoglobina, portanto, várias bactérias e fungos 

secretam hemolisinas para lisar glóbulos vermelhos e liberar hemoglobina ou produzir 

proteases de hemoglobina para degradar a proteína. Outra estratégia, é a aquisição direta de 

ferro da transferrina e lactoferrina por alguns patógenos bacterianos como fontes de ferro. 

Muitas bactérias e fungos produzem sideróforos para adquirir e transportar ferro, além de 

aumentar o crescimento coordenando o ferro férrico (Fe3+) para a absorção por 

microrganismos. Atividades de redução de Fe3+ e posterior absorção de ferro ferroso (Fe2+) 

estão presentes em bactérias e fungos. A forma ferrosa pode existir em ambientes ácidos e sob 

condições de baixa oxigenação dos tecidos do corpo, e pode ser gerada por atividades de 

redutase associadas a células, os íons ferrosos se difundem livremente através da membrana 

externa das bactérias Gram-negativas (CAZAE; KRONSTAD, 2013). Em princípio, a 
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inibição da absorção de ferro pode ser efetuada pela introdução de agentes quelantes seletivos 

de ferro de alta afinidade (PATERSON et al., 2022). Ademais, para alta potência, a afinidade 

dos agentes quelantes pelo ferro deve ser bastante alta, permitindo que eles possam competir 

eficientemente com os sideróforos pelo ferro, além disso a estrutura dos quelantes deve diferir  

sensivelmente daquelas dos sideróforos, caso contrário, o complexo ferro-quelante será 

reconhecido pelos receptores ferro-sideróforo e, assim, utilizado pelo microrganismo (CHAN 

et al., 2009). 

Os agentes quelantes são compostos orgânicos capazes de se ligar a íons metálicos 

para formar espécies menos tóxicas que são facilmente excretadas pelo corpo. A deferiprona 

(1,2-dimetil-3-hidroxipiridina-4-ona) é um quelante de ferro sintético, oral bidentado de baixo 

peso molecular, pertencente aos compostos do grupo 3-hidroxi-4-piridinona, que foi aprovado 

pela FDA para o tratamento da sobrecarga de ferro em pacientes com talassemia 

(GALANELLO; CAMPUS, 2009; FLORA, 2013). Alguns estudos demonstraram que a DFP 

inibe o crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (QIU et al., 2011; XU et 

al., 2011; XIE et al., 2013). 

No caso das resistências bacterianas aos antimicrobianos, onde classes inteiras não são 

mais opções de tratamento (SPELLBERG et al., 2008), as combinações de drogas oferecem 

uma estratégia promissora para superar os mecanismos de resistência bacteriana e restaurar a 

eficácia do antibiótico. Além disso, a combinação de quelantes de ferro com antibióticos 

também demonstrou ter potencial clínico (VAN ASBECK et al., 1983; NEUPANE; KIM, 

2010; ZHU et al., 2013). 

Dada a relevância do ferro para o processo de infecção, o uso da DFP foi relatada 

como um forte inibidor de crescimento de patógenos humanos, como Yersinia enterocolitica 

(LESIC; FOULON; CARNIEL, 2002), Vibrio vulnificus (KIM et al., 2007) e estafilococcos 

coagulase-negativos (KIM; SHIN, 2009), diminuindo a disponibilidade de ferro in vitro. 

Além disso, a DFP é capaz de inibir a replicação do vírus da imunodeficiência humana (HIV) 

em células sanguíneas mononucleares (GEORGIOU et al., 2000), e o tratamento com doses 

mais altas de DFP demonstrou prolongar a sobrevida após a infecção pelo HIV (HAIDER et 

al., 2019). Ademais, um estudo envolvendo 45 pacientes com malária tratados com DFP 

mostrou recuperação do coma significativamente mais rápida e eliminação do parasita, sem 

efeitos adversos (SMITH; MEREMIKWU, 2003), demonstrando que esse quelante possui 

versatilidade como um tratamento direcionado ao hospedeiro. 
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Diante disso, o trabalho se propôs a analisar a atividade inibitória da deferiprona 

contra B. pseudomallei em crescimento plantonico e de biofilme, bem como avaliar se o 

composto teve atividade sinérgica, quando adicionado a alguns antimicrobianos usados no 

tratamento da melioidose. 
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3 HIPÓTESES 

● A deferiprona inibe o crescimento planctônico da bactéria Burkholderia pseudomallei. 

● O quelante de ferro deferiprona age contra a formação de biofilme e biofilmes 

maduros de B. pseudomallei, reduzindo sua biomassa. 

● A deferiprona potencializa o efeito dos antimicrobianos utilizados para o tratamento 

da melioidose. 

 
4. OBJETIVO GERAL/ OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

4.1. Objetivo geral 

Avaliar o efeito in vitro do quelante de ferro deferiprona sobre o crescimento de Burkholderia 

pseudomallei na forma planctônica, sobre a formação de biofilmes e sobre biofilmes maduros, 

além de testar esse composto associado aos antimicrobianos utilizados para o tratamento da 

melioidose. 

