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Resumo

Feridas de dificil cicatrizagcado representam um sério problema de saude publica por
recorrentes infecgdes bacterianas em ambiente hospitalar. Dentre os principais
patdogenos multi-droga resistentes destas infec¢des, esta o Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA). Individuos portadores de diabetes, obesidade e
acamados que sofrem com Uulcera por pressdo, acabam desenvolvendo infecgcdes
cutaneas por MRSA que podem tornar-se invasivas e levar a sérios problemas,
como sepse. O presente relatério apresenta os resultados do primeiro ano de
pos-doutorado (processo FAPESP 2023/01436-9) do participante junto ao setor de
microbiologia e imunologia do departamento de ciéncias quimicas e biolégicas do
Instituto de Biociéncias de Botucatu, UNESP. Foram realizados experimentos com
isolados clinicos de MRSA provenientes de infecgbes cutaneas. Testes de
microdiluicdo em caldo para determinar concentragéo inibitoria e bactericida minima
(MIC e MBC) de extratos de propolis vermelha e seus componentes isolados, teste
de sinergismo entre Gutiferona E, Oblongifolina A e antimicrobianos foram
realizados a fim de propor possiveis formulacdes. Avaliagcdo de viabilidade de
mondcitos THP-1 diferenciados em macrofagos resultou na triagem do composto
Gutiferona E e duas formulagdes utilizando Gutiferona e antimicrobianos. Testes
antibiofiime com cepas de MRSA ATCC 33591 e USA300, foram realizados com
estas formulas além de avaliagdo de atividade bactericida de macréfagos contra a
cepa MRSA isolada de ferida, USA300. Gutiferona E e duas das férmulas obtidas
impediram a formacéao de biofilme das cepas e aumentaram de forma significante, a
capacidade de killing bacteriano por macréfagos THP-1 previamente
imunossuprimidos e desafiados com a USA300. As MICs e MBCs de Gutiferona E

foram baixas indicando alto potencial antibacteriano/bactericida desta benzofenona.



Além do mais, um possivel mecanismo de agcao da Gutiferona E foi analizado por
molecular docking sobre a principal enzima de resistencia do MRSA, a PBP2a
mostrando alta afinidade com o sitio ativo e alostérico desta enzima. Isto indica que
0 mecanismo de acao antibacteriano do composto seja bloqueando a agao desta
enzima na constru¢cdo da parede bacteriana, matando a bactéria por lise osmatica.
Atualmente, estdo sendo realizados testes de migracdo celular com estas
formulagbes sobre culturas 2D e 3D de queratinécitos e fibroblastos. Perspectivas
para o segundo ano de projeto sdo confeccionar hidrogel com a férmula que obtiver
resultados satisfatérios e testar sua permeacado cutdnea em projeto de bolsa de
pesquisa no exterior (BEPE), ja submetido. Artigo cientifico com os resultados

presentes neste relatério ja esta em vias de submisséao.



Introducao

Feridas de dificil cicatrizacdo representam um sério problema de saude
publica, principalmente para pessoas com comorbidades como diabetes e obesidade
(Greenhalgh, 2003). Essa situacdo ndo s6 compromete a saude publica como
também causa prejuizos de cerca de 300 bilhdes de dolares anualmente nos EUA
(Burgess et al., 2021), devido a infecgbes de pele recorrentes.

O Staphylococcus aureus resistente a meticiina (MRSA - do inglés
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus) € um dos patdégenos mais frequentes
que causam infecgbes profundas em feridas (Zhou et al., 2024), apresentando o
gene mecA como fingerprint. Este gene codifica a proteina de ligagao de penicilina
(PBP - do inglés Penicillin Binding Protein) 2a (Lade & Kim 2023). As PBPs séo
enzimas essenciais na cross-linking da parede bacteriana, prevenindo assim a lise
osmotica da bactéria em solugdes hipotdnicas (De Lencastre et al.,, 1994). Os
antibidticos/ antimicrobianos B-lactamicos previnem a acado das PBPs, afetando a
construcao efetiva do peptidoglicano da parede e resultando na morte bacteriana
durante sua divisdo (Bertonha et al., 2023). Contudo, o uso extensivo de penicilinas
no século XX levou a uma ampla resisténcia aos antimicrobianos [(-lactdmicos
devido a mudangas conformacionais no sitio ativo da PBP2a (Tasneem et al., 2022),
impedindo que o antimicrobiano exerga sua agéao.

Contudo, os B-lactdmicos continuam sendo a classe mais acessivel de
antimicrobianos contra infec¢gdes cuténeas/invasivas adquiridas em hospitais e
causadas causadas por MRSA dentre outras bactérias (Lima et al., 2020). O
tratamento das feridas inclui o debridamento e limpeza da pele infectada associado
ao uso de antimicrobianos ou desinfetantes topicos (Han & Ceilley, 2017). Quando

os antimicrobianos nao conseguem interromper a infeccdo cutanea por MRSA,



infeccdes profundas e invasivas podem aparecer, levando a sepse e morte (Lee et
al., 2018). Além disso, o0 MRSA pode apresentar evasao do sistema imunoldgico e
escape da fagocitose (Tasneem et al., 2022).

A cepa MRSA USA300 foi isolada de feridas e demonstrou ser a principal
causa de infecgdo cutanea, principalmente em individuos imunossuprimidos
(Burnham & Kollef 2018). Além do PBP2a, essa cepa apresenta outros fatores de
resisténcia a diversas classes de antimicrobianos, como por exemplo, formacao de
biofilme (Nair et al., 2014; Linz et al., 2023; Kaushik et al., 2024).

Esse problema destaca a necessidade de encontrar novas formulagdes
antimicrobianas topicas ou sistémicas que exercam uma acgao direta sobre o MRSA
e/ou uma agao imunomoduladora sobre a imunidade inata de pacientes infectados
(Watkins et al., 2012). Curiosamente, produtos de origem natural com potencial
farmacolégico geralmente apresentam diversas propriedades biolégicas
(Criollo-Mendoza et al., 2023). Além disso, moléculas originarias de produtos
naturais sdo promissoras na quimica médica (Harvey et al.,, 2015) e produtos
apicolas como a propolis representam uma grande fonte dessas moléculas (Sforcin,
2016).

A propolis exibe muitas propriedades farmacolédgicas devido a sua complexa
composi¢cao quimica, que reflete as condigdes fitogeograficas onde foi coletada. A
prépolis vermelha brasileira (BRP - do inglés Brazilian Red Propolis) possui uma
grande variedade de moléculas antimicrobianas (Freitas et al., 2017), incluindo a
gutiferona E (GUT E) que pertence a classe das benzofenonas e apresenta
reconhecida acao bioldgica in vitro (Wu et al., 2014; Freires et al. 2016; Conceigéo et
al., 2023). Nosso grupo realizou analises in silico com benzofenonas isoladas de

BRP e observou que gutiferona e oblongifolina pareciam ser agentes promissores



para ligar-se ao sitio ativo de PBP2a (Ripari, et al. 2023). Analises in silico sao
meétodos importantes para descobrir novos ligantes dentro de uma gama de
atividades biologicas que ainda tém mecanismos de acado desconhecidos. Entre
essas ferramentas, molecular docking e a dinamica molecular tém sido usadas para
esse proposito (Sharma et al., 2017), visando identificar a afinidade das moléculas
com seus alvos para prever quais compostos provavelmente podem exibir, por
exemplo, atividade antimicrobiana, imunomoduladora e cicatrizante (Zhu et al.,
2024).

