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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

O trabalho avanca no conhecimento basico sobre a geoprdpolis produzida por
meliponineos, um de seus constituintes isolados e suas propriedades antibacteriana e

imunomoduladora.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The work advances in the basic knowledge about geopropolis produced by
meliponines, one of its isolated constituents and its antibacterial and

immunomodulatory properties.
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RESUMO

A geopropolis (GEO) é produzida por abelhas sem ferrdo e possui compostos bioativos,
como o acido anacardico (AA), o qual apresenta diferentes atividades bioldgicas, dentre
elas a antimicrobiana. Staphylococcus epidermidis é uma bactéria comensal que tem se
tornado um problema de salde publica devido a sua resisténcia aos antimicrobianos,
ocasionando falha terapéutica. Essas bactérias podem causar infeccbes nosocomiais,
gue podem ser agravadas em pacientes imunossuprimidos. Neste estudo, foi avaliada a
possivel agcdao antibacteriana da GEO produzida por Melipona fasciculada Smith e de seu
componente isolado, AA, bem como a agao dos tratamentos em associagdo com
antibidticos, tendo como objetivo investigar a acao antibacteriana e imunomoduladora
em macréfagos tratados ou ndo com dexametasona (DEX). Foi avaliada a concentragdo
inibitoria minima (MIC) e bactericida (MBC) da GEO, do AA e dos antimicrobianos
(ceftarolina e gentamicina) isoladamente ou em combinagdo, para observar uma
possivel agdo sinérgica. O efeito dos tratamentos foi avaliado também na capacidade da
bactéria em produzir biofilme. A acdo imunomoduladora dos tratamentos foi analisada
em células THP-1 diferenciadas em macréfagos suprimidos ou ndo, avaliando a
viabilidade celular, a expressdao de TLR-2, de eicosanoides (PGE2 e LTBG4), de citocinas
(TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8 e IL-10) e a atividade bactericida contra S. epidermidis. A GEO
nao apresentou atividade antimicrobiana no modelo analisado. Em compara¢do com o
AA, os antimicrobianos convencionais apresentaram concentracdo inibitéria e
bactericida minima substancialmente mais elevadas. O AA também demonstrou eficacia
na inibicdo de biofilmes bacterianos. O ensaio de checkerboard revelou auséncia de
interacdo entre AA ceftarolina e antagonismo com gentamicina. O AA ndo afetou a
expressdo de TLR-2, mas aumentou a capacidade bactericida dos macréfagos
suprimidos ou ndo com dexametasona e inibiu a producdo de IL-10. Pode-se concluir
gue o AA apresenta acdo antibacteriana e imunomoduladora, podendo ser um
adjuvante eficaz no tratamento de infec¢Ges por S. epidermidis.

Palavras-chave: geoproépolis; dcido anacardico; Staphylococcus epidermidis; macrofago;

imunossupressao.



Title: Effect of geopropolis and anacardic acid on Staphylococcus epidermidis multi-

resistant and modulation of suppressed-macrophage activity

ABSTRACT

Geopropolis (GEQ) is produced by stingless bees and contains bioactive compounds such
as anacardic acid (AA), which exhibit various biological activities, including the
antimicrobial one. Staphylococcus epidermidis is a commensal bacterium that has
become a public health issue due to its resistance to antimicrobials, leading to
therapeutic failure. These bacteria may cause nosocomial infections, which can be
exacerbated in immunosuppressed patients. In this research, the potential antibacterial
action of GEO produced by Melipona fasciculata Smith and its isolated compound, AA,
was evaluated, as well as the combination of the treatments with antibiotics, aiming at
investigating their antibacterial and immunomodulatory in macrophages treated or not
with dexamethasone (DEX). The minimum inhibitory concentration (MIC) and
bactericidal (MBC) of GEO, AA, and antibiotics (ceftaroline and gentamicin) was assessed
in isolation or in combination to observe a potential synergistic action. The effect of
treatments was also evaluated on the bacteria's ability to produce biofilm. The
immunomodulatory action of treatments was analyzed in THP-1 cells differentiated into
macrophages, whether suppressed or not, by evaluating cell viability, TLR-2 expression,
eicosanoids (PGE2 and LTB4) and cytokine (TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8, and IL-10) production,
and the bactericidal activity against S. epidermidis. Data revealed that GEO exerted no
antibacterial action, while AA showed a significant activity against S. epidermidis. In
comparison to AA, antimicrobials presented substantially higher minimum inhibitory
and bactericidal concentrations. AA was also efficient in inhibiting bacterial biofilms. The
checkerboard assay revealed no interaction between AA and ceftaroline, and
antagonism with gentamicin. AA did not affect TLR-2 expression but increased the
bactericidal capacity of macrophages suppressed or not with dexamethasone, and
inhibited IL-10 production. One may conclude that AA exhibits antibacterial and
immunomodulatory action and may be an effective adjuvant in the treatment of S.
epidermidis infections.

Keywords:  geopropolis; anacardic  acid;  Staphylococcus  epidermidis;  macrophage;
immunosuppression.
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1. INTRODUGAO E ENUNCIADO DO PROBLEMA

A pele e a mucosa possuem uma microbiota diversificada, sendo a bactéria mais
prevalente Staphylococcus epidermidis, considerada um organismo comensal,
importante para o controle da colonizagdo por bactérias virulentas. Esta bactéria
pertence ao grupo coagulase-negativo e a sua viruléncia é menor em comparagdo ao
grupo coagulase-positivo, como por exemplo Staphylococcus aureus (KLEINSCHMIDT et
al., 2015). Porém, nos ultimos anos, se tornou um patégeno de importdncia médica, por
ser a principal bactéria causadora de infecgBes associadas a implantes e marca-passo
cardiaco, sendo responsavel por 30 a 40% dos quadros de bacteremia nosocomial, que
normalmente ocorre apds um biofilme formado em um acesso se disseminar para a
circulagdo sanguinea, sendo comumente isolada em hemocultura. A infec¢do causada
por S. epidermidis é grave e de dificil tratamento, o que pode culminar em sepse e
choque séptico, especialmente em neonatos e pacientes imunocomprometidos (ASAI et
al., 2021; SEVERN; HORSWILL, 2023).

Os Staphylococcus coagulase-negativa (SCN) sdo de complexa patogénese
devido a producdo de fatores de viruléncia, como o biofilme e producdo de toxinas, que
contribuem para a destruicdo de tecidos e estimulam respostas inflamatdrias, com a
producdo de interferon-gama (IFN-y), interleucina (IL)-1, IL-2, e fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) (PEREIRA et al., 2018). Ademais, as cepas nosocomiais de S. epidermidis
apresentam grande prevaléncia de multirresisténcia, tornando limitadas as opg¢des
terapéuticas (KLEINSCHMIDT et al., 2015). A resisténcia bacteriana pode surgir devido
a0 uso excessivo de antimicrobianos e a transferéncia de genes envolvidos em fatores
de resisténcia entre as bactérias. Esse fendmeno se torna um grave problema de saude
publica, pois reduz as opg¢Oes de tratamentos eficazes para infec¢bes causadas por
bactérias resistentes. Isto pode aumentar a mortalidade entre os individuos afetados
(COOPER; SHLAES, 2011; DE OLIVEIRA; DE PAULA; ROCHA, 2015; AGUIRRE et al., 2020).
Estima-se que até 2050 mais de 10 milhGes de pacientes irdo a ébito devido a infec¢cGes
por bactérias resistentes, causando mais mortes do que o cancer e doengas
cardiovasculares (O‘NEILL, 2014).

O gene mecA é um dos fatores de resisténcia de S. epidermidis responsavel pela

codificagdo da proteina de ligacdo a penicilina (PBP)2A. As PBPs sdo enzimas



responsaveis pelo cross-linking da camada peptidoglicana da parede bacteriana e recebe
este nome por terem sua acdo bloqueada pelas penicilinas. No entanto, a PBP2A
apresenta baixa afinidade por penicilinas, conferindo resisténcia aos beta-lactamicos,
como cefalosporinas (PEREIRA; CUNHA, 2013; PINHEIRO et al., 2016). As cepas
portadoras deste gene suscitaram o uso da vancomicina, a qual apresentou eficiéncia,
porém com notavel toxicidade, sendo necessdrio monitorar o tratamento, devido a
ocorréncia de nefrotoxicidade ou ototoxicidade em alguns pacientes (KLEINSCHMIDT et
al., 2015).