 
4.2 Objetivos específicos 

1. Determinar a concentração inibitória mínima (CIM) da deferiprona e dos antimicrobianos 

amoxicilina-clavulanato, meropenem e doxiciclina isolados ou associados sobre a forma 

planctônica de cepas de B. pseudomallei. 

2. Avaliar o efeito in vitro do quelante de ferro sobre a formação e manutenção de biofilme de 

B. pseudomallei, bem como, determinar a sensibilidade dessa bactéria aos antimicrobianos 

utilizados no tratamento da melioidose. 

3. Analisar por microscopia confocal as alterações estruturais nos biofilmes em formação e 

biofilmes maduros de B. pseudomallei expostos ao quelante de ferro (DFP). 
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5. METODOLOGIA 

5.1 Local de estudo 

O presente estudo foi conduzido no laboratório de Biossegurança Nível 3, em cabine 

de fluxo laminar II/B2, pertencente ao Laboratório de Patógenos Emergentes e Reemergentes 

– LAPERE, da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceará (UFC). 

 
 

5.2 Cepas bacterianas 

Para a realização do estudo, foram utilizadas 16 cepas de Burkholderia pseudomallei 

(oito clínicas e oito ambientais). As cepas pertenciam à coleção do LAPERE que foram 

identificadas previamente por método bioquímico, no equipamento Vitek2® e através do 

sequenciamento da região 16S do RNA (BRILHANTE et al., 2012a, b). Com isso, as cepas 

foram retiradas dos estoques e recuperadas em caldo BHI. 

 
Tabela 2. Cepas de Burkholderia pseudomallei utilizadas na pesquisa 

 

Origem Numeração utilizada Numeração da 

bacterioteca 

 BP2 CEMM 03-6-034 

 BP4 CEMM 03-6-036 

 BP6 CEMM 03-6-038 

Clínicas BP14 CEMM 03-5-096 

 BP16 CEMM 05-6-089 

 BP18 CEMM 05-6-091 

 BP19 CEMM 05-6-092 

 BP20 CEMM 05-6-093 

 1.3.31A CEMM 03-6-039 

 1.3.33B CEMM 03-6-040 

 1.3.34B CEMM 03-6-041 

 1.3.36A CEMM 03-6-042 

Ambientais 1.3.36B CEMM 03-6-043 

 1.3.46A CEMM 03-6-046 

 1.3.46B CEMM 03-6-047 

 1.3.47B CEMM 03-6-048 

Legenda: Relação das cepas empregadas na pesquisa, bem como a numeração de depósito na coleção do 

LAPERE. CEMM: Centro Especializado em Microbiologia Médica 

 

5.3 Drogas antimicrobianas e quelante de ferro 

Os antimicrobianos incluídos na pesquisa foram amoxicilina/clavulanato (AMC), 

meropenem (MER) e doxiciclina (DOX) utilizados para o tratamento da melioidose. O 
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quelante de ferro utilizado foi a deferiprona [3-Hydroxy-1,2-dimethyl-4(1H)-pyridone] (DFP) 

e todos foram adquiridos da Sigma-Aldrich, Brazil. A AMC foi o único antibacteriano 

solubilizado em solução estéril de tampão fosfato no pH 6,0 e as demais drogas foram 

dissolvidas em água destilada estéril, conforme preconiza o documento M100-S28 (CLSI, 

2018). 

 
5.4 Preparo do inóculo para o teste de sensibilidade 

As cepas foram cultivadas em caldo infusão cérebro coração (BHI) por 48 horas a 37 

ºC. Após esse período os inóculos foram suspensos em 2 mL de salina estéril, a fim de obter a 

turvação de 0,5 na escala McFarland, que equivale aproximadamente uma concentração de 

1,5 x 108 unidades formadoras de colônia por mililitro (UFC/mL). Em seguida, os inóculos 

foram diluídos em caldo Muller Hinton (MH) até alcançar a concentração final de 5 x 105 

UFC/mL. 

 
5.4.1 Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) do quelante de ferro 

deferiprona e dos antimicrobianos contra isolados de Burkholderia pseudomallei 

Os testes de sensibilidade para determinar a concentração inibitória mínima, na forma 

planctônica, foi realizado seguindo o método de microdiluição em placa de 96 poços de fundo 

“U”, em caldo MH, como descrito no documento M100-S28 (CLSI, 2018). A DFP foi testada 

em concentrações variando de 0,5 a 256 µg/mL, para AMC 0,125/0,06 a 64/32 µg/mL, para 