Macrofagos sao células capazes de combater agentes bacterianos nos
tecidos em que residem (Aitcheson et al., 2021). Moléculas derivadas de propolis
podem afetar a sobrevivéncia bacteriana e estimular a atividade antibacteriana do
macrofago, podendo contribuir para a resolugdo de infecgdes persistentes no
hospedeiro. A linhagem celular humana imortalizada THP-1 tem sido amplamente
utilizada em ensaios laboratoriais que mimetizam as atividades de mondcitos
humanos (Aitcheson et al., 2014). Ela pode ser diferenciada em macréfagos quando
incubada com agentes como forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) (Daigneault et al.,
2010), para investigar a acado moduladora de drogas ou compostos que podem
afetar a acao antibacteriana de macréfagos (Gill et al., 2016).

O presente relatério contém os resultados do primeiro ano de pds-doutorado
do participante enquanto junto ao departamento de ciéncias quimicas e biologicas,
setor de microbiologia e imunologia, sob supervisdo do Professor Titular José
Mauricio Sforcin. Avaliamos os efeitos do extrato padrdo de prépolis vermelha
(SRPE, do inglés - Standardised Red Propolis Extract), uma fracdo rica em
benzofenonas (BRF, do inglés - Benzophenone-Rich Fraction), gutiferona E (GUT E)

e oblongifolina A (OBL A) sozinhos ou em combinagdo com antimicrobianos



diretamente sobre MRSA isolado de feridas cutaneas. Apds isso, algumas
formulacbes foram preparadas para observar sua acdo antibacteriana e
imunomoduladora. Uma possivel agao citotéxica e imunomoduladora sobre células
THP-1 foi observada apés estimulagdo com PMA, avaliando a produgao de citocinas
e a atividade de killing bacteriano por macréfagos desafiados com a cepa MRSA
USA300. Esta atividade bactericida foi analisada usando macréfagos suprimidos por
dexametasona (DEX) antes de receberem tratamentos. Predicbes computacionais
por molecular docking também foram realizadas com GUT E e antimicrobianos
visando observar sua interacdo com o sitio ativo e alostérico de PBP2a.

Atualmente, junto ao setor de morfologia do departamento de biologia
estrutural e funcional - IBB/ UNESP, estamos analisando o potencial migratério de
GUT E em culturas 2D e 3D de queratindcitos e fibroblastos humanos para formular
um hidrogel com a concentragcido 6tima antimicrobiana e auxiliadora de macréfagos
de ja encontrada. Ao obter resultados de morfometria satisfatérios (juntamente com
dados de citotoxicidade e genotoxicidade), serdo confeccionados hidrogéis com
formulacbes baseadas com GUT E contendo ou ndao nanocarreadores, que podem
ser considerados como intensificadores de permeagao cutanea (Rabiei et al., 2020).
Estes hidrogéis serdo confeccionados pelo participante na Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo (FCF/ USP) com o
auxilio do Professor Titular Jairo Kenupp Bastos, no més de setembro/ 2024. Além
do mais, foi submetido uma proposta de Bolsa de Estagio em Pesquisa no Exterior
(BEPE) para a mesma instituicdo de fomento (FAPESP) para que, junto a
universidade do Porto/ Portugal, o participante possa testar a permeacédo destes

hidrogéis em camada sintética de stratum corneum.



Os resultados obtidos no atual relatério ja encontram-se em vias de
submissao em formato de artigo de pesquisa para periddico cientifico. Por este
motivo, padronizamos alguns termos e nomes para a lingua inglesa, com objetivo de

evitar problemas de interpretacéo.

Metodologia

Extrato de prépolis vermelha padronizado (SRPE)

O estudo foi registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio
Genético e Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o registro AF234D8.
A propolis vermelha foi adquirida da Associacdo dos Apicultores de Canavieiras
(COAPER), Bahia, Brasil. O BRP foi extraido em solugdo hidroalcodlica (7:3). O
frasco foi mantido em agitador (Innova 4300TM) a 37 °C por 24 h), seguido de
filtracdo. A extracdo foi repetida trés vezes e, os extratos combinados foram
concentrados em rotaevaporador a vacuo e liofilizados, seguido de analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos

(HPLC-DAD) para verificagao do seu perfil cromatografico.

Isolamento de benzofenonas preniladas

O isolamento e a andlise das benzofenonas preniladas foram realizados de
acordo com Aldana-Mejia et al. (2021) e Ccana-Ccapatinta et al. (2020), com
algumas modificagbes. O extrato bruto foi ressuspenso em uma solugdo de
metanol/agua (9:1, v/v), filtrado e particionado com heptano P.A. para extrair
benzofenonas preniladas por particdo liquido-liquido. A fracdo de heptano foi

analisada por HPLC-DAD e submetida a cromatografia liquida a vacuo (VLC). Um



gel de silica (40-60 um, Sigma-Aldrich®, EUA) foi usado como fase estacionaria na
propor¢cao de 10 g de silica por grama de fragdo rica em benzofenonas (BRF). A
fase estacionaria foi compactada em uma coluna de vidro de 13 cm x 11 cm de
didmetro interno. Misturas de heptano: acetato de etila com polaridades crescentes
(100:0 — 0:100) foram usadas como fase movel. As subfragbes obtidas de VLC
foram avaliadas por cromatografia comparativa em camada fina (TLC) usando
placas 60F 254 (Merck, Alemanha) e heptano: acetato de etila como fase movel
(6:4) para eluicdo. As placas cromatograficas foram reveladas com solugdo de
anisaldeido sulfurico. As subfracbes com perfis de eluicdo semelhantes em TLC
foram agrupadas e analisadas por HPLC-DAD para monitorar a presenca de

benzofenonas preniladas.

HPLC-DAD analitico

O extrato, fragdo ou compostos isolados foram dissolvidos em metanol grau
HPLC a 1 mg/mL em microtubos de 1,5 mL, filtrados com filtros de
politetrafluoretileno (0,45 um) e armazenados em frascos para analise por
HPLC-DAD. A analise foi realizada utilizando um sistema de HPLC Waters® 2695
equipado com bombas binarias modelo 1525, injetor automatico modelo 2707 e
detector de arranjo de diodos modelo 2998 acoplados ao computador através do
software Empower 3. A fase estacionaria consistiu de uma coluna Supelco Ascentis
Express C18 (2,7 um x 150 mm % 4,6 mm) acoplada a uma pré-coluna analitica
Synergi Polar-RP (4,0 x 3,0 mm, 4 uym). A fase mével consistiu de agua purificada
(Millipore) acidificada com acido férmico (0,1%; Synth®) (A) e acetonitrila grau HPLC
(SK Chemicals) (B) a uma vazao de 1 mL/min, com um volume de inje¢ao de 10 pL.