S. epidermidis também apresenta variedades de outros genes de resisténcia a
antibidticos, muitos dos quais estdo localizados em elementos genéticos mdveis. A
resisténcia a meticilina, que anteriormente era o farmaco de escolha para tratar
infecgBes causadas por estafilococos, é frequentemente adquirida por meio do gene
mecA. Esse gene esta contido em uma ilha genémica mdvel conhecida como cassete
cromossémico estafilocdcico mec (SCC mec), sendo especialmente prevalente em cepas
de S. epidermidis encontradas em ambientes hospitalares. Além disso, a resisténcia a
meticilina esta frequentemente associada a resisténcia a outros tipos de antibidticos,
tendo sido registrados casos de resisténcia a todas as classes de antibidticos em S.
epidermidis (SEVERN; HORSWILL, 2023), tanto pela expressao de mecA, como de outros
genes.

Suspeita-se que S. epidermidis e outros SCN atuem como um reservatorio
primario para aquisicdo do SCC mec em S. aureus resistente a meticilina (MRSA - na sigla
em inglés). Existem evidéncias de transferéncia deste e outros elementos genéticos
moveis entre estas e outras espécies de estafilococos, como S. aureus e S. epidermidis.
A preocupacdo se intensifica devido aos niveis elevados de resisténcia a antibidticos e a
presenca de genes de viruléncia compartilhados entre MRSA e S. epidermidis resistente
a meticilina (MRSE - na sigla em inglés). Essa situacdo representa uma ameaca constante
a saude coletiva e aos resultados do tratamento de infec¢Ges, uma vez que as opgles
de tratamento eficazes s3o limitadas periodicamente (MERIC et al., 2015).

Outro fator que contribui para a viruléncia e resisténcia a antibidticos é sua
capacidade de formar biofilme, que ocorre devido a aderéncia da bactéria a superficies
através de suas estruturas adesivas e producdo de uma matriz extracelular contendo

polissacarideos. Estdo relacionados aos quadros de infecgdes cronicas por sua



capacidade de crescimento em superficies bidticas ou abodticoas, como os dispositivos
médicos (HOIBY et al., 2011; BJARNSHOLT et al., 2013). Sua formacgdo esta relacionada
ao aumento da incidéncia de bactérias patogénicas multirresistentes em pacientes sob
tratamentos antimicrobianos convencionais (FRIERI; KUMAR; BOUTIN, 2017). O biofilme
confere protecao aos agentes ambientais, bem como a resposta imune do hospedeiro,
0 que torna as bactérias mais resistentes a antibiéticos em comparacdo as bactérias
individuais, visto que dificulta a penetracdo do antibidtico e diminui a fagocitose e
ligacbes de proteinas. Assim, é importante a remo¢do do mesmo para controle das
infecgdes, evidenciando a necessidade de tratamentos antibiofilme especificos
(BJARNSHOLT et al., 2013; FLEMMING et al., 2016; YU et al., 2021).

As bactérias pertencentes ao biofilme sdo menos suscetiveis aos antibidticos, ja
que estes poderiam se ligar aos componentes do biofilme, além da alta densidade
bacteriana, o que dificulta a sua penetragdo (PINHEIRO et al., 2014). Assim, a
combinac¢do da antibioticoterapia a estratégias que atuem na imunidade do hospedeiro
pode ser benéfica no combate aos biofilmes (BJARNSHOLT et al., 2013).

No intuito de contribuir com inovac¢des no tratamento de infec¢es causadas por
bactérias multirresistentes, tivemos a iniciativa de avaliar um produto das abelhas sem
ferrdo — a geoprdpolis, bem como um componente isolado deste produto: o acido
anacardico.

As abelhas sem ferrdo (Meliponinae) sdo produtoras de prépolis e geoprépolis
(GEOQ) e podem ser encontradas em regiGes subtropicais e tropicais (figura 1). A prdpolis
é um produto elaborado pelas abelhas a partir da coleta de resinas e exudatos das
plantas e misturados com secre¢des glandulares das abelhas. A prdpolis é utilizada para
vedar frestas e embalsamar invasores que eventualmente adentraram e morreram na

colmeia, sendo demasiadamente pesados para serem removidos pelas abelhas.
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Figura 1. Prépolis produzida por Scaptotrigona aff. postica (A) e geoprépolis produzida
por Melipona fasciculata (B). Foto: Abigail Araujo.

A GEO, por sua vez, é um produto similar, mas, curiosamente, as abelhas
adicionam terra, barro e outros elementos ao material obtido das plantas. Isto deve-se
ao fato de que os meliponineos voam menores distancias da colmeia e muitas vezes
coletam os materiais facilmente encontrados para elaboragao da GEO. Os meliponineos
geralmente ndo apresentam preferéncia por espécies vegetais para produzir a GEO,
diferentemente das abelhas africanizadas, que sdao mais seletivas nesse aspecto. A GEO
é uma fonte importante de compostos bioativos, sendo produzida a partir de resinas
vegetais, secrecOes salivares e cera. Este material é utilizado nas colmeias para selar
pequenas frestas, controlar a passagem de ar e entrada de agua, atuando também como
agente antimicrobiano (VENTURIERI et al., 2003; BARTH, 2006; ARAUJO et al., 2015).

Em 2009, demos inicio aos estudos em nosso laboratdrio sobre uma amostra de
GEO proveniente do Estado do Maranhdo, revelando sua agdo antimicrobiana,
imunomoduladora e citotéxica contra células HEp-2. A amostra foi analisada
guimicamente por técnicas cromatograficas, evidenciando que seus principais
componentes s3o AA, lupeol, amirinas, dentre outros (ARAUJO et al., 2015). Dados do
nosso grupo demonstraram seu efeito citotdxico e antiproliferativo sobre linhagens
tumorais animais e humanas (CINEGAGLIA et al.,, 2013; ARAUJO et al., 2015;
BARTOLOMEU et al., 2016) e sobre mondcitos humanos (OLIVEIRA et al., 2016; OLIVEIRA
et al., 2019). Também foi relatada sua acdo antioxidante (DUTRA et al.,, 2014) e
moduladora do perfil de citocinas em camundongos (LIBERIO et al., 2011), entre outras
propriedades (ABREU et al., 2006; DUAILIBE; GONCALVES; AHID, 2007). Nosso grupo
publicou recentemente um trabalho demonstrando o potencial anti-inflamatério in vitro
da GEO, analisando células mononucleares do sangue periférico (PBMC) humano

(HONORIO et al., 2024).



Dentre os constituintes quimicos da geoprépolis, tivemos o interesse em estudar
o AA, correspondente a 8,3% da amostra produzida por Melipona fasciculata Smith e
utilizada neste trabalho. Este acido é um composto fendlico derivado do acido salicilico
e possui estrutura quimica que influencia suas atividades bioldgicas (Figura 2), onde R 9
representa as variacdes da sua cadeia lateral. O AA apresenta longa cadeia alquilica
lateral formada por 2 a 17 carbonos e um anel fendlico ligado a um grupo metila,
podendo existir na forma saturada e monoeno, dieno ou trieno (MAMIDYALA et al.,

2013; ARAUJO et al., 2015; HOLLANDS et al., 2016; MORAIS et al., 2017).

OH
COz;H

R

Figura 2. Estrutura quimica do acido anacérdico. Fonte: Morais et al. (2010).

Foi relatado que o AA apresenta atividade gastroprotetora, antitumoral,
antioxidante e antimicrobiana (HAMAD; MUBOFU, 2015). Além disso, apresentou efeito
inibitorio em células eucaridticas e procariéticas, com capacidade de penetrar a
bicamada lipidica da membrana bacteriana, causando a ruptura da célula (GREEN et al.,
2007; MAMIDYALA et al., 2013). Quanto mais duplas liga¢gdes apresentar em sua cadeia
lateral, maior é seu efeito antibacteriano (MORAIS et al., 2017). Tais observacbes
despertaram nosso interesse em ampliar as investigacdes sobre a acdo antimicrobiana
e imunomoduladora ndo sé da GEO, como também do AA.

Os macrofagos sao células essenciais do sistema imune devido a sua capacidade
de fagocitose, apresentacdo de antigenos, producdo de mediadores antimicrobianos e
secrecdo de citocinas que podem promover infiltracdo celular para o sitio infeccioso. Por
outro lado, também podem levar a dano tecidual caracteristico de processos

inflamatdrios, visto que a ativacdo excessiva de macréfagos pode favorecer o
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desenvolvimento de imunopatologias (WALKER et al., 2011; NIKITINA et al., 2018;
HUME; IRVINE; PRIDANS, 2019).