MER e DOX foram utilizadas concentrações variando de 0,03 e 16. As placas de 

microdiluição de 96 poços, foram preenchidas inicialmente com 100 µL do caldo. Em 

seguida, foram adicionados 100 µL de cada droga somente na primeira coluna. A partir dessa 

concentração inicial, foi realizada a microdiluição com o auxílio de uma pipeta multicanal,  

homogeneizando e retirando 100 µL da coluna 1 até a coluna 10. Posteriormente, foram 

retirados 100 µL da coluna 10 e transferidos para a coluna 12, a qual foi utilizada como 

controle de esterilidade. Os poços da coluna 11 foram utilizados como controle de 

crescimento, ou seja, meio de cultura mais o inóculo bacteriano. Após isso, 100 µL do inóculo 

preparado anteriormente foi adicionado em todos os poços da coluna 1 a 11. Após 24 h de 

incubação, foi realizada a leitura visual onde a CIM foi considerada a menor concentração 

capaz de inibir totalmente o crescimento bacteriano quando comparado ao controle. A cepa 

Escherichia coli ATCC 25922 foi utilizada como controle para todas as drogas e a cepa 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 para controle apenas do MER, pois as demais eram 
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intrinsecamente resistentes (CLSI, 2018). Os valores de CIM foram obtidos para determinar a 

concentração que seria utilizada nos ensaios de formação de biofilme. Após a determinação 

das CIMs das drogas isoladas, foram realizados ensaios de combinação de drogas, seguindo a 

metodologia de microdiluição, conforme descrito acima. A DFP foi combinada com AMC, 

MER ou DOX, em uma concentração fixa de MIC/2 (2 – 32 µg/mL), conforme o valor de 

CIM obtido contra cada cepa. As CIMs obtidas para cada droga antimicrobiana em 

combinação com DFP foram comparadas àquelas obtidas para os antimicrobianos 

isoladamente (SIDRIM et al., 2020). 

 
5.4.2 Efeito do quelante de ferro sobre a formação de biofilme 

Para a formação do biofilme, as cepas foram primeiramente repicadas em caldo BHI e 

incubadas a 37 ºC por 48h. Após o crescimento, as células foram suspensas em 2 mL de salina 

estéril para obter uma turvação na escala 6 de McFarland, equivalente a 1,8 x 109 UFC/mL. A 

formação de biofilmes foi induzida em placas de poliestireno de 96 poços de fundo chato 

contendo caldo BHI acrescido de glicose 1% (BHI-1% glicose) e utilizando uma relação 

inóculo:meio de cultura de 1:7 (v/v). Assim, para avaliar o efeito da DFP sobre a formação de 

biofilmes, a DFP foi incorporada ao caldo BHI-1% glicose de forma que as concentrações de 

CIM, CIM/2 e CIM/4, com base nas CIMs de DFP obtidas contra cada isolado, fossem 

alcançadas. Assim, 175 µL de meio contendo DFP em diferentes concentrações foram 

adicionados aos poços das placas de poliestireno. Em seguida, 25 µL do inóculo bacteriano 

foram acrescentados aos poços e as placas foram incubadas a 37 ºC, por 48 h (SIDRIM et al., 

2020). Após esse período, 20 µL de resazurina (0,025%) foram adicionados a todos os poços, 

as placas foram incubadas por 1 h a 37 ºC, a fim de detectar a atividade metabólica do 

biofilme (SIDRIM et al., 2020). Após 1 h de incubação, foi realizada a interpretação visual 

dos resultados. Em seguida, os poços foram lavados duas vezes com PBS, a fim de remover 

as células não aderidas, e a biomassa dos biofilmes foi quantificada pela técnica do cristal 

violeta e a absorbância foi medida em espectrofotômetro a 490 nm (SIDRIM et al., 2020). Os 

testes foram realizados em triplicata, em três momentos diferentes. Poços livres de droga 

foram utilizados como controle de crescimento, enquanto poços contendo somente meio de 

cultura foram utilizados como controle de esterilidade. 

 
5.4.3 Efeito da deferiprona sobre biofilmes maduros de B. pseudomallei 
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Para avaliar o efeito da DFP sobre os biofilmes maduros de B. pseudomallei, os 

biofilmes foram formados, conforme metodologia citada na seção anterior. Após 48 h de 

crescimento, o sobrenadante foi descartado e os poços foram lavados uma vez com PBS. 

Posteriormente, foram adicionados 200 µL de BHI-1% glicose contendo 10 diluições seriadas 

de DFP (1-512 µg/mL). Em seguida, as placas foram incubadas a 37 ºC, por mais 24 h. 

Posteriormente, a atividade metabólica do biofilme foi avaliada, utilizando resazurina 

(0,025%), visando determinar a CEMB definida como a menor concentração na qual não se 

observou atividade metabólica. Finalmente, a biomassa foi quantificada pela técnica do cristal 

violeta e lidas em espectrofotômetro na absorbância de 490 nm. Os testes foram realizados em 

duplicata, em três momentos diferentes. Poços livres de droga foram utilizados como controle 

de crescimento, enquanto poços contendo somente meio de cultura foram utilizados como 

controle de esterilidade. 