A eluicdo da fase movel foi baseada em gradiente, partindo da condigao inicial de



20% B, passando de 20-50% (em 40 min), 50-100% B (até 90 min), 100% B (até 95
min) e retornando a condicao inicial de 20% B (totalizando 100 min). A detecgao foi
realizada entre 210-600 nm, e os cromatogramas foram monitorados entre 240 e

315 nm.

HPLC preparativa

Conjuntos de subfragcbes enriquecidas em benzofenonas foram submetidos a
HPLC preparativa para isolar os compostos de interesse. Assim, foi utilizado um
sistema de HPLC Shimadzu (Prominence) equipado com detector UV/Vis
(Shimadzu), bombas LC-6AD, desgaseificador DGU-20A5 e coletor automatico
FCR-10?, com o sistema interligado ao computador através do software LC-Solution
Single. Foi utilizada a coluna Synergi Polar-RP (4 um, 250 x 21,5 mm;
Phenomenex®); a fase movel consistiu de agua purificada (Millipore) acidificada com
acido férmico (0,1%; Synth®) na bomba A e metanol grau HPLC (Tedia®) na bomba
B, com vazao de 10 mL/min. A condicao inicial foi de 70% de B, seguida de variagéo
de B de 70 a 100% em 30 min, mantida em 100% de B por 3 min, e entdo retornada

a condicao inicial, reequilibrando a coluna por 35 min.

Identificacdo por Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN)

Apds o isolamento, a identidade dos compostos foi confirmada por RMN
(RMN de 1H e 13C) em um BruckerAdvance (Santa Barbara, CA, EUA) DRX 400
operado a 500 MHz. As amostras foram dissolvidas em cloroférmio deuterado
(CDCI3) para gutiferona E/xantoquimol mais 0,1% de acido trifluoroacético (TFA)

para oblongifolina.



Isolados de MRSA

Quatro isolados de MRSA obtidos de feridas de pacientes foram fornecidos
pelo Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, e suas
identidades foram confirmadas pelo sistema VITEK@ e PCR em tempo real para
detecgdo do gene mecA. As cepas de MRSA USA300, ATCC 33591 e MSSA ATCC
29213 foram fornecidas pelo Setor de Microbiologia e Imunologia, IBB, UNESP em

crioways a -80 °C .

Determinagcdo da concentragdo inibitéria minima (MIC) e concentragcdo

bactericida minima (MBC)

O método de microdiluicdo em caldo foi adotado para determinar a MIC de
cada variavel de acordo com as recomendacdes do Clinical and Laboratory of
Standards Institute (CLSI, 2015). Resumidamente, as cepas de MRSA foram
cultivadas em placas de Petri contendo Agar Mueller Hinton (MHA) por 20 h/37 °C.
Depois, as cepas foram ajustadas para a escala de 0,5 McFarland em NaCl (0,9%)
para obter 10® unidades formadoras de colénias (UFC)/mL) e diluidas (1:100) em
Caldo Mueller Hinton (MHB) (10° UFC/mL).

Os antimicrobianos vancomicina (VA), cefoxitina (FOX), imipenem (IPM) e
ertapenem (ETP) foram diluidos em agua destilada estéril, e ceftarolina (CPT) em
dimetilsulféxido (DMSO) estéril.

GUT E, OBL A, SRPE e BRF (2 mg/mL) foram diluidos em DMSO estéril. Aliquotas
foram diluidas 1:10 em MHB antes de realizar diluicoes seriadas 1:1 em placas de
fundo em “U” de 96 pogcos em um volume final de 100 uL por pogo. Apds a diluigao,
isolados e cepas MRSA e MSSA 29213 (1:100 - MHB) foram inoculadas nos pogos

(100 pL) e incubadas por 20 h/37 °C.



Apods, 10 uL de cada pogo foram semeados em placas de Petri contendo agar
BHI para uma nova incubacado (24 h/37 °C) para determinar a concentragao
bactericida minima (MBC) das concentracdes testadas. A viabilidade bacteriana foi
revelada pela adicao de 30 pL/pogo de resazurina aquosa (0,01%). MICs, € MICy,
foram calculados de acordo com Schwarz et al. (2010). Os valores de MBC foram
determinados pela contagem de UFC. Os pogos que receberam as concentragdes
que inibiram 99,9% do crescimento bacteriano na subcultura de agar BHI foram

determinados como o valor de MBC.

Ensaio de sinergismo por checkerboard

ApOs realizar a microdiluicdo em caldo, foi avaliado um possivel sinergismo
entre GUT E e antimicrobianos. GUT E em combinagdo com OBL A também foi
analisado.

O método de checkerboard consiste em uma diluicdo seriada (1:1) do pogo
A1 para o poco G1 de uma aliquota de estoque de GUT E a partir de MIC x 8 em
MHB. O mesmo procedimento foi realizado com antimicrobianos ou OBL A a partir
do poco H8 para H2. Depois, diluigado seriada cruzada (1:1) foi realizada nos outros
pocos usando uma micropipeta multicanal da coluna 1 (pogos A1 - G1) até a coluna
8 (A8 - G8) e da linha H (H2 - H8) até a linha A (A2 - A8), montando uma placa com
diferentes concentragdes de GUT E juntamente com antimicrobianos ou OBL A
(apenas uma combinacéao por placa).

Cada placa com sua combinagao apropriada foi inoculada com as cepas
USA300, ATCC 33591 ou MSSA ATCC 29213 (controle). A determinagao de
sinergismo, antagonismo ou indiferenga foi calculada pelo indice de concentragao

inibitdria fracionada - FICI, de acordo com a féormula: FICI = A/IMICA + B/MICB, onde



“A” corresponde a MIC da combinagdo de GUT E associada ao antimicrobiano ou
OBL A. MIC, corresponde a MIC de GUT E, “B” corresponde a MIC do
antimicrobiano ou OBL A associado a GUT E, e MICg corresponde a MIC de
antimicrobiano ou OBL A.

O sinergismo foi considerado quando FICI < 0,5. O efeito aditivo foi
considerado quando FICI = 0,51 a 1,5. A indiferenga foi considerada quando FICI =

1,51 a 3,9. FICI = 4 foi considerado antagonismo (Nikolic et al., 2022).

Formulagbes baseadas em MIC

Apos a obtencao da MIC e MBC das variaveis, foram preparadas formulacoes
com as combinagbes que apresentaram efeitos sinérgicos ou aditivos com suas
respectivas MICq, como candidatas a formulas de pomada tépica. Essas
combinagdes foram denominadas BRP150, BRP28, BRP153, BRP29 e BRPLUS,
testadas pelo ensaio de microdiluicdo em caldo, e sua composi¢cio esta apresentada
na Tabela 1. As formulagbes sdao denominadas com o prefixo BRP - Brazilian Red
Propolis - e o peso final em pyg/mL. As formulagdes que exerceram resultados
positivos foram diluidas em RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino

(SFB) para ensaios posteriores com células THP-1.

