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RESUMO

A bioprospecgéo de produtos naturais, com agao antimicrobiana e finalidade terapéutica,
vem ganhando bastante destaque no mundo, sobretudo considerando o elevado numero de
microrganismos resistentes aos tratamentos convencionais. Nesse contexto, os produtos
derivados de Anacardium