 
5.4.4 Avaliação por microscopia confocal dos biofilmes em formação e maduro de B. 

pseudomallei expostos ao composto deferiprona 

O efeito da DFP na estrutura dos biofilmes em formação e maduros foi avaliado por 

microscopia confocal. Para tal, foram escolhidas duas cepas representativas para essa análise 

(cepa clínica BP6 e cepa ambiental 041). Os biofilmes foram cultivados em placa de 

poliestireno de 24 poços contendo uma lamínula de vidro (1 cm de diâmetro) no fundo da 

placa, utilizando a mesma metodologia descrita para a formação do biofilme, ajustando o 

volume total (inóculo e caldo BHI-1% glicose) para 1000 µL, mantendo a razão meio de 

cultura: inóculo (7:1 v/v). Para avaliar os efeitos da DFP na formação do biofilme, essas 

estruturas foram cultivadas na presença de DFP a 32 µg/mL (CIM/2). Quanto aos biofilmes 

maduros, a DFP foi adicionada a 256 µg/mL, após 48 h de crescimento do biofilme, e 

incubadas por mais 24 h, como descrito anteriormente. Posteriormente, as lamínulas foram 

colocadas em placas de Petri com fundo de lâmina, contendo corante fluorescente Live/Dead 

(InvitrogenTM, EUA) (200 µL). Posteriormente, os biofilmes foram avaliados sob um 

Microscópio Confocal Nikon C2, com uma ampliação de 600x (7 campos), a 488 nm para a 

detecção do corante fluorescente SYTO9, que identifica células bacterianas vivas, e 561 nm 

para a detecção de iodeto de propídio, que identifica células bacterianas mortas/destruídas. As 

imagens Z-stack foram analisadas com o software COMSTATTM e os parâmetros biomassa, 

espessura média da biomassa, espessura de toda a área, coeficiente de rugosidade e razão 
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superfície-volume foram calculados para DFP expostos e não-expostos aos biofilmes 

(controle de crescimento) (SIDRIM et al., 2020). 

 
5.4.5 Efeito da deferiprona sobre a sensibilidade antimicrobiana de biofilmes de 

Burkholderia pseudomallei 

Os biofilmes foram formados, conforme descrito nas seções anteriores. Após 48 h de 

incubação, o sobrenadante foi descartado e os poços foram lavados uma vez com PBS. 

Posteriormente, foram adicionados 200 µL de BHI-1% glicose contendo 10 diluições seriadas 

de AMC (512/256 – 1/0,5 µg/mL), MER (256 - 0,5 µg/mL) e DOX (256 – 0,5 µg/mL). Para 

avaliar o efeito da DFP sobre a sensibilidade antimicrobiana do biofilme, a DFP foi 

incorporada ao BHI-1% glicose a uma concentração fixa de 256 µg/mL. Em seguida, as 

placas foram incubadas a 37 ºC, por mais 24 h. Posteriormente, a atividade metabólica do 

biofilme foi avaliada, utilizando resazurina (0,025%), visando determinar a CEMB, definida 

como a menor concentração na qual não se observou atividade metabólica. 

Finalmente, a biomassa foi quantificada pela técnica do cristal violeta. Os testes foram 

realizados em duplicata, em três momentos diferentes. Poços livres de droga foram utilizados 

como controle de crescimento, enquanto poços contendo somente meio de cultura foram 

utilizados como controle de esterilidade. As CEMBs obtidas para cada droga antimicrobiana 

em combinação com DFP foram comparadas àquelas obtidas para os antimicrobianos 

isoladamente. 

 
5.5 Análise estatística 

O efeito da deferiprona sobre a sensibilidade antimicrobiana de B. pseudomallei nas 

formas planctônicas e biofilme, formação de biofilme, biofilmes maduros e os parâmetros 

obtidos a partir da microscopia confocal foram analisados utilizando o teste t de Mann 

Whitney para dados assimétricos e teste t não pareado para dados simétricos. Valores de P 

inferiores a 5% foram considerados estatisticamente significativos. Todas as análises foram 

executadas utilizando o software Graphpad Prism 9.0. 
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6. RESULTADOS 

6.1 Sensibilidade de B. pseudomallei à deferiprona e aos antimicrobianos 

Nas concentrações testadas, a DFP apresentou CIMs variando de 4 - 64 (média 

geométrica - MG = 16). Em relação aos antimicrobianos, os intervalos de CIM encontrados 

foram de 64/32 µg/mL para AMC em algumas cepas, 1 µg/mL (MG = 1) para MER e 0,25- 

0,5 µg/mL (MG = 0,28) para DOX. Quando a DFP foi combinada com as drogas 

antimicrobianas e testadas contra B. pseudomallei na forma planctônica, houve redução 

significativa (P<0,05) do CIM para AMC e MER, que apresentaram CIMs de 64/32 µg/mL 

(MG = 64/32), 0,5 – 4 µg/mL (MG = 0,84), respectivamente, enquanto a DOX não sofreu 

redução significativa (Tabela 3). 
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Tabela 3. Concentrações inibitórias mínimas (CIMs) e concentrações eliminatórias mínimas de biofilme (CEMBs) de drogas antibacterianas isoladas e combinadas com deferiprona 

contra cepas de Burkholderia pseudomallei. 