Table 1. FormulagGes para futuros estudos de medicamento tépico.

SRPE VA GUT IPM

Formulation (ng/mL)  (pug/mL)  (ug/mL)  (pg/ml)
BRP150 125 4,6 25 -
BRP28 - - 25 6,25
BRP153 125 - 25 6,25
BRP29 - 4,6 25 -

BRPlus 125 - 50 -




Avaliagao anti-biofilme

A acédo das formulagdes na formagao de biofiime de MRSA foi realizada de
acordo com Mohammed et al. (2018). As cepas de MRSA USA300, ATCC 33591
(produtoras de biofilme) e MSSA 29213 (controle) foram inoculadas em Tryptic Soy
Agar 1% glicose (TSA 1%) por 20 h/37 °C.

As cepas foram ajustadas espectrofotometricamente para a escala de 0,5
McFarland (absorvéncia 0,8 - 1,2 a 625 nm) em Tryptic Soy Broth 1% glicose (TSB
1%) calibrado com o mesmo meio de cultura.

Placas de 96 pocos de fundo chato foram inoculadas com as cepas (0,5
McFarland - 100 pL) e com concentragbes de 75%, 50% e 25% das MICs
apresentadas por cada formulacéo, em ftriplicatas.

Apods incubacao por 48 h/37 °C, as células foram lavadas com PBS 3 vezes
(150 uL) e deixadas para secar por 4 h para a fixagao de 20 minutos em metanol e
secagem a temperatura ambiente overnight. A placas foram lavadas em agua
corrente para retirar o excesso de células mortas e os biofilmes fixados foram
suspendidos em acido acético (33%). As placas foram analisadas utilizando leitor de
placas de incubacdo EPOCH em leituras 3x3 por pogco, o que permite gerar uma
leitura média em pontos distintos de cada pog¢o, aumentando a precisdo dos
resultados. A porcentagem de inibicdo do biofilme em cada pogo foi calculada de

acordo com a férmula:

% inibigao = [1- (teste/controle)] x 100.

Células THP-1, diferenciagdo em macrdofagos e modelo imunossupressor



A linhagem celular THP-1 imortalizada foi adquirida do Banco de Células do
Rio de Janeiro (BCRJ, Brasil). As células foram recuperadas de tubos criogénicos
armazenados a -80 °C e cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de
SFB a 37 °C/ 5% de CO, até atingir 90% de confluéncia.

Para diferenciar mondcitos THP-1 em macréfagos, 10° células por pogo foram
incubadas com PMA (20 ng/pogo) por 24 h antes do tratamento com GUT E e as
formulacoes.

Dexametasona (DEX - 10 uM) foi usada para suprimir a atividade dos

macréfagos 3 h antes de adicionar os tratamentos.

Ensaio MTT para avaliar a viabilidade celular

O ensaio MTT foi adotado para verificar se as formulagbes poderiam exercer
um efeito citotdxico sobre os macréfagos. As células foram incubadas com os
estimulos por 18 h/37 °C. Lipopolissacarideo (LPS — 100 ng/ml) foi usado como
controle positivo, e o solvente DMSO foi testado nas concentragdes usadas nos
tratamentos.

Apos a incubacdo, uma solugdo padrao de MTT (300 pyL) em RPMI 1640
(10% SFB) foi adicionada aos pogos para incubagéo (37 °C, 5% CO,). Apds 3 h, o
MTT foi removido dos pocos e 200 uL de DMSO foram adicionados para solubilizar
os cristais de formazan. As placas foram lidas em um leitor de placas (540 nm) e as
porcentagens de viabilidade celular foram calculadas considerando o grupo controle

como células 100% viaveis.

Quantificagdo de citocinas



Apos incubar os macréfagos com os estimulos por 18 h/37 °C, os
sobrenadantes foram coletados para avaliar a producao de TNF-q, IL-1(], IL-6, IL-8 e
IL-10 por analise de ensaio imunoenzimatico (ELISA), de acordo com as instru¢des

do fabricante (R&D Systems, EUA).

Co-cultura de macréfagos suprimidos por DEX com a cepa MRSA USA300

para avaliar a atividade bacteriana dos macroéfagos

As células THP-1 foram tratadas com PMA conforme descrito acima. Apds 24
h, a solucdo de PMA foi removida dos pocos e DEX 10 uM (250 uL) foi adicionado
as culturas de células por 3 h. Em seguida, 250 yL dos tratamentos diluidos em
RPMI 1640 foram adicionados por 18 h. Os sobrenadantes foram removidos e os
macrofagos foram desafiados pela cepa MRSA USA300 (razéo bactérias:macrofago
= 50:1) por 90 min.

Depois, os sobrenadantes foram descartados e os pogos foram lavados com
agua destilada estéril fria para romper a membrana do macroéfago, liberando as
bactérias fagocitadas ou ndo. Um volume de 500 pL foi obtido apés cada lavagem
de poco e 100 pyL desse volume foram pipetados e semeados em agar BHI. As
placas de Petri foram incubadas a 37 °C/48 h para contar as UFC e determinar a
porcentagem de atividade bactericida dos macrofagos de acordo com a formula:

[1 -(UFC média das placas experimentais/UFC média das placas de controle)] x 100.

Anélise de afinidade de ligacdo e encaixe molecular de PBP2a a potenciais

inibidores



A estrutura cristalina de PBP2a foi obtida do Protein Data Bank (PDB),
entrada 3ZFZ. Todos os atomos n&o essenciais, como moléculas de agua e
heteroatomos, foram removidos usando ChimeraX (Pettersen et al., 2021). Atomos
de hidrogénio foram adicionados a estrutura para manter estados de protonagao
adequados em pH 7,4 usando o servigo da web APBS (Jurrus et al.,, 2018). Os
ligantes GUT E e IPM foram recuperados do banco de dados PubChem usando os
CIDs 5352088 e 104838, respectivamente. O Chemaxon MarvinSketch 23.17
(https://chemaxon.com) foi empregado para otimizar a geometria e adicionar os
atomos de hidrogénio para reproduzir os estados de protonacédo corretos desses
ligantes em condigdes fisioldgicas. Posteriormente, PBP2a e as estruturas dos
ligantes foram convertidas em PDBQT usando PyRx (Dallakyan e Olson, 2015) para
garantir a compatibilidade com AutoDock Vina. O sitio de ligacao foi identificado com
base na posicao da ceftarolina cocristalizada (Otero et al., 2013). A caixa de grade
foi centralizada nos residuos dos sitios ativo e alostérico com dimensdes suficientes
para cobrir cada bolso de ligagdo em sua totalidade. Os parametros da grade foram
definidos da seguinte forma: - Sitio ativo: center_x = 28,345, center y = 31,945,
center_z = 87,298, size x = 13,631, size_y = 23,336, size_z = 14,252; - Sitio alostérico:
center_x = 14,586, center_y = 28,326, center_z = 24,013, size_x = 25,615, size_y = 27,204,
size_ z = 18,575. As simulacdes de encaixe foram conduzidas usando o AutoDock Vina
versdo 1.2.5 (Eberhardt et al., 2021). O parametro de exaustividade foi definido como 800 e
num_modes como 900 para garantir uma exploracdo completa do espaco de ligagcdo. As
poses encaixadas foram analisadas usando o Discovery Studio v21.1 (Dassault Systémes
BIOVIA®) para visualizar interagdes importantes, como ligagdes de hidrogénio, contatos
hidrofobicos e empilhamento pi entre ligantes e residuos de proteina. As afinidades de

ligacao foram previstas usando o servidor web PRODIGY (Xue et al., 2016) fornecendo a

energia de interacdo eletrostatica calculada para cada complexo pelo moédulo de



refinamento HADDOCK (Honorato et al., 2024), e as poses foram comparadas com o ligante

de referéncia cocristalizado e selecionadas com base em seus valores estimados de AG.