Em uma infeccdo bacteriana, os macroéfagos identificam padrdes moleculares
associados aos patogenos (PAMPs) através de receptores de reconhecimento de
padrdes (PRRs), como os receptores do tipo Toll (TLRs) (ATRI; GUERFALI; LAOUINI, 2018).
Tais receptores reconhecem PAMPs como &cidos nucleicos, proteinas, lipidios,
lipoproteinas, entre outros, possuindo um dominio transmembranar e uma regidao
intracitoplasmatica para comunicagdo com moléculas acessdrias, desencadeando a
sinalizagdo intracelular. As bactérias Gram-positivas sdo possuem em sua parede celular
0 acido teicdico e sua presenga é detectada por TLR-2 (TAKEDA; AKIRA, 2005; CHASSIN
etal., 2009; WERTS, 2010; MILLER et al., 2019).

As infecgBes que levam a quadros de sepse podem causar mutagdes nos TLRs, o
qgue indica que o equilibrio entre a sintese e liberacdo de moléculas pré- e anti-
inflamatdrias determina a gravidade da infecgdo, lesdo e recuperagao da sepse. Os TLRs
desempenham um papel crucial ao regular a produgao de espécies reativas do oxigénio
(ROS) e do nitrogénio, a funcdo de macrdfagos e leucdcitos, e a sintese de eicosanoides,
produzidos pelo metabolismo do 4cido araquidbénico e responsaveis por atrair células
envolvidas na imunidade e controlar a diferenciacdo e sobrevivéncia celular,
influenciando diretamente a inflamagdo, a resposta imune e a evolugdo da sepse
(TAKEDA; AKIRA, 2005; CHASSIN et al., 2009; WERTS, 2010).

Os eicosanoides exercem papel regulador na producdo de varias citocinas e de
EROs, a expressdo de TLR e ativacdo da via do NF-kB (DAS, 2023). Os leucotrienos (LT)
desempenham papéis cruciais em resposta as infec¢des, sendo broncoconstritores,
aumentam a hiper-responsividade brénquica, a producdo de muco e o edema de
mucosa. Constituem uma familia de mediadores e o LTB4, em particular, potencializa a
fagocitose, a producdo de Oxido nitrico por macréfagos e favorece a producdo de
moléculas antimicrobianas. Além disso, o LTB4 estimula a producdo de citocinas, como
TNFa, IL-8 e IL-6, ampliando ainda mais a resposta inflamatdria. Dessa forma, o LTB4 se
configura como um mediador essencial na resposta imune aos estimulos inflamatdrios
(VICENT et al., 2017). As prostaglandinas (PG) também desempenham papel
fundamental na geracdo da resposta inflamatdria. Sua biossintese é significativamente

aumentada no tecido inflamado, contribuindo para o desenvolvimento dos sinais
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cardinais de inflamacdo aguda. As PGs sdo substrato para formacao das diversas PGs
com atividade, como PGD2, PGE2, PGF2a, prostaciclinas e também dos tromboxanos
(TSUGE et al., 2019).

A sinalizacdo por TLRs em presenca de patégenos bacterianos é capaz de ativar
o fator de transcricdo NF-kB, culminando na expressdo de fatores quimiotdaticos e
citocinas proé-inflamatérias como IL-1B, IL-6 e TNF-a, induzindo febre e producdo de
proteinas de fase aguda no figado (ACHEK; YESUDHAS; CHOI, 2016; LEE et al., 2016).
Quando ativados, os macréfagos podem eliminar os patdgenos devido a produgdao de
ROS e a ac¢do de enzimas lisossomais (WEST et al. 2011; NATHAN; CUNNINGHAM-
BUSSEL, 2013; GENG et al., 2015).

As células THP-1 sdo origindrias de uma linhagem celular imortalizada
proveniente de um paciente pedidtrico com leucemia monocitica aguda, sendo muito
utilizada em estudos sobre as fun¢des e mecanismos de mondcitos e macréfagos,
devido a sua capacidade de mimetizar mondcitos humanos e poder se diferenciar em
macréfagos apds incubagdo com estimulos apropriados (QIN, 2012; CHANPUT et al.,
2014).

Embora haja diversos agentes antimicrobianos utilizados para tratamento e
controle de diferentes doencas infecciosas, estudos demonstram os efeitos adversos
causados pelos mesmos, como o desenvolvimento da propria resisténcia antimicrobiana
tanto pelo patégeno como pelo hospedeiro (OBEROI et al., 2015). Assim, tem sido
crescente o uso de produtos naturais com propriedades medicinais na area da saude
devido a possibilidade de isolar substancias com maior eficacia e melhor relagao custo-
beneficio, tornando essencial a busca por novos antimicrobianos farmacologicamente
eficazes e seguros (FREIRES et al., 2015; NEWMAN; CRAGG, 2016). Neste contexto, os
fitoquimicos tém sido considerados uma opg¢do terapéutica promissora em programas
de atencdo primaria a saude, principalmente em comunidades de baixa renda, devido
ao seu facil acesso e a redugdo nos gastos com medicamentos, além de acarretar menos
efeitos colaterais no organismo. Produtos naturais também tém sido investigados como
uma op¢do para tratamento de doencas com formacdo de biofilme, j4 que podem
apresentar propriedade antibiofilme (ANTONIO; TESSER; MORETTI-PIRES, 2014; GOMES
et al., 2016). Diversas pesquisas tém sido realizadas com produtos naturais de diferentes

origens para obtencdo de novas substancias que contribuam para o controle de
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infeccdes, o que impulsionou a descoberta de novos farmacos nos ultimos anos
(MISHRA; TIWARI, 2011; BROWN; WRIGHT, 2016).

Estudos anteriores possibilitaram a descoberta de substancias que contribuem
com a atividade antimicrobiana, como por exemplo o acido clavulanico, que pode ser
associado as penicilinas e cefalosporinas contra enterobactérias resistentes a PB-
lactdmicos, atuando como um inibidor da enzima B-lactamase (NEU, 1990; BUSH;
BRADFORD, 2016).

Além da problematica ocasionada por bactérias resistentes, a infeccao de
individuos imunocomprometidos pode trazer sério risco a estes pacientes. Por esta
razao, incluimos um protocolo de tratamento dos macréfagos com um agente
imunossupressor (dexametasona) (EHRCHEN et al.,, 2019), para aprofundar o
conhecimento sobre a atividade imunomoduladora da GEO e de um de seus
constituintes, o AA, visando propor novas abordagens terapéuticas contra bactérias
multirresistentes em individuos imunocomprometidos.

Estudos anteriores do nosso grupo avaliaram a a¢do da GEO em PBMCs,
mondcitos e células HEp-2 (BARTOLOMEU et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2016; OLIVEIRA
et al., 2019; HONORIO et al., 2024), porém sua ag¢do sobre a atividade de macrdfagos,
em condi¢Ges basais e imunossuprimidos, necessita ser elucidada, reforcando a
importancia deste trabalho. Ademais, a GEO foi menos estudada do que a prépolis
produzida por Apis mellifera, o que também nos motivou a ampliar o conhecimento

sobre o seu potencial bioldgico.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a a¢do antibacteriana e imunomoduladora da GEO e do AA em associagao
ou ndo com antibidticos sobre Staphylococcus epidermidis multirresistentes e sobre

mondcitos THP-1 diferenciados em macréfagos suprimidos com DEX ou nao.

2.2. Objetivos especificos

v Determinar a concentragdo inibitéria minima (MIC) e concentragdo bactericida
minima (MBC) da GEO e do AA, bem como dos antimicrobianos convencionais
ceftarolina (CPT) e gentamicina (GEN)sobre isolados multirresistentes de
Staphylococcus epidermidis;

v Avaliar a possivel agao sinérgica da GEO e do AA com CPT e GEN sobre estes isolados;

v Analisar a capacidade antibiofilme sobre estes isolados, da GEO e do AA associados
ou ndo aos antibidticos;

v Analisar a viabilidade metabdlica dos macrdéfagos apds tratamentos com as
concentragdes de AA e GEO que atuarem de forma inibitdria (MICq) bem como das
combinac¢des que apresentarem efeito sinérgico;

v Avaliar o efeito imunomodulador apds tratamentos de macrdéfagos suprimidos ou
ndao com dexametasona (DEX), avaliando a producdo de citocinas pré- e anti-
inflamatdrias (TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8 e IL-10) por ensaio imunoenzimatico (ELISA);

v Analisar a producdo de de eicosanoides (PGE2 e LTB4) por ELISA;

v Analisar a capacidade bactericida dos macréfagos apds incubagdo com os
tratamentos em condic¢Ges basais ou apds supressdao com DEX;

v Analisar, apds tratamento, a expressao de TLR-2 por macrdfagos por citometria de

fluxo.