  DFP 
(μg/mL) 

AMC 
(μg/mL) 

MER 
(μg/mL) 

DOX 
(μg/mL) 

Cepa Origem Sozinha Sozinha 
Deferiprona 

(μg/mL) 
Sozinha 

Deferiprona 

(μg/mL) 
Sozinha 

Deferiprona 

(μg/mL) 
  CIM CEMB CIM CEMB CIM CEMB CIM CEMB CIM CEMB CIM CEMB CIM CEMB 

BP2 CLIN 8 > 1024 64/32 > 512/256 64/32 > 512/256 1 > 256 0,5 > 256 0,25 > 256 0,25 > 256 

BP4 CLIN 8 > 1024 64/32 > 512/256 64/32 > 512/256 1 > 256 0,5 > 256 0,25 > 256 0,25 > 256 

BP6 CLIN 64 > 1024 > 64/32 > 512/256 64/32 > 512/256 1 > 256 0,5 > 256 0,5 > 256 0,25 > 256 

BP14 CLIN 16 > 1024 > 64/32 > 512/256 64/32 > 512/256 1 256 0,5 > 256 0,5 > 256 0,25 > 256 

BP16 CLIN 4 > 1024 > 64/32 > 512/256 64/32 > 512/256 1 > 256 1 > 256 0,5 > 256 0,5 > 256 

BP18 CLIN 8 > 1024 64/32 > 512/256 64/32 > 512/256 1 > 256 4 > 256 0,25 > 256 0,25 > 256 

BP19 CLIN 16 > 1024 64/32 > 512/256 64/32 > 512/256 1 > 256 0,5 > 256 0,25 > 256 0,25 > 256 

BP20 CLIN 64 > 1024 64/32 > 512/256 64/32 > 512/256 1 > 256 0,5 > 256 0,25 > 256 0,25 > 256 

039 AMB 4 > 1024 64/32 > 512/256 64/32 > 512/256 1 16 1 0.5 0,25 256 0,125 2 

040 AMB 16 > 1024 64/32 > 512/256 64/32 > 512/256 1 > 256 1 > 256 0,25 > 256 0,25 > 256 

041 AMB 64 > 1024 > 64/32 > 512/256 64/32 > 512/256 1 > 256 1 256 0,25 > 256 0,25 > 256 

042 AMB 32 > 1024 > 64/32 > 512/256 64/32 > 512/256 1 > 256 1 16 0,25 256 0,25 > 256 

043 AMB 8 > 1024 64/32 > 512/256 64/32 > 512/256 1 > 256 1 > 256 0,25 > 256 0,25 > 256 

046 AMB 64 > 1024 64/32 > 512/256 64/32 > 512/256 1 > 256 1 > 256 0,25 > 256 0,25 128 

047 AMB 16 > 1024 64/32 > 512/256 64/32 > 512/256 1 > 256 1 > 256 0,25 > 256 0,25 > 256 

048 AMB 8 > 1024 64/32 > 512/256 64/32 > 512/256 1 > 256 1 > 256 0,25 > 256 0,25 32 

Média Geométrica 16 > 1024 > 512/256 64/32 > 512/256 1 394,8 0,8409 0,2847 469,5 0,25 
 

Notas: DFP: Deferiprona; AMC: Amoxicilina-clavulanato; MER: Meropenem; DOX: Doxiciclina; CLIN: Clínicas; AMB: Ambientais 
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6.1.1 Efeito da deferiprona sobre a formação do biofilme 

A formação do biofilme foi induzida na presença da DFP, levando a uma diminuição 

média de biomassa de 21, 12 e 9% a CIM, CIM/2 e CIM/4, respectivamente. Nas 

concentrações de CIM e CIM/2, houve uma redução estatisticamente significativa na 

biomassa (P<0,05) (Figura 7). No entanto, a DFP não interferiu na viabilidade do biofilme, 

conforme evidenciado pelo ensaio da resazurina. 

 
Figura 7. Efeitos da deferiprona sobre a formação de biofilmes por Burkholderia 

pseudomallei 
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Legenda: A formação de biofilmes foi induzida em caldo BHI-1% glicose contendo três diferentes concentrações 

da droga (CIM, CIM/2, CIM/4). Controle de crescimento: biofilmes cultivados em meio livre de drogas. Os 

dados são reportados como média e desvio padrão após técnica do cristal violeta e os valores de absorbância 

obtidos para 16 cepas bacterianas, em ensaios realizados em triplicata, com duas réplicas biológicas. *indica 

diferença estatisticamente significativa (P<0,05) entre os valores de absorbância obtidos para o controle de 

crescimento do biofilme e os valores obtidos em diferentes concentrações da deferiprona. 