Analise estatistica

Testes de normalidade e lognormalidade foram realizados para assumir a
normalidade dos dados obtidos. Quando os dados foram considerados normais, o teste de
variancia ANOVA foi usado seguido pelo teste de Dunnett; caso contrario, o teste de Kruskal
Wallis foi usado seguido pelo teste de Dunn. Os dados foram analisados usando o software

Graph Prism 5 e Graph Prism 10.

Resultados

Fracéo rica em benzofenonas contém principalmente gutiferona E e oblongifolina B
Figura 1 mostra que A BRF contém principalmente GUT E e oblongifolina B. Em
nosso estudo com componentes isolados, utilizamos a isoforma A da oblongifolina devido a

novidade da pesquisa com essa molécula como agente antimicrobiano.
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Figura 1. Perfis cromatograficos de HPLC do extrato de prépolis vermelha brasileira, fracdo
heptano e gutiferona E/xantoquimol isolados (1) e oblongifolina B (2) com suas estruturas
guimicas.



Isolados MRSA foram suscetiveis a SRPE, GUT E, OBL A, mas nédo a BRF.

A Tabela 2 mostra as médias do MIC obtido em trés experimentos
independentes. Os isolados de MRSA foram suscetiveis a CPT, IPM, ETP e VA, mas
nao a BRF e SRPE. Curiosamente, as benzofenonas predominantes em BRF (GUT

E e OBL A) apresentaram MICs mais baixos do que CPT que atua em PBP2a.

Tabela 2. Concentracgdo inibitéria minima (CIM - ug/mL) de cefoxitina (FOX), ceftarolina (CPT),
imipenem (IPM), ertapenem (ETP), fracdao rica em benzofenonas (BRF), extrato de prépolis
vermelho padronizado (SRPE), oblogifolina A (OBL A), gutiferona E (GUT E) e vancomicina

(VA).
Isolate ~ FOX  CPT IPM ETP  BRF SRPE OBLA GUTE VA
MRSAO1 250 25-12,5 25-3,12 >50  >1040 125 62,5 25 4,06

7,81 - 0,39 - 4,06 -
MRSA 02 250 12,5 3,12 12,5 >1040 125 62,5 125 1,95
MRSA03 250 125-25 3,12 >50 >1040 125 62,5 125 4,06

125 - 1,56 - 12,5 - 16,25 -
MRSA04 500 125-25 6,25 >50 >1040 125 @ 62,5 25 15,62
125- 12.5- 1,56 - 12,5 - 2,03 -
USA300 250 >25 0,39 6,25 >1040 125 62,5 125 3,90
ATCC 125 - 1,56 - 12,5- 125-  2,03-
33591 >500 25->25 >50 >50 >1040 125 62,5 25 3,90
MIC;, 250 12.5 3,12 6.25 - - - 12,5 3,906
MIC,, 500 25 6,25 12,5 - 125 62,5 25 4,06

Da mesma forma, os MBCs obtidos para carbapenémicos, CPT e VA foram
satisfatérios (Tabela 3). GUT E apresentou MIC menor que OBL A. Os dados
mostrados nas tabelas 2 e 3 indicaram que os valores de MIC e MBC de GUT E e
OBL A tém acao inibitéria e bactericida, com concentracdes muito proximas.

Tabela 3. Concentragdo bactericida minima (MBC - pg/mL) de cefoxitina (FOX),
ceftarolina (CPT), imipenem (IPM), ertapenem (ETP), fracdo rica em benzofenonas (BRF),
extrato padronizado de prépolis vermelha (SRPE), oblogifolina A (OBL A), gutiferona E (GUT
E) e vancomicina (VA).



Isolate FOX CPT IPM ETP BRF SRPE OBLA GUTE VA

MRSAO1 31,25 0,78 0,78 1,56 10000 562,5 31,25 25 0,97
MRSAO2 3125 3,12 078 12,5 10000 5625 1562 25 195
MRSA03 1562 3,12 3,12 25 5000 562,5 31,25 25 @ 195
MRSA04 >500  >25  >500 >500 5000 562,5 31,25 25 = 0,97

USA300 125 25 0,78 6,25 >10000 562,5 62,5 25 0,97
ATCC
33591 >500 >25 50 >50 2500 562,5 62,5 25 7,81
ATCC

29213 62,5 6,25 0,78 25 >10000 562,5 62,5 25 1,95

MRSA né&o apresentou sinergia com antimicrobianos cefalosporinicos, enquanto

carbapenémicos e vancomicina apresentaram efeitos sinérgicos e aditivos

A Tabela 4 mostra que GUT E + ETP, bem como GUT E + VA exerceram um
efeito sinérgico contra a cepa USA300, enquanto GUT E + IPM exerceram um
sinergismo sobre 33591 e 29213, e um efeito aditivo sobre a cepa USA300. GUT E +
VA exibiram um efeito aditivo sobre as cepas 33591 e 29213. GUT E e OBL A

mostraram efeitos antagbnicos sobre ambas as cepas.

Tabela 4. Método do tabuleiro de xadrez para MRSA ATCC 33591, MSSA ATCC 29213 e MRSA
USA300. Os resultados foram obtidos em trés experimentos independentes combinando
gutiferona E (GUT E) com ertapenem (ETP), ou imipenem (IPM), ou ceftarolina (CPT), ou
cefoxitina (FOX), ou oblongifolina A (OBL A).

Strain 33591 29213 USA300
FICI | Interpretation | FICI Interpretation FICI Interpretation
GUTE +
ETP 2 I 2 [ 0.5 S
GUTE +
IPM 0.5 S 0.5 S 1.25 AE
GUTE +
CPT 2 I 2 [ 2 I
GUTE +
FOX 2 | 2 I 4 A
GUTE +
VA 1 AE 1.2 AE 0.5 S




GUTE +
OBL A 4 A 5 A 5.7 A
S —synergism, | - indifference, AE - additive effect, A - antagonism.