14

3. METODOLOGIA

3.1 Obtenc¢do da amostra de geopraépolis

A GEO produzida por Melipona fasciculata Smith foi fornecida pelo apicultor Sr.
Manuel Barros, a partir de colmeias localizadas no municipio de Palmeirandia (22 39’ S,
442 55’ 0), pertencente a microrregido da baixada ocidental maranhense. Esta amostra
apresentou como principais caracteristicas organolépticas: fragmentos duros, granulos
de consisténcia heterogénea, inodora, cor marrom escura e sabor amargo (ARAUJO et

al., 2015). A GEO foi coletada com auxilio de espatulas esterilizadas e congelada a -20°C.

3.2 Preparacdao do extrato hidroalcodlico de geoprépolis e obten¢ido do acido

anacardico

A amostra de GEO foi preparada a 30%, triturando 30 g e completando o volume
para 100 mL de etanol 70%. O extrato foi mantido a temperatura ambiente e sob
moderada agitacdo. Apds 24 h, o material foi filtrado e a concentracdo final calculada,
obtendo-se o peso seco do extrato hidroalcodlico de GEO (12,4 mg/mL). O extrato foi
acondicionado em frasco ambar, mantido sob refrigeracao e diluido em caldo Mueller-
Hinton (MHB) para obtenc3do das concentrac¢des desejadas (ARAUJO et al., 2015). O AA
foi obtido comercialmente da Sigma (EUA) e diluido em dimetilsulféxido (DMSO) em

aliquotas de 1 mg/mL.

3.3 Teste de suscetibilidade antimicrobiana por microdiluicdo em caldo

Os isolados de S. Epidermidis (SE01, SE02, SE03 e SE04) foram obtidos de
hemoculturas do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESP,
Campus de Botucatu e concedidos pelo laboratério da Prof2 Maria de Lourdes Ribeiro
de Souza da Cunha, Instituto de Biociéncias, UNESP, testadas positivas para o gene de
resisténcia mecA. Também foi utilizada uma cepa padrdo (ATCC 35983). O teste de
suscetibilidade bacteriana foi realizado pelo método de microdiluicio em caldo de

acordo com o CLSI (2023). Col6nias foram coletadas com auxilio de alga para serem
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ajustadas em solugdo salina (0,9%) a escala 0,5 de McFarland (108 unidades formadoras
de colénia (UFC)/mL) para posterior dilui¢do 1:100 (106 UFC/mL).

SolugBes estoque de GEO (12.4 mg/mL), AA (1 mg/mL — correspondente a 2.87
mM) e antimicrobianos CPT (1 mg/mL) e GEN (50 mg/mL) foram diluidos 1:10 em MHB
e posteriormente diluidos 1:1 em microplaca de 96 pocos (50 plL/poco) e diferentes
concentracoes foram obtidas por diluicdo seriada 1:1. A solu¢do contendo as bactérias
foi entdo adicionada em volume de 50 pL/poco (10° UFC/mL) e incubada a 37 °C. Apds
incubacdo por 20 h/ 37 °C, 10 pL de cada poco foram semeados em agar BHI para
subcultura (37 °C/20 h) a fim de determinar a MBC e, posteriormente, solucdo de
resazurina (0,01% — 15 uL por pogo) foi adicionada para determinar a MIC de GEO, AA e
antimicrobianos. Os experimentos foram realizados em triplicata bioldgica e entdo foi

calculada a MICso € MICgo de acordo com Schwarz et al. (2010).

3.4 Sinergismo entre AA e antimicrobianos pelo método de checkerboard

O possivel sinergismo entre AA com os antimicrobianos CPT e GEN foi avaliado
sobre a cepa ATCC 35983 pelo método de checkerboard (PILLAI et al., 2005). Microplacas
de 96 pogos foram preparadas com AA (1:10 em caldo MH) na coluna 1 (1:1 — 100 pL),
sendo o po¢o H em concentracdo O pg/mL. O mesmo procedimento foi realizado na
fileira G com o antimicrobiano, iniciando do pog¢o 8 (1:1 — 100 uL), efetuando dilui¢Ges
seriadas cruzadas (1:1 — 100 plL) nas colunas 8 a 1, e fileiras G a A, adicionando os
antimicrobianos em formato de tabuleiro com diferentes concentra¢des. Em seguida,
culturas de bactérias a escala 0,5 McFarland (1:100 — em caldo MH) foram adicionadas
aos pocos (100 pL). O sinergismo foi interpretado pelo indice de concentracdo inibitdria
fracionada (FICI) de acordo com a seguinte formula:

(FICI) = A/MICa + B/MICs
em que “A” e “B” referem-se a MIC de AA e antimicrobianos separadamente, e MICa e
MICg referem-se as MICs observadas no tabuleiro de diluicbes cruzadas. Os resultados
foram interpretados como sinergismo (FICI £ 0,5), sem interacdo (FICI > 0,5-4,0) ou

antagonismo (FICI > 4,0) (ODDS, 2003).
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3.5 Atividade antibiofilme do AA

A avaliacdo da atividade antibiofilme do AA seguiu o protocolo modificado de
STEPANOVIC et al. (2007) e GOODWINE et al. (2019). Placas de 96 pocos contendo 100
uL de TSB 1% de glicose (Oxoid), foram preparadas contendo AA, em concentracdes
correspondentes a 25%, 50% e 75% da MICq para a cepa ATCC 35983.

Em seguida, uma densidade de culturas de 0,5 na escala McFarland foi preparada

em TSB 1% de glicose. Cada pogo foi inoculado com 100 pL dessa cultura na fase
estaciondria maxima, seguida de incubagdo a 37°C por 48 horas. Apds a incubagao, os
pogos foram lavados trés vezes com 200 pL de solugdo salina tamponada com fosfato
(PBS - pH 7.4) e a placa foi deixada a temperatura ambiente por 4 h para secagem. O
biofilme formado no fundo dos pogos foi fixado com 150 pL de metanol por 20 minutos.
Apds secagem overnight a temperatura ambiente, o biofilme foi corado com 150 uL de
cristal violeta (1%) por 15 minutos. A placa foi lavada com 4gua corrente para remover
o excesso de corante, como recomendado para estafilococos (STEPANOVIC et al., 2007).

Os biofilmes corados foram suspensos em acido acético a 33% (150 uL) antes da
leitura em leitor de placas EPOCH2, mensurando a absorbancia a 570 nm em uma matriz
3x3. A porcentagem (%) de inibicdo da formacgao de biofilme foi determinada utilizando
a férmula:

% = 1 — [(média da cultura teste/média da cultura controle) x 100].

3.6 Cultura de células THP-1, diferenciagdo em macréfagos e protocolos experimentais

A linhagem de células monociticas humanas THP-1 (American Type Culture
Collection TIB-202) foi obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ, Brasil) e
cultivada em frascos de 75 cm? contendo 20 ml de meio de cultura RPMI 1640 (Cultilab,
Brasil) suplementado com 10% de soro fetal bovino. As células foram cultivadas a 37 °C
e 5% de CO2, até a obtengdo de 70-90% de confluéncia. 17 A concentragao de células
THP-1 foi ajustada para 1 x 10° células/mL (250 mL/poco) em microplacas de 24 pocos
e tratadas com 20 ng de forbol 12-miristato-13 acetato (PMA)/mL por 24 h a 37 °C para
diferenciacdo dos mondcitos em macréfagos. Em seguida, foram realizados 3 diferentes

protocolos experimentais, como segue:
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1) No primeiro delineamento experimental, os macréfagos foram tratados com
AA (31,25 pg/mL — MICqo, correspondente a 89.7 uM) diluido em meio RPMI 1640 por
18 h, para verificar um possivel efeito citotdxico e também para analisar sua influéncia
na producdo de citocinas em condicOes basais, utilizando o lipopolissacarideo (LPS — 100
ng/mL) como controle positivo. O periodo de 18 h foi adotado para haver tempo habil
de acdo dos tratamentos e posterior avaliacdo dos parametros estudados.