 

6.1.2 Análise da microscopia confocal da deferiprona em biofilmes em formação e maduro 

de B. pseudomallei 
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Análises de microscopia confocal de biofilmes em formação expostos a DFP 

demonstrou uma diminuição na formação de biofilme, como mostrado pela redução 

significativa (P<0,05) na biomassa e espessura média de toda a área e aumento significativo 

(P<0,05) no coeficiente de rugosidade e razão superfície-volume. 

A maior redução de biomassa foi observada a 256 µg/mL, razão pela qual essa 

concentração foi utilizada para análises de microscopia confocal, demonstrando uma ruptura 

da estrutura do biofilme maduro (Figura 9), como mostra a redução significativa (P<0,05) na 

biomassa, espessura média da biomassa e espessura média de toda a área e aumento 

significativo (P<0,05) em coeficiente de rugosidade e relação superfície-volume (Figura 8). 

 
Figura 8. Análise da microscopia confocal da deferiprona em formação de biofilme e 

biofilme maduro de B. pseudomallei utilizando o software COMSTATTM. 
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Legenda: Biofilmes em formação: as cepas 03-6-038 e 03-6-041 foram induzidas a formar biofilmes em caldo 

BHI-1% glicose contendo deferiprona em CIM/2 (32 µg/mL) e incubadas durante 48 h. O controle de 
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crescimento do biofilme foi cultivado em meio sem deferiprona. Biofilmes maduros: 48 h de biofilme maduro 

das cepas 03-6-038 e 03-6-041 foram expostos à deferiprona a 256 µg/mL e incubadas por mais 24 h. O controle 

de crescimento do biofilme foi incubado em meio livre de deferiprona. As imagens foram adquiridas utilizando 

um Microscópio Confocal Nikon C2 e o fluoróforo Live DeadTM , as imagens Z-stack foram analisadas com o 

software COMSTATTM. *(P<0,05) e **(P<0,01) indicam diferenças estatisticamente significativas entre os 

parâmetros do biofilme obtido para a deferiprona exposta ou não exposta comparado ao controle de crescimento. 

 
Figura 9. Imagens representativas obtidas a partir da microscopia confocal de biofilmes de 

B. pseudomallei em formação e maduro após exposição a deferiprona. 
 

Legenda: Biofilmes em formação: a cepa 03-6-041 foi induzida a formar biofilme em caldo BHI-1% de glicose 

contendo DFP a CIM/2 (32 µg/mL) e incubada durante 48 h. O controle de crescimento do biofilme foi cultivado 

em meio sem deferiprona. Notar a redução na biomassa do biofilme e na espessura do biofilme. Biofilmes 

maduros: 48 h de biofilme maduro da cepa 03-6-041 foi exposto à deferiprona a 256 µg/mL e incubado por mais 

24 h. O controle de crescimento do biofilme foi incubado em meio livre de deferiprona. Notar a redução da 

biomassa, espessura do biofilme e o aumento do número de células mortas/danificadas. As imagens foram 

adquiridas utilizando um Microscópio Confocal Nikon C2 e o fluoróforo Live DeadTM, a 488 nm para a detecção 
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de Syto9, que identifica células bacteriana vivas (verde), e 561 nm para a detecção de iodeto de propídio, que 

identifica células bacterianas mortas/danificadas (vermelho). Ampliação 600x, escala de 50 µm. 

 
6.1.3 Efeito da deferiprona e dos antimicrobianos sobre biofilmes maduros de Burkholderia 

pseudomallei 

A DFP não erradicou os biofilmes de B. pseudomallei, não apresentando valores de 

CEMB nas concentrações testadas, mas causou reduções estatisticamente significativas 

(P<0,05) na biomassa do biofilme, apresentando uma redução média de 47%, 59%, 52% e 

30% nas concentrações de 512, 256, 128 e 64 µg/mL, respectivamente (Figure 9). Quanto às 

drogas antibacterianas, não foram encontrados valores de CEMB para AMC e os intervalos de 

CEMB para MER foram 16 – 512 µg/mL (MG = 394,8) e 256 – 512 µg/mL (MG = 469,5) 

para DOX (Tabela 3). 

De maneira geral, as CEMBs da DFP e dos antimicrobianos foram significativamente 

(P<0,05) maiores que suas respectivas CIMs. Quando utilizada na concentração de 256 

µg/mL, a DFP não reduziu os valores de CEMB para AMC, MER e DOX contra biofilmes 

maduros de B. pseudomallei. 