As formulagbées mostraram um alto potencial inibitério contra cepas de MRSA

Algumas formulagbes foram testadas pela microdiluigdo em caldo e GUT E foi
incluido em todas elas porque nao apresentou variagbes nos valores de MBC,
mostrando uma agao bactericida maior do que SRPE, BRF e OBL A.

Embora SRPE nao tenha apresentado um MIC90 melhor do que GUT E,
decidimos inclui-lo em algumas férmulas candidatas devido a alta variabilidade de
componentes encontrados no extrato de propolis vermelha. BRPLUS continha o
dobro da concentragéo de gutiferona porque exerceu uma alta agao bactericida.

A Tabela 5 mostra o MIC50 e MIC90 das formulag¢des nos isolados de MRSA.
Como GUT E e os antimicrobianos presentes nas formulagdes mostraram um efeito
bactericida, realizamos testes de microdiluicdo sem subcultura para determinar
apenas os MICs. Todas as formulagdes apresentaram valores de MIC90

satisfatorios.

Tabela 5. Concentragdes inibitérias minimas (CIM50 e CIM90 - pug/mL) das formulag¢des que
podem ser utilizadas para produzir pomadas tdpicas.

Formula MRSA MRSA MRSA MRSA

tion 01 02 03 04 USA300 33591 29213 MIC, MIC,,
32,4 32,4 -
BRP150 64,8 -64,8 648 1296 64,8 648 648 32,4 64,8
31,25 - 31,25- 31,25- 31,25- 31,25— 31,25-
BRP28 >31,25 31,25 >31,25 >31,25 >31,25 >31,25 >31,25 15,62 28,12
39,12- 39,12- 39,12- 7825- 39,12- 39,12 -
BRP153 78,25 78,25 7825 156,55 7825 7825 7825 39,12 7825
14,8 - 14,8 -

BRP29 29,6 29,6 29,6 29,6 14,8 14,8 14,8 14,8 26,64



43,75 - 43,75- 43,75- 43,75-
BRPLUS 87,5 87,5 87,5 175 87,5 87,5 87,5 43,75 87,5

BRP28, BRP29 e GUT E mostraram potencial antibiofilme sobre cepas de MRSA em

concentragcdes mais baixas

As cepas USA 300 e ATCC 29213 foram afetada pelas formulagcdes e também
por GUT E. Nenhum dos tratamentos apresentou atividade antibiofilme
estatisticamente no ATCC 33591. Vale ressaltar que todas as concentragcbes foram
baseadas no ensaio de microdiluicdo em caldo onde inéculo em cada pogo foi de
aproximadamente 10° UFC/mL. Entretanto, o inéculo para formagéo de biofilme foi

obtido diretamente da escala de 0,5 Mcfarland, correspondendo a 108 UFC/mL.
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Figura 2. Capacidade antibiofilme de BRP28, BRP29 e gutifferona E (GUT E) em cepas de
MRSA e MSSA. Valores representativos obtidos em trés experimentos distintos. * <0,5; ** <
0,01; *** < 0,001 estatisticamente diferente do controle.



Viabilidade dos macrofagos apos incubagao com as formulagées

A Figura 3 mostra que BRP153, BRP150 e BRPLUS exerceram uma alta
acao citotoxica sobre macréfagos provavelmente devido a alta concentragéo de GUT
E. BRP28, BRP29 e GUT E néo tiveram efeito sobre a viabilidade celular. Assim,

apenas GUT E, BRP28 e BRP29 foram escolhidos para os proximos experimentos.
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Figura 3. Porcentagem (%) de viabilidade de macréfagos apds incubagdo com LPS (0,1
ug/ml), DMSO, gutiferona E (GUT E), as formulacGes (BRP28, BRP29, BRP153, BRP150 e
BRPLUS). Os dados representam a média * desvio padrdo de 3 experimentos em triplicata. **
p <0,05; *¥*** p < 0,0001 estatisticamente diferente do controle.

GUT E, BRP28 e BRP29 ndo modularam a produgéo de citocinas

Nenhuma diferenca foi observada na produgao de TNF-qa, IL-18, IL-6, IL-8 e
IL-10 apds a incubacdo de macrofagos com as formulagbes ou GUT E em

comparacgao ao grupo controle (dados ndo mostrados).

GUT E, BRP28 e BRP29 aumentaram a atividade bactericida de macrofagos

suprimidos contra a cepa MRSA USA300



Apds a supressdo de macrofagos com DEX, as células foram tratadas com
BRP29, BRP28 e GUT E em suas concentragcdes anti-MRSA ideais. O perfil de
imunossupressao foi revertido pelo tratamento com LPS. BRP29, BRP28 e GUT E
mostraram um efeito restaurador imunolégico em macréfagos suprimidos por DEX.
GUT E foi o tratamento mais eficiente em relagao a morte de MRSA por macroéfagos.
Nao foram encontradas alteragbes significativas entre o tratamento e o grupo
controle em macréfagos nao suprimidos por (DEX), onde a média de controle foi de

30%, como no controle LPS + DEX (Figura 4).
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Figura 4. Porcentagem (%) da atividade bactericida de macréfagos suprimidos por
dexametasona (DEX) apds incubacdo com BRP29, BRP28 ou gutiferona E (GUT E). Os dados
representam a média * desvio padrdo de trés experimentos independentes em triplicado.
LPS — Lipopolissacarideo 0,1 pug/ml. ** < 0,01, *** < 0,001 estatisticamente diferente do
grupo controle.



Modelo molecular de inibicao de PBP2a pelos componentes da formulagcao

Os estudos de docking forneceram uma analise detalhada da interagao entre
PBP2a e trés ligantes: ceftarolina, imipenem e GUT E. Dados os resultados
promissores obtidos in vitro, este estudo avaliou GUT E e IPM como potenciais
inibidores de PBP2a, um participante-chave na resisténcia a MRSA. A analise focou
nas interacées de ligagdo especificas nos sitios ativo e alostérico e nas energias

livres de ligagao (AG) para elucidar o potencial desses compostos (Figura 5).
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Figura 5. Mapas de interacdo de encaixe e energias livres de ligacdo de ceftarolina, imipenem
(IPM) e gutiferona E (GUT E) nos sitios ativo e alostérico de PBP2a. IMP e GUT E sdo
ampliados em superposicdo contra CPT redocked, destacando possiveis modos de ligacdo
semelhantes para esses ligantes no sitio ativo (superposicdo ampliada superior) e sitio
alostérico (superposicdo ampliada inferior). Superior esquerdo: GUT E no sitio ativo. Inferior
esquerdo: IMP no sitio ativo. Superior direito: GUT E no sitio alostérico. Inferior direito: IMP
no sitio alostérico. Centro: PBP2a com todos os ligantes superpostos em ambos os sitios
ativo e alostérico.