2) Na segunda etapa, o efeito dos tratamentos foi avaliado em modelo de
inflamagdo induzida por LPS (100 ng/mL) por 3 h e posterior determinagido da
concentracdao de PGE2 e LTB4, para verificar a possivel agao anti-inflamatdria do AA.
Estes mediadores sao produzidos a curto-prazo e, portanto, foram avaliados apds 3 h de
adigdo do LPS.

3) Em outro modelo, foi induzida supressdo dos macréfagos, visando analisar a
possivel agdo imunorestauradora do AA sobre células previamente tratadas com
dexametasona (DEX — 10 uM, Sigma-Aldrich). Para tal, células THP-1 foram diferenciadas
em macrdéfagos e tratadas com DEX (10 uM) por 3 h (CHOI et al., 2006; PAWLIK et al.,
2006). Em seguida, foram adicionados os tratamentos por 18 h e os sobrenadantes das
culturas celulares foram coletados e armazenados a —80 °C para posterior determinagao
da producdo de citocinas e as células foram utilizadas para avaliar a atividade bactericida

dos macroéfagos.

3.7 Viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada pelo método de redugdo do MTT (3-
(4,5dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio) (Sigma-Aldrich, EUA). O principio deste
método consiste na absor¢do do sal MTT pelas células, o qual é reduzido no interior da
mitocondria a formazan. Apds incubacdo das culturas celulares por 18 h com os
diferentes estimulos, o sobrenadante foi removido e foram adicionados 300 puL de MTT
dissolvido em meio RPMI 1640, seguido de posterior incubagdo a 37 °C e 5% CO,. Apds
3 h, o MTT foi retirado e foram adicionados 200 uL de DMSO para solubilizacdo dos
cristais de formazan. A leitura da densidade éptica foi realizada em leitor de ELISA com
filtro de 540 nm para calculo das porcentagens de viabilidade celular. Os resultados

foram expressos em relagdo ao controle, considerando-o como 100%.
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3.8 Expressao de TLR-2

Este protocolo foi realizado por citometria de fluxo para avaliar os efeitos do AA
na express3o de TLR-2 por macréfagos. Apds 18 h, as células (1 x 108 células/ml) foram
distribuidas em tubos de poliestireno (Becton Dickinson, EUA), lavadas e incubadas com
anticorpo monoclonal anti-TLR-2-PE (Biolegend Inc., EUA) e anti-CD14-PerCP-CY5.5 (0.3
pL) por 30 min. Um tubo controle (autofluorescéncia) com células ndo marcadas e um
tubo de controle isotipico foram incluidos em cada teste. Apds incubagao, as células
foram analisadas em citbmetro de fluxo FACSCanto Il (BD Bioscience, EUA), sendo
analisados cerca de 30.000 eventos por amostra, utilizando o software CELL QUEST (Cell
Quest Software, EUA). O gate foi estabelecido com base nos parametros da
porcentagem de células expressando TLR-2, bem como a mediana de intensidade de

fluorescéncia (MIF).

3.9 Determinagao da producio de citocinas e eicosanoides

A determinagdo da concentracdo de TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8 e IL-10 foi realizada
através de ensaio imunoenzimatico (ELISA) com o sobrenadante coletado
anteriormente. Inicialmente, foram adicionados 100 puL de PBS e anticorpos
monoclonais diluidos conforme instrugdes do fabricante (R & D Systems, EUA) as placas
de poliestireno (Maxisorp Nunc, EUA), e incubadas overnight a 4 °C em camara Umida.
Apds 3 lavagens dos pogos com PBS acrescido de Tween 20 (0,05%), ocorreu o bloqueio
dos pogos com albumina sérica bovina (10% - Sigma-Aldrich, EUA) em PBS para
saturacdo dos sitios de ligacdo e, em seguida, a placa foi incubada a temperatura
ambiente por 1 h. Nova sequéncia de lavagens foi realizada e aliquotas de 100 pL dos
sobrenadantes das culturas de células foram adicionadas com posterior incubagdo por
2 h a temperatura ambiente. Os pocos foram lavados e, ao anticorpo de deteccdo
policlonal biotinilado, foi adicionado o conjugado estreptoavidina-peroxidase,
incubando-se novamente por 20 minutos. Novas lavagens foram realizadas e, para
revelacdo, foram adicionados 100 pL da solucdo contendo o substrato perdxido de
hidrogénio e tetrametilbenzidina (TMB). Apds 20 minutos a temperatura ambiente, a

reacdo enzimatica foi interrompida pela adicdo de 50 L de H,SO4 2N. As mensuracgdes
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foram realizadas em leitor de ELISA com filtro de 490 nm.

Para avaliacdo de PGE 2 e LTB4 , foi utilizado kit comercial de ELISA do tipo
competitivo (Cayman Chemicals, EUA), o tratamento foi realizado apds estimulagdo das
células com LPS (100 ng/mL) por 3h. O protocolo foi realizado de acordo com as

especificacdes do fabricante.

3.10 Killing de S. epidermidis por macréfagos

Apos incubagdo com forbol 12-miristato 13-acetato (PMA - Sigma-Aldrich) por
24 h, o sobrenadante das culturas foi removido e as células foram tratadas ou ndo com
DEX, conforme descrito no item 3.6. Em seguida, as células foram incubadas com AA
(31,25 pg/mL - correspondente a MICg), com LPS (100 ng/mL) ou com DMSO em meio
RPMI 1640 para nova incubagdo por 18 h. Os sobrenadantes foram removidos e
armazenados a -80°C para quantificagdo de citocinas pelo método de ELISA. Os
macrdfagos aderentes foram desafiados com 100 pL da suspensao bacteriana contendo
a cepa ATCC 35983 (1 macréfago:20 bactérias) em triplicata, seguido de incubagdo por
1h30min.

Posteriormente, os sobrenadantes foram descartados e 500 uL de dgua destilada
estéril gelada foram adicionados para lisar os macréfagos. Deste volume, 100 ul foram
retirados e semeados em placas de Petri contendo BHI agar pelo método Pour Plate. As
placas foram incubadas a 37 °C/48h, em triplicata, para contagem de UFC/mL visando
determinar a porcentagem de atividade bactericida de macréfagos, de acordo com a
seguinte férmula:

1 - [(UFC média das placas experimentais/UFC média das placas controle)] x100.

3.11 Analise estatistica

As analises foram realizadas utilizando GraphPad Prism Software 8.0. Os dados
foram submetidos a andlise de varidancia (ANOVA) seguida de teste de Tukey para

citocinas e atividade bactericida e teste de Dunnet para os demais parametros (P < 0,05).
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4. RESULTADOS

4.1 Concentragdo inibitéria/bactericida minima (MIC/MBC)

Neste estudo, investigamos as MICs de antimicrobianos convencionais (GEN e
CPT), bem como de GEO e AA sobre diferentes cepas de S. epidermidis, incluindo a cepa
de referéncia ATCC 35983 e outros isolados clinicos de hemocultura (SE01 a SE04) (Tabela
1).

Para o AA, observamos uma faixa de MIC variando de 15,625 a 31,25 pg/mL entre
a cepa ATCC 35983 e os isolados clinicos SEO1, SE02, SEO3 e SEQA4.

Quanto a GEN, as MICs variaram de 625 a 2500 pug/mL para a cepa ATCC 35983 e
os isolados clinicos. Para CPT, as MICs foram de 50 pg/mL para ATCC 35983, SEO1, SE02
e SEO3 e de 6,25 para SE04.

Por fim, o extrato hidroalcéolico de GEO apresentou MIC superior a 3100 pg/mL
para todos os isolados testados e, por esta razdo, ndo foi avaliado nos demais ensaios,

nao sendo possivel realizar os cdlculos para MICso e MICqp.

Tabela 1. Concentrag¢do inibitéria minima (MIC - pg/mL) de &acido anacardico (AA),
gentamicina (GEN), ceftarolina (CPT) e extrato hidroalcodlico de geoprdpolis (GEO) para
os isolados resistentes de S. epidermidis. Valores representam a variagao de MICs obtidas
em trés experimentos independentes.