 
Figura 10. Efeito da deferiprona sobre biofilmes maduros de Burkholderia pseudomallei 

 

 

Legenda: Os biofilmes maduros foram cultivados em caldo BHI-1% de glicose, durante 48 h, então, expostos a 

diferentes concentrações de deferiprona (1-512 µg/mL) por mais 24 h. Controle de crescimento: biofilmes 

maduros que não foram expostos à deferiprona. *indica diferença estatisticamente significativa (P<0,05) entre os 

valores de absorbância obtidos para o controle de crescimento do biofilme e os obtidos após a exposição a 

deferiprona em diferentes concentrações. 
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7. DISCUSSÃO 

Os biofilmes são formados por comunidades microbianas inseridas em uma matriz de 

substâncias poliméricas extracelulares, contendo polissacarídeos extracelulares, proteínas e 

lipídios (XU et al., 2022). A formação de biofilme é essencial para a sobrevivência 

microbiana em diversos ambientes, potencialmente levando ao aumento da virulência e à 

maior tolerância aos antimicrobianos em comparação com as células planctônicas 

(PAKKULNAN et al., 2019; FLEMMING et al., 2016). Nesse contexto, a formação de 

biofilmes por B. pseudomallei limita a penetração dos antimicrobianos, diminuindo a 

sensibilidade às drogas de uso clínico, como meropenem, amoxicilina-clavulanato e 

doxiciclina (PAKKULNAN et al., 2019). 

Diversos fatores podem interferir com a formação do biofilme, dentre os quais 

destaca-se o ferro (Fe), que é um elemento essencial que contribui para a adaptação de B. 

pseudomallei a ambientes específicos, como o solo e o hospedeiro. Como o Fe desempenha 

um papel como cofator de enzimas, altas concentrações desse elemento promovem, 

consequentemente, a produção de biofilme de B. pseudomallei (GERHARDY; SIMPSON, 

2013; DUANGURAI; INDRAWATTANA; PUMIRAT, 2018). Considerando a importância 

do Fe, alguns estudos relatam a possibilidade de uso de quelantes de ferro como agentes 

terapêuticos contra diferentes microrganismos, no entanto, não se conhece o uso desses 

compostos contra B. pseudomallei (LESIC; FOULON; CARNIEL, 2002; KIM; CHIN, 2009; 

CHAN et al., 2009; RICHTER et al., 2017; RAMALINGAM; LEE, 2019). 

Nesse contexto, optou-se por utilizar na presente pesquisa a DFP, um quelante de ferro 

sintético, com alta afinidade pelo Fe3+, por ser rapidamente absorvida pelo trato 

gastrointestinal e por ser aprovada para uso clínico para tratar a talassemia maior. A atividade 

antimicrobiana da DFP já foi demonstrada contra biofilmes de Staphylococcus aureus 

(RICHTER et al., 2017), quando os pesquisadores defenderam que esse composto pode atuar 

como uma nova estratégia antimicrobiana. A DFP, em outro estudo, também reduziu o 

crescimento de células planctônicas e na formação de biofilme de Sporothrix spp., além disso, 

houve interação sinérgica com drogas antifúngicas contra esse patógeno (BRILHANTE et al.,  

2021). 

Na presente pesquisa, primeiramente foi avaliado o efeito da DFP sobre o crescimento 

planctônico de B. pseudomallei e sua sensibilidade antimicrobiana, demonstrando que esse 

composto inibiu o crescimento de B. pseudomallei em concentrações de 4 - 64 µg/mL. Já foi 

relatada a atividade inibitória da DFP contra Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella 
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pneumoniae, Escherichia coli, Acinetobacter baumannii, S. aureus e outros estafilococos 

coagulase negativos, apresentando CIM’s variando de 128 a 512 µg/mL (THOMPSON et al., 

2012; KIM; SHIN, 2009), valores mais elevados que aqueles encontrados contra B. 

pseudomallei. Embora a atividade antimicrobiana da DFP pareça estar relacionada a sua 

capacidade de quelar o ferro, Visca et al (2013) sugerem que deve haver uma toxicidade 

independente de quelação, uma vez que a adição de Fe reverte, mas não previne a atividade 

antimicrobiana em altas concentrações. Ademais, acredita-se que o baixo peso molecular da 

DFP favoreça a atividade antimicrobiana da droga, por facilitar o seu acesso ao citoplasma 

bacteriano (ZHOU et al., 2014; MA; GAO; MARESSO, 2015; EZRATY; BARRAS, 2016). 

Quando combinada com as drogas antimicrobianas contra B. pseudomallei na forma 

planctônica, a DFP potencializou a atividade antimicrobiana de AMC e MER, porém não de 

DOX. Um estudo demonstrou que a diminuição da biodisponibilidade do Fe não teve nenhum 

efeito sobre a sensibilidade à doxiciclina contra cepas de Escherichia coli. Foi relatado 

também que a DOX tem atividade quelante de ferro e por isso não é potencializada quando 

combinada com outro quelante de ferro, levantando a hipótese que a tetraciclina ligada ao 

quelante não reduz a eficácia do antimicrobiano, mas diminui a eficácia do quelante 

(GRENIER; HUOT; MAYRAND, 2000; EZRATY; BARRAS, 2016; FAURE et al., 2021), 

enquanto a AMC e MER tem efeito bactericida e com isso foram potencializadas pela DFP, 

sugerindo que esse efeito pode ser dependente do acesso a B. pseudomallei ao ferro. 