Inicialmente, o CPT, um antibiético cefalosporina conhecido por sua eficacia
contra MRSA, foi redocados (veja material suplementar) de sua forma ligada
co-cristalizada (PDB ID 3ZFZ) e usado como referéncia. Entre as conformagdes
geradas, a mais semelhante a forma ligada covalentemente co-cristalizada exibiu um
AG de -8,90 kcal/mol. Essa afinidade de ligagao relativamente forte foi atribuida a
multiplas interagcdes estabilizadoras dentro do sitio ativo de PBP2a. No sitio
alostérico, a conformacdo doca do CPT que mais se assemelha a estrutura
cristalografica mostrou uma energia livre de ligagao de -7,80 kcal/mol. Notavelmente,
o CPT redocado manteve interagdes criticas observadas na estrutura cristalografica,
incluindo ligacbes de hidrogénio com residuos T600 e S403 no sitio ativo e

interacdes Pi-alquil com L144 no sitio alostérico (veja material suplementar).

IPM demonstrou um AG de -9,15 kcal/mol no sitio ativo. As previsdes de
encaixe revelaram padrées de interacdo semelhantes aos observados com CPT,
com ligagdes de hidrogénio significativas envolvendo T600, T444, A601 e S403. No
sitio alostérico, IPM exibiu uma energia livre de ligacdo de -8,62 kcal/mol,
coordenando ligagdes de hidrogénio, interacdes Pi-cation e Pi-alquil com residuos

como Y105, K316, Y297 e N104.

GUT E mostrou a afinidade de ligacdo mais promissora no sitio ativo,
atingindo um AG = -12,23 kcal/mol. Essa forca de ligagao excepcional é devido a
uma rede de ligagdes de hidrogénio e interagdes hidrofébicas com residuos-chave
como M641, E602, T600, A601, S403 e Y519. O perfil de interacdo de GUT E
sugere um mecanismo de ligacdo que alavanca interagdes polares e nao polares
para estabilizar o ligante dentro do sitio de ligacdo. GUT E também se liga ao sitio

alostérico com o AG mais favoravel neste sitio (-10,35 kcal/mol), estabelecendo



ligagcdes de hidrogénio e contatos hidrofébicos com residuos N146, 1144, K273,
Y297 e Y105, que sdo essenciais para induzir mudangas conformacionais que se

propagam para o sitio ativo, facilitando sua abertura.

Discussao

A busca por novos antimicrobianos que atuem contra MRSA tem sido intensa,
pois os fatores de resisténcia aumentam notavelmente em espacos curtos de tempo.
Devido a sua baixa toxicidade, os antimicrobianos [-lactdmicos foram escolhidos
para tratar esse patdgeno, principalmente as cefalosporinas. A vancomicina também
€ um antimicrobiano amplamente utilizado, mas geralmente n&o é a primeira escolha
devido a sua toxicidade. Na busca por novos antimicrobianos contra MRSA, nosso
grupo tem estudado extratos de propolis, demonstrando uma agéo antibacteriana
eficiente (Ripari et al., 2023).

O mecanismo de resisténcia ao MRSA é mediado pela ativacdo do gene
mecA apos a exposi¢cao ao B-lactdmico, com a expressdo de uma transpeptidase
monofuncional conhecida como PBP2a (Foster, 2019). A PBP2a retém a atividade
essencial da transpeptidase vista nas PBPs intrinsecas (PBP1 a PBP4) de S.
aureus. No entanto, é caracterizado por uma afinidade marcadamente menor para
varios antibioticos B-lactamicos, uma caracteristica atribuida principalmente a
conformacdao fechada de seu sitio ativo, o que permite que PBP2a continue
sintetizando a parede celular bacteriana mesmo sob concentragdes de [(-lactamicos
que normalmente inibem outros PBPs (Shalaby et al., 2020). Como resultado, MRSA
pode sustentar a sintese da parede celular e evitar os efeitos bactericidas desses
antibidticos, prevenindo assim a lise e a morte celular.

O mecanismo predominante subjacente a resisténcia de MRSA a antibioticos

B-lactamicos €& amplamente atribuido ao desvio do alvo. Pesquisas extensas



elucidaram que PBPs, proteinas integrais de membrana localizadas na superficie
bacteriana, servem como sistemas de protease cruciais na biossintese de paredes
celulares bacterianas (Ambade et al., 2023). Consequentemente, PBPs foram
identificadas como alvos primarios para antibidticos B-lactdmicos, que inibem a
sintese da parede bacteriana ao se ligarem aos sitios ativos de PBPs. Essa
interacdo compromete a integridade estrutural da parede bacteriana, tornando-a
incapaz de suportar a alta pressdo osmotica do citoplasma (Mlynarczyk-Bonikowska
et al., 2022).

Inicialmente, a acdo antibacteriana do BRF foi avaliada, mas, curiosamente,
nao foi eficiente contra os isolados clinicos e cepas de MRSA. Em seguida, os
principais compostos ativos do BRF foram isolados da propolis vermelha: GUT E e
OBL A. No ensaio checkerboard, GUT E + OBL A apresentaram efeito antagénico, o
que pode explicar por que o BRF nao foi eficaz nos testes antimicrobianos. No
entanto, essas benzofenonas sozinhas apresentaram excelentes MICs com baixa
variagao, especialmente GUT E, que se tornou o alvo deste estudo.

GUT E em combinagcdo com IPM ou ETP apresentou efeitos aditivos ou
sinérgicos (especialmente IPM). Um efeito sinérgico também foi observado com
vancomicina. Assim, algumas formulacbes foram preparadas com o extrato
padronizado de propolis vermelha (SRPE) e/ou GUT E com antimicrobianos, uma
vez que o SRPE também mostrou atividade promissora contra os isolados.
Surpreendentemente, as formulagdes contendo GUT E e SRPE juntos foram
citotoxicas para macréfagos, como claramente visto na formulagcdo BRPLUS. Assim,
continuamos os experimentos apenas com BRP28, BRP29 e GUT E sozinhos.

GUT E mostrou a maior capacidade antibiofiime e exerceu um efeito

restaurador imunolégico em macréfagos suprimidos por DEX em relagdo a sua



capacidade de matar a cepa USA300, que é encontrada em feridas em todo o
mundo e pode ser invasiva em tratamento inadequado de feridas, especialmente em
individuos imunossuprimidos. Com relacéo a producao de citocinas por macrofagos
suprimidos por DEX, nao foram observadas diferengas entre os grupos, apesar da
eficiente capacidade bactericida dessas células. Os mecanismos de acgao pelos
quais o GUT E e as formulagdes estimularam a morte bacteriana por macréfagos
ainda precisam ser investigados. Investigacbes posteriores devem analisar a
produgcdo de espécies reativas de oxigénio ou o envolvimento de enzimas
lisossomais.