Treatments | ATCC 35983 | SEO1 | SE02 SEO3 SE04 MICso | MICo
AA 31,25 31,25 | 31,25 15,625 31,25 15,6 31,25
GEN 2500 2500 625 312,5 156,25 312,5 1250
CPT 50 50 50 50 6,25 6,25 25
GEO >3100 >3100 | >3100 >3100 >3100 - -

Também foi investigada a MBC dos antimicrobianos convencionais, bem como de
AA e GEO, sobre os diferentes isolados S. epidermidis (Tabela 2). Para o AA, observamos
uma faixa de MBC variando de 62,5 pg/mL a >250 pg/mL sobre a cepa ATCC 35983 e
entre os isolados clinicos. Em relacdo a GEN, todas os isolados apresentaram MBC

superior a 2500 pg/mlL, indicando que este antimicrobiano ndo exerceu efeito
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bactericida contra os isolados estudados. A CPT apresentou MBC acima de 50 pg/mL
para todos os isolados testados, exceto para SE04, em que a MBC foi 50 pg/mL.
GEO apresentou MBC acima de 3100 pg/mL para todos os isolados, indicando

uma resisténcia generalizada a este produto meliponicola.

Tabela 2. Concentracdo bactericida minima (MBC - pg/mL) de acido anacardico (AA),
gentamicina (GEN), ceftarolina (CPT) e extrato hidroalcodlico de geoprépolis (GEO) para
os isolados de S. epidermidis.

Treatments ATCC 35983 SEO1 SE02 SEO3 SEO4
AA 62,5 125 >250 250 >250
GEN >2500 >2500 > 2500 >2500 >2500
CPT >50 >50 >50 >50 50
GEO >3100 >3100 >3100 >3100 >3100

4.2 Checkerboard

O ensaio de checkerboard foi realizado para avaliar a possivel interacdo do AA
com GEN e CPT contra a cepa ATCC 35983 de S. epidermidis.

A combinac¢do de AA com GEN resultou em antagonismo, com FICI = 5, indicando
reducdo na eficacia antibacteriana. A combinacdo de AA com CPT demonstrou auséncia
de intera¢do, com FICI = 2 (Tabela 3).

Diante dos resultados obtidos, o AA foi utilizado isoladamente nos demais

ensaios.

Tabela 3. Resultados obtidos pelo método de checkerboard entre acido anacardico (AA)
e gentamicina (GEN) e ceftarolina (CPT) contra a cepa ATCC 35983.

A B MICa MIC; FICa FICs FICI | Interpretation
AA+GEN | 15,6 | 1250 | 15,6 312,5 1 4 5 AT
AA + CPT 50 | 15,6 50 15,6 1 1 2 SI

A e B: MIC dos antimicrobianos isolados; Sl: sem interacdo; AT: antagonismo.
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4.3 Capacidade antibiofilme do acido anacardico

Investigamos a capacidade antibiofilme do AA contra cepa de S. epidermidis ATCC
35983, utilizando 75%, 50% e 25% da MICq, com o objetivo de avaliar sua eficacia na
inibicdo do biofilme bacteriano.

Os resultados demonstraram que o AA apresentou capacidade inibitdria do
biofilme em todas as concentracdes testadas. A maior porcentagem de inibicdo foi
observada utilizando 75% da MICq, com média de inibicdo de 45,41%. Em seguida, a
concentragdo de 50% apresentou média de inibicdo de 32,71%, seguida pela

concentragdo de 25%, a qual ndo apresentou significancia estatistica (Figura 3).
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Figura 3. Porcentagem (%) de crescimento do biofilme apds desafio com a MICy nas

razbes de 75%, 50% e 25% do acido anacardico (AA) sobre a cepa ATCC 35983. ***p <
0.001 vs controle.

4.4 Viabilidade celular de macréfagos

Com base nos resultados obtidos nos testes antimicrobianos, a GEO ndo foi
avaliada nos ensaios imunoldgicos e utilizamos a melhor concentragdo de AA (31,25
ug/mL) obtida nos ensaios microbiolégicos para avaliar sua capacidade

imunomoduladora. Inicialmente, investigamos o efeito do AA na atividade metabdlica
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de células THP-1 diferenciadas em macréfagos com o objetivo de investigar se a MICy
de AA apresenta efeito citotéxico, utilizando o ensaio de viabilidade celular com MTT. As
células foram tratadas com AA na concentragdo 31,25 pg/mL (MICgq) e comparadas com
os grupos controle (sem tratamento), controle positivo (LPS - 100 ng/mL) e controle do
solvente (DMSO - 0.3%).

Os resultados demonstraram que o AA ndo apresentou efeito citotdxico
significativo nos macroéfagos. A viabilidade celular foi mantida em niveis semelhantes nos

grupos controle e DMSO, indicando auséncia de efeito do solvente (Figura 4).
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Figura 4. Porcentagem (%) de viabilidade apds incubac¢do de macréfagos com RPMI 1640
(controle), lipopolissacarideo (LPS - 100 ng/mL), DMSO (0.3%) ou acido anacardico (AA
—31,25 pg/mL) por 18 h (P>0.05).

4.5 Expressdo de TLR-2

Para avaliar a acdo do AA sobre a expressio do TLR-2 em macréfagos, as
expressdes foram quantificadas em percentual de células positivas e como mediana de
intensidade de fluorescéncia (MIF) nas diferentes condi¢cbes experimentais: controle
(CONTROL), LPS e AA. Observou-se um aumento ndo significativo tanto na expressdo
como na MIF de TLR-2 nas células estimuladas com LPS. O AA n3o afetou tal avaliacdo

(Figura 5).
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Figura 5. Porcentagem (%) de mondcitos expressando TLR-2 e mediana de intensidade
de fluorescéncia (MIF) apds tratamento por 18 h com meio RPMI 1640 (controle),
lipopolissacarideo (LPS - 100 ng/mL) ou &cido anacardico (AA - 31,25 pg/mL) (P > 0.05).

4.6 Producao de eicosanoides

Os dados apresentados na Figura 6A e 6B sdo referentes a dosagem dos
eicosanoides LTB4 e PGE2, respectivamente. A producdo média de LTB4 pelo grupo
controle foi de 1,78 ng/mL, enquanto o grupo tratado com LPS apresentou valores
significativamente mais altos, com média de 4,35 ng/mL. O grupo tratado com LPS+AA
obteve uma média de 1,36 ng/mL, indicando que o AA pode ter atenuado o efeito
inflamatdrio exercido pelo LPS.

Quanto a produgdo da PGE2, o grupo tratado com LPS apresentou valores
significativamente mais altos que as células controle. A adi¢do de AA as células tratadas

com LPS induziu diminui¢do nao significativa na producdo de PGE2 em relagdo ao LPS.
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Figura 6. Producdo de A) leucotrieno B4 (LTB4) e B) prostaglandina E2 (PGE2) por
macrofagos tratados com RPMI 1640 (controle), lipopolissacarideo (LPS - 100 ng/mL) por
2 h, seguido de incubagdo com acido anacardico (AA - 31,25 pg/mL) por 3 h. ***P 0.0001,
***%P < 0.0001 vs LPS.

Tomados em conjunto, os dados quanto a producdo de eicosanoides sugerem
que o AA exerce um efeito atenuador, mas ndo sendo capaz de neutralizar

completamente a a¢do induzida pelo LPS.

4.7 Producdo de citocinas

A acdo do AA na produgdo de citocinas por macrofagos foi realizada em
condi¢Bes basais, avaliando o efeito do LPS, DMSO (solvente) e do AA. O DMSO ndo
apresentou efeito da producdo das citocinas analisadas, com resultados préoximos ao
controle (dados ndo mostrados). Os resultados obtidos para as citocinas TNF-a, IL-1pB, IL-
6, IL-10 e IL-8 sdo apresentados Figura 7.

A estimulagdo com LPS resultou em niveis elevados de TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8. O
AA ndo afetou a producdo destas citocinas, com niveis semelhantes ao controle.

O AA reduziu significativamente a producdo de IL-10.
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Figura 7. Producdo de TNF-q, IL-1B, IL-6, IL-8 e IL-10 por macrdfagos tratados com RPMI
1640 (controle) lipopolissacarideo (LPS - 100 ng/mL) e acido anacardico (AA - 31,25
ug/mL) por 18 h. ¥P<0,05; **P<0,01; ***P < 0.001 vs controle.

Neste trabalho, foi avaliada também a acdo do AA em macréfagos sob condicBes
de imunossupressdo induzida pela DEX, com os tratamentos LPS, DEX, DEX+LPS e
DEX+AA (Figura 8).