Quanto ao efeito da DFP sobre biofilmes em formação, observou-se que a DFP (CIM 

e CIM/2) reduziu a formação de biofilme de B. pseudomallei, conforme observado pela 

redução da biomassa. Esse achado de inibição da formação do biofilme pode estar associado 

ao fato de que a DFP limita a quantidade de Fe disponível para as células e com isso consegue 

inibir a formação de biofilme, pois elementos minerais são frequentemente encontrados na 

matriz do biofilme, no entanto, não se sabe como os íons metálicos se associam e/ou reagem 

com os componentes da matriz (HOUSHMANDYAR; EGGLESTON; BOLHUIS, 2021). 

Kang e Kirienko (2018), demonstraram que sob condições de abundância de Fe, o Fe livre 

pode ser transportado diretamente para a bactéria por sistemas de transporte ativo ou 

transportado indiretamente por meio de moléculas sequestrantes de Fe. Com isso, as bactérias 

retêm a capacidade de formar biofilmes maduros. Na presença de quelantes de ferro (como 

DFP), entretanto, a disponibilidade de Fe é restrita e a formação de biofilme fica 

comprometida. 
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Alguns estudos mostraram que o Fe regula a motilidade da superfície e promove a 

formação de biofilme de Pseudomonas aeruginosa e com isso estabiliza a matriz 

polissacarídica (SINGH, 2004; BERLUTTI et al., 2005). Além disso, a alta disponibilidade 

do Fe estimula a produção do exopolissacarídeo da matriz do biofilme, que, por sua vez, 

sequestra o ferro ferroso (Fe2+), atuando como um estoque de Fe, garantindo a manutenção do 

biofilme de P. aeruginosa (YU et al., 2016). Ademais, é preciso manter um equilíbrio na 

obtenção de ferro para a manutenção da homeostase do biofilme, pois os íons férricos 

induzem a agregação e, portanto, aumentam a densidade celular, atuando como um estímulo 

para P. aeruginosa e B. cepacia formar biofilme (BERLUTTI et al., 2005; HARRISON; 

BUCKLING, 2009; SAHA et al., 2013; KANG; KIRIENKO, 2018). Nazik et al (2015), 

demonstraram que a DFP foi capaz de inibir a formação do biofilme por Aspergillus 

fumigatus. Brilhante et al (2021) relataram que a DFP reduziu o crescimento de células 

planctônicas e formação de biofilme de Sporothrix spp. Um estudo também demonstrou que a 

DFP apresentou atividade inibitória contra a adesão e a formação de biofilme por 

Acinetobacter baumannii (RAMALINGAM; LEE, 2019). 

Quanto aos biofilmes maduros, observou-se que a DFP não erradicou os biofilmes de 

B. pseudomallei, mas reduziu significativamente a biomassa desses biofilmes, quando 

expostos a concentrações acima de 64 µg/mL, visto que a DFP limita a biodisponibilidade de 

Fe para as células, com isso, a falta de Fe interfere no desenvolvimento do biofilme (SMITH 

et al., 2013). No tocante às drogas AMC, MER e DOX, observou-se que as CEMBs foram 

significativamente maiores que suas respectivas CIMs, corroborando estudos anteriores 

(BANDEIRA et al., 2013; CASTELO-BRANCO et al., 2016; SIDRIM et al., 2017; SIDRIM 

et al., 2020). A menor sensibilidade antimicrobiana dos biofilmes de B. pseudomallei está 

associada às limitações de difusão de antibióticos dentro da matriz do biofilme, à alteração da 

permeabilidade celular, à expressão de bombas de efluxo (HENGZHUANG et al., 2013; 

SAWASDIDOLN et al., 2010) e à presença de ß-lactamases na matriz do biofilme (HØIBY et 

al., 2010). 

Apesar da DFP reduzir a biomassa dos biofilmes maduros de B. pseudomallei, essa 

droga não sensibilizou esses biofilmes a AMC, MER e DOX, demonstrando não haver 

interações sinérgicas nem aditivas entre a DFP e as drogas antimicrobianas avaliadas, 

levantando a hipótese que a DFP pode ter atividade inibitória ou estimuladora, através da 

limitação da quantidade de ferro (HOUSHMANDYAR; EGGLESTON; BOLHUIS, 2021). 
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8. CONCLUSÃO 

A deferiprona inibe o crescimento planctônico de B. pseudomallei 

A deferiprona potencializa o efeito de β-lactâmicos contra B. pseudomallei na forma 

planctônica. 

O quelante deferiprona reduz a biomassa de biofilmes em formação e de biofilmes 

maduros, sem, no entanto, erradicar biofilmes maduros de B. pseudomallei, nem os 

sensibilizar às drogas AMC, MER e DOX. 

A deferiprona não tem a capacidade de matar biofilmes em formação e biofilmes 

maduros, porém pode impactar no crescimento bacteriano, como observado por microscopia 

confocal. 
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