A analise cristalografica revelou que o mecanismo de reticulagdo do
peptidoglicano PBP2a depende da ligagdo de um peptidoglicano nascente no
dominio de ligacdo ndo penicilina a 60 A de distancia do sitio ativo. Este evento
alostérico leva a varias mudangas estruturais por meio de uma série de interagdes
de ponte salina, que se propagam sequencialmente para o sitio catalitico,
culminando na exposicao do residuo catalitico Ser 403, facilitando assim a atividade
catalitica (Mahasenan et al., 2017). Notavelmente, CPT, um antibiético B-lactamico
anti-MRSA, liga-se covalentemente ao sitio ativo e ndo covalentemente ao sitio
alostérico, imitando o efeito regulador do fragmento de peptidoglicano (Otero et al.,
2013). Assim, CPT pode desencadear a abertura do sitio ativo, permitindo que uma
segunda molécula CPT acil o S403 catalitico e iniba a sintese da parede (Jiao et al.,
2023).

Assim, considerar o sitio alostérico PBP2a com novos antibiéticos ou
pequenas moléculas apresenta uma estratégia viavel para superar a resisténcia ao
MRSA. Essa abordagem poderia efetivamente interromper o mecanismo de

protecao conferido pelo PBP2a, potencialmente restaurando a suscetibilidade do



MRSA aos antibidticos B-lactamicos. Portanto, a atividade promissora mostrada pelo
GUT E in vitro motivou uma investigacdo sobre a possibilidade desta benzofenona
em atuar neste alvo molecular central da resisténcia ao MRSA.

Curiosamente, as solugdes de encaixe geradas aqui sugeriram que GUT E
tem um perfil de interagao versatil em relacdo a PBP2a, exibindo uma energia livre
de ligacao altamente favoravel tanto aos sitios ativo quanto alostérico. De fato, a
afinidade de ligagao robusta de GUT E superou o AG estimado do ligante de
referéncia CPT. Esta afinidade superior foi observada para o AG estimado para sua
forma ligada co cristalizada e solu¢des de redocking no sitio alostérico (dados bao
mostrados). Além disso, GUT E coordenou uma interface de interagdo em uma
conformacao exibindo a ocupacado adequada no sitio alostérico necessaria para a
reorganizagao da proteina, cognata ao ligante de referéncia. Essas predicdes
computacionais se alinharam bem com as descobertas in vitro, que mostraram uma
atividade inibitoria significativa das formulacées de GUT E contra isolados de MRSA,
particularmente, o efeito sinérgico de GUT E combinado com IPM, apoiando o
mecanismo de inibicdo de sitio duplo proposto em PBP2a. Esse mecanismo pode
explicar adequadamente as concentragdes inibitérias minimas promissoras e a
atividade antibiofiime aprimorada exibida pelas formulagées contendo GUT E em
todas as cepas de MRSA.

Inibidores nao B-lactamicos, como derivados de quinazolinona, mostraram a
importancia de atingir sitios ativos e alostéricos para inibicdo eficaz de PBP2a.
Derivados de quinazolinona, identificados por meio de estudos de encaixe e relagao
estrutura-atividade, sao inibidores potentes de PBP2a que se ligam aos sitios ativos
e alostéricos, exibindo atividade antibidtica intrinseca (Bouley et al., 2016, 2015).

Esses compostos, como GUT E, exploram uma combinacdo de ligagdes de



hidrogénio e interagdes hidrofdbicas para induzir as mudangas conformacionais
necessarias para a abertura do sitio ativo. Os principais residuos envolvidos nessas
interagdes incluem Y297, K273, N146 e Y105, que também sao coordenados por
GUT E (Bouley et al., 2015).

Compostos nao B-lactdmicos, como GUT E e quinazolinas que se ligam de
forma nao covalente ao sitio ativo, oferecem uma estratégia promissora para inibicao
sem necessidade de acilagdo. Esses inibidores ndo covalentes podem contornar as
mudancas conformacionais desfavoraveis em PBP2a normalmente necessarias para
acilacdo. Além disso, seu mecanismo de ligagao os torna inerentemente resistentes
a degradagao por [-lactamases, aumentando seu potencial como inibidores
eficazes.

O IPM exibiu uma maior afinidade de ligacdo prevista para sitios ativos e
alostéricos em comparagdao com CPT, com estudos de encaixe sugerindo o
envolvimento do IPM com residuos criticos no sitio alostérico. No entanto, o menor
tamanho molecular do IPM pode restringir sua capacidade de atingir a
complementaridade de superficie ideal necessaria para uma regulagao alostérica
eficaz do PBP2a. Essa limitacdo foi destacada pela ocupagao reduzida do IPM no
sitio alostérico quando sobreposto contra CPT e GUT E, conforme ilustrado na
Figura 5, onde o IPM ocupou apenas parcialmente o sitio alostérico. Além disso,
pesquisas anteriores ressaltam que a eficacia antimicrobiana do IPM contra cepas
de MRSA ¢ significativamente aumentada quando combinada com outros agentes
antimicrobianos (Uete e Matsuo, 1995; Totsuka et al., 1999; Ripari et al., 2023).
Apesar dessas restricoes, a geometria favoravel da ligacdo de hidrogénio
estabelecida pelo IPM no sitio ativo promove o ataque nucleofilico a Ser 403

catalitico no anel B-lactamico premeditando o complexo acil-PBP2a covalente. Esse



modelo é ainda mais apoiado pelo efeito sinérgico observado in vitro do IPM e GUT
E, sugerindo que o GUT E provavelmente fornece a ativacao alostérica permitindo
que o IMP acesse o Ser 403 e inicie a formagao do complexo acil-PBP2a. No geral,
nossas descobertas indicaram que GUT E sozinho ou em combinagdo com
carbapenémicos ou vancomicina podem ser agentes promissores no combate a
feridas infectadas por MRSA que afetam varios problemas em individuos acamados
que sofrem de Ulceras de pressdo. E importante ressaltar que GUT E aumentou a
atividade bactericida de macrofagos suprimidos por DEX. As formulagdes BRP28 e
BRP29 podem ser avaliadas ainda mais quanto ao seu potencial de cura para
combater feridas de dificil cicatrizacao que podem levar a infec¢des invasivas por

MRSA e outras bactérias.

Conclusao

Guttiferona E isolada da propolis vermelha brasileira exibiu uma atividade anti-MRSA
direta e indiretamente aumentou a atividade bactericida do macrofago. O molecular
docking sugeriu que GUT E tem uma interagédo versatil com PBP2a, exibindo uma
energia livre estimada altamente favoravel de ligagdo tanto aos sitios ativo quanto

alostérico.

Perspectivas futuras

Planeja-se, para o ano final de pés-doutorado, que o participante obtenha
dados in vitro de migragdo celular, genotoxicidade e viabilidade de GUT E ou
combinacdes em culturas de queratindcitos e fibroblastos humanos imortalizados.
Se os resultados permanecerem promissores, serdo confeccionados hidrogéis com

as melhores formulas. Estes hidrogéis provavelmente serdo testados quanto sua



permeacao cutanea em modelo in vitro de stratum corneum sintético e modelo ex
vivo utilizando orelha de porco, na Universidade do Porto, Porto, Portugal. Os
resultados provenientes de todo o projeto poderdo resultar em um hidrogel que
podera ser testado em estudos pré-clinicos. Depdsito de patente sera considerado
se os testes pré-clinicos forem promissores para que seja iniciado estudo clinico de

fase I.
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