Conforme esperado, a estimulagdo com LPS induziu um aumento na produgdo de
TNF-a e IL-1B, enquanto o tratamento com DEX reduziu os niveis dessa citocina. A
combinacdo de DEX com LPS resultou em niveis elevados de TNF-a e IL-1B. No entanto,
o tratamento com AA em condi¢Bes de imunossupressdo (DEX+AA) ndo reverteu a agao

da DEX.

O tratamento com LPS resultou em elevacdo significativa na producdo de IL-6. A
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administracdo de DEX isoladamente reduziu os niveis de IL-6, e as combinaces de DEX

+ LPS ou DEX+ AA apresentaram efeito inibitdrio na producdo da citocina.

Nao houve diferencas na producdo de IL-8 entre os diferentes tratamentos.

A producdo de IL-10 aumentou apds estimulacdo com LPS e foi reduzida no grupo

tratado com DEX. A combinacdo de DEX com LPS apresentou niveis elevados de IL-10,

similar ao LPS isolado. No entanto, a

administragdo de AA no contexto de

imunossupressao resultou em forte diminuicdo na producdo de IL-10 em comparacdo

com a DEX isoladamente, com valores préximos a zero, indicando um efeito ainda mais

supressor.
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Figura 8. Producdo de TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8 e IL-10 por células tratadas com
dexametasona (DEX - 10 uM) por 3 h, seguido de incuba¢do com lipopolissacarideo (LPS

- 100 ng/mL) ou acido anacardico (AA - 31,25 pug/mL) por 18 h. *P < 0.05; **P< 0.01;
**%p < 0.001 vs LPS, #P < 0.0 5 vs DEX.
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4.8 Atividade bactericida dos macréfagos

Os macréfagos foram tratados com AA para avaliar sua acdo imunomoduladora
apos desafio com S. epidermidis, tanto em condi¢des basais como apds tratamento com
DEX. Os grupos experimentais incluiram um controle basal, tratamento com LPS e
tratamento com AA.

Os macréfagos estimulados com LPS apresentaram capacidade bactericida
significativamente maior comparado ao controle. O tratamento com AA também
resultou em elevada capacidade de eliminagdo bacteriana, superior ao controle e ao LPS
(Figura 9A).

Para avaliar o impacto da imunossupressao, os macréfagos foram tratados com
DEX (10 uM) e posteriormente com LPS ou AA.

A DEX isoladamente reduziu a capacidade bactericida dos macréfagos.
Entretanto, a adicdo de LPS a DEX exerceu efeito restaurador na elimina¢do bacteriana.
De forma similar, a combinagdao de AA com DEX também resultou em elevada capacidade
de eliminagdo bacteriana, sugerindo o possivel papel imunorestaurador desta molécula
(Figura 9B).

Os resultados demonstraram que o AA foi eficaz em aumentar a capacidade de

killing por macréfagos contra S. epidermidis, mesmo em condi¢des de imunossupressao.
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Figura 9. Atividade bactericida de macréfagos controle, onée A representa as células em
condicBes basais e B em imunossupressao com dexametasona (DEX — 10 uM) tratados
com MICqo de acido anacardico (AA - 31,25 ug/mL) ou com lipopolissacarideo (LPS - 100
ng/mL). * P <0.05, **P < 0.01; ***P<0.001 vs controle e ### P. <0.001vs DEX.
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5. DISCUSSAO

A introducdo de pontos de acesso em hospitais, como sondas, agulhas e
cateteres é essencial para certos tratamentos. No entanto, algumas bactérias,
especialmente as do género Staphylococcus, desenvolveram a capacidade de persistir
nesses sitios, mesmo apods esterilizacdo. No caso de S. epidermidis, o problema torna-se
ainda mais complexo, pois esta bactéria é comensal da pele humana e apresenta grande
capacidade de formar biofilmes, tornando a infec¢do imprevisivel em individuos
acamados e imunossuprimidos devido a comorbidades ou ao uso de anti-inflamatérios.
Trabalhos anteriores de nosso grupo tém revelado o potencial antitumoral e
imunomodulador da GEO (BARTOLOMEU et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2019; HONORIO
et al.,, 2024). Em nosso projeto, decidimos avaliar a atividade da GEO e do AA contra S.
epidermidis e investigar a possivel acdo antibacteriana em isolados multirresistentes.
Apesar de outros estudos demonstrarem o potencial antibacteriano da GEO (CUNHA et
al., 2013), em nosso trabalho a mesma nao apresentou efeitos positivos.

A auséncia de efeito antimicrobiano no extrato bruto da GEO pode ser devido a
sua mistura complexa de compostos, e alguns deles podem interferir ou diluir a agdo do
AA, atenuando seu efeito antimicrobiano. Interacdes entre os compostos presentes,
como flavonoides, dacidos fendlicos e outros constituintes podem modificar a
biodisponibilidade e a eficdcia do AA. Além disso, o extrato de GEO é uma solugdo mais
diluida, o que pode resultar em uma menor concentragdo do AA e de outros compostos
bioativos, reduzindo a atividade antimicrobiana em comparacdo com o composto
isolado. Por esta razdao, optamos por avaliar o AA de forma isolada nos demais ensaios.

A obtencdo de valores baixos de MIC e MBC é fundamental para a eficacia de
tratamentos antimicrobianos, pois indica a capacidade de inibir ou eliminar
microrganismos em concentragdes menores, garantindo maior seguranga e menores
efeitos colaterais. Além disso, estudos com produtos naturais oferecem fonte de
compostos bioativos que podem ser potenciais alternativas terapéuticas, ampliando as
op¢Oes para o combate a resisténcia antimicrobiana e ao surgimento de novas infecgoes.
Os resultados referentes a MIC demonstraram que o AA possui atividade antimicrobiana
significativa contra as cepas de S. epidermidis testadas, indicando que, mesmo em

concentragdes relativamente baixas, o AA pode inibir o crescimento bacteriano. Uma
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MIC e MBC mais baixas implicam em maior eficiéncia no controle e eliminagao
bacteriana; entretanto, é importante ressaltar que, para algumas cepas, as MBCs do AA
foram significativamente superiores as MICs, sugerindo que concentracdes mais
elevadas podem ser necessdrias para alcancar a eliminacdo completa das bactérias. Um
estudo utilizando outro composto natural, o cinamaldeido, sobre a cepa ATCC 35983 de
S. epidermidis, obteve valores de MIC e MBC mais elevados que os do AA. Ja para os
isolados clinicos, os resultados foram ainda mais elevados (ALBANO et al., 2019). Outro
estudo recente demonstrou o efeito bactericida do AA em outras bactérias Gram-
positivas (Streptococcus mutans e Streptococcus. mitis) (SOUZA et al., 2022). Os achados
indicam que o AA apresenta um potencial promissor como agente antimicrobiano para
o tratamento de infec¢Bes por bactérias Gram-positivas, especialmente contra cepas de
S. epidermidis, com atividades significativas mesmo em concentra¢Ges relativamente
baixas, destacando-se como uma alternativa vidvel frente a infec¢bes por bactérias
resistentes a multiplos farmacos e reforcando a importancia de continuar explorando
produtos naturais para o desenvolvimento de novas terapias antimicrobianas.

Em seguida, realizamos o ensaio de checkerboard para investigar a possivel
interagao do AA com antibidticos (GEN e CPT), a fim de avaliar como essas combinac¢des
poderiam melhorar a eficacia dos tratamentos contra a cepa ATCC 35983 de S.
epidermidis. A combinagdao de AA com GEN resultou em efeito antagonista, indicando
gue tal combinag¢do é menos eficaz do que os agentes individuais. A combinacdo de AA
com CPT apresentou-se como indiferente, indicando que a eficicia dos antimicrobianos
nao é significativamente afetada pela presenca de AA. Um estudo utilizando a
combinac¢do de outro composto natural, o cinamaldeido, demonstrou que a combinacgdo
de 25% de cinamaldeido com 25% de oxacilina ou com 25% de vancomicina atenuaram
o crescimento bacteriano de cepas de S. epidermidis (ALBANO et al., 2019). Os
resultados do ensaio de checkerboard indicam que o AA apresenta interacGes variadas
com diferentes antimicrobianos. Esses achados destacam a importancia de avaliar
cuidadosamente as combinacBes de agentes terapéuticos para evitar interacGes
negativas que possam comprometer o tratamento.

Os testes de inibicdo de biofilme evidenciam a eficdcia do AA na reducdo da
formacdo de biofilme por S. epidermidis. A inibicdo foi mais pronunciada utilizando a

concentragdao de 75% da MICq. A redugdo da formagdo de biofilme é crucial para
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prevenir infeccOes persistentes, especialmente em ambientes clinicos, onde os biofilmes
podem proteger as bactérias da acdo dos antibiéticos e das células do sistema
imunolégico. Um estudo utilizando cinamaldeido sobre a formacdo de biofilme por S.
epidermidis demonstrou que concentracdes sub-inibitérias superiores a 60% da MIC do
cinamaldeido foram capazes de reduzir significativamente a formacdo de biofilme
guando comparadas ao controle, de forma dose-dependente (ALBANO et al., 2019). Um
estudo in vitro e in vivo utilizando cateteres revestidos com AA demonstrou reducao
significativa na colonizagdo por Staphylococcus. aureus e formagao de biofilme na
superficie do cateter (SAJEEVAN et al., 2018). SOUZA et al. (2022) também
demonstraram a capacidade do AA de inibir a formagdo de biofilme mesmo em baixas
concentragbes por outras bactérias Gram-positivas (Streptococcus sanguinis e
Streptococcus sobrinus). Estes resultados reforgam o potencial do AA como alternativa
terapéutica promissora, ja que possui forte atividade inibitéria na formagao de biofilme
contra cepas Gram-positivas, sendo a eficacia diretamente proporcional a concentragao
utilizada.

Dando continuidade aos nossos achados, foi avaliada a agdo imunomoduladora
do AA em células THP-1 diferenciadas em macréfagos, utilizando o AA na mesma
concentracgao inibitéria obtida nos ensaios microbioldgicos.

Inicialmente, observamos a viabilidade dos macréfagos apds incubacdo com AA,
para observar um possivel efeito citotéxico do mesmo. Interessantemente, a mesma
concentracao de AA que foi antibacteriana nos ensaios microbioldgicos ndo exerceu agdo
citotdxica sobre macrdéfagos, indicando um efeito seletivo.

O TLR-2 é um dos receptores celulares capazes de detectar a presenga do acido
teicoico da parede celular de bactérias Gram-positivas (WERTS, 2010; MILLER et al.,
2019). Avaliando a acdo do AA sobre TLR-2, ndo houve alteragdes nem na porcentagem
e nem na MIF, sugerindo que o AA ndo afetou a possibilidade de reconhecimento
bacteriano por este receptor, o que ndo descarta a possibilidade de sua acdo em outros
receptores de superficie celular que ndo foram avaliados neste trabalho. Ademais,
outros receptores de superficie celular também podem reconhecer PAMPs de bactérias
Gram-positivas.

Para compreender o possivel efeito imunomodulador do AA, foi avaliada a da

producao de eicosanoides e citocinas. No tocante aos eicosanoides, o LPS induziu
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aumento substancial na producdo de ambos os mediadores inflamatérios, conforme
esperado. Por outro lado, o AA reduziu a concentracdo de LTB4, sugerindo efeito anti-
inflamatdrio, possivelmente através de suas propriedades antioxidantes e
imunomoduladoras. Entretanto, um estudo demonstrou que a inibicdo da producdo de
PGE2 estad associada a danos a drgdos em quadros de sepse por infeccdo por S.
epidermidis (YANG et al., 2020). Esses resultados destacam a importancia dos
mediadores inflamatdrios na resposta inflamatdria dependendo do contexto analisado
e sugerem que o AA pode ser Util na modulagao da inflamagao, enquanto nao causa os
efeitos colaterais decorrentes da inibicdo da producdo de PGE2, embora sua eficacia
total ainda necessite de investiga¢des adicionais.

Os resultados referentes a produgdo de citocinas demonstraram que, em
condigBes basais, 0 AA ndo afetou as mesmas, somente inibindo a produc¢do de IL-10.
Quando o AA foi adicionado as células tratadas com DEX, a produ¢do de IL-6 foi inibida
e a de IL-10 ainda mais. De acordo com Oliveira et al. (2016), a mesma amostra de GEO
nao exerceu efeito na producdo de TNF-a e IL-6 por mondcitos humanos em condicdes
basais, porém exerceu atividade anti-inflamatéria em células tratadas LPS. Um estudo
realizado por Meng et al. (2015) avaliou o efeito de DEX em combinagdo com outro
agente anti-inflamatério (SB203580), inibindo a secre¢do de TNF-a e IL-10 por
macrofagos.

A sepse é uma das principais causas de morte entre pacientes hospitalizados,
caracterizando-se por uma resposta inflamatdria sistémica desregulada, que pode incluir
a tempestade de citocinas, podendo levar a faléncia de multiplos érgdos. Entre as
principais bactérias responsaveis pela sepse nosocomial, destaca-se S. epidermidis.
Nesse contexto, seria interessante explorar o uso de produtos naturais que ndo
estimulassem uma resposta inflamatdria exacerbada, propiciando abordagem
terapéutica mais controlada e eficaz no tratamento de infec¢Ges associadas a sepse (QIN
et al., 2017; YANG et al., 2020). Nossos dados indicam que, além de suas propriedades
antimicrobianas, o AA pode ter um papel importante na modulacdo da resposta imune,
possivelmente por afetar vias inflamatérias reguladas por DEX, apresentando potencial
terapéutico na modulacdo da resposta imune/inflamatéria no contexto de
imunossupressao.

Os macrdfagos sdo células importantes na defesa contra infecgGes bacterianas,
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principalmente através da fagocitose e da regulacdo da resposta imune, no entanto,
muitos patdogenos desenvolvem mecanismos de evasdo do sistema imunolégico,
tornando essencial o ajuste dessa atividade com tratamentos especificos para otimizar a
resposta imunoldgica sem causar danos aos pacientes. Em condicOes basais, o AA
modulou positivamente a atividade bactericida de macréfagos contra S. epidermidis. O
LPS estimulou a atividade bactericida na ordem de 90,4% assim como o AA (95,5%). Estes
resultados indicam que o AA possui o potencial de ativar os macrdéfagos, que sao células
envolvidas na resposta imune inata do hospedeiro e residentes no tecido cutaneo, o que
é interessante tendo em vista as infecgdes de pele causadas por este microrganismo.

Sob condigdes de imunossupressao induzida por DEX, a capacidade dos
macréfagos em eliminar S. epidermidis foi reduzida, havendo grande variabilidade de
resposta e elevado desvio-padrdao. No entanto, a adicdo de AA manteve a capacidade
bactericida elevada (88,1%). Outro estudo demonstrou a capacidade do AA em
potencializar a atividade bactericida de outra célula fagocitica, o neutrdfilo, sobre cepas
USA300 MRSA, Streptococcus do grupo A e Escherichia coli (HOLLANDS et al., 2016).
Estes achados sugerem que o AA pode restaurar os efeitos imunossupressores da DEX,
preservando a fungao bactericida dos fagdcitos, fornecendo insights importantes para a
potencial utilizacdo desta molécula no combate a infec¢Oes bacterianas.

Tomados em conjunto, nossos achados demonstraram inicialmente a auséncia
de efeito da GEO no modelo estudado. Entretanto, os resultados apontaram a
capacidade antibacteriana e imunomoduladora do AA, o que merece novas
investigacOes para ampliar o conhecimento sobre o potencial bioldgico deste acido.
Também seria interessante avaliar as a¢des farmacolégicas do mesmo in vivo, utilizando
animais de experimentacdo, bem como em ensaios clinicos, para comprovar sua
eficiéncia, associado ou ndo as terapias convencionais. Diante do exposto, verifica-se a
importancia de estudar as propriedades bioldgicas de produtos naturais e seus
constituintes, ndo so para fins académicos, mas também para conhecer seu potencial

pelos consumidores e individuos adeptos a uma dieta saudavel.
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6. CONCLUSOES

A GEO ndo apresentou acdo antibacteriana neste modelo.

O AA demonstra acdo antibacteriana direta contra S. epidermidis, inibindo o
crescimento bacteriano e a formacao de biofilmes.

Embora ndo tenha alterado a expressdo de TLR-2, o AA modulou a producdo de
eicosanoides e citocinas, e exerceu agao indireta contra a bactéria, aumentando a
atividade bactericida de macréfagos suprimidos ou nao.

Esses resultados sugerem que o AA tem potencial terapéutico em infec¢Ges
relacionadas a sepse e imunossupressdo, além de ser uma alternativa promissora no

combate a resisténcia antimicrobiana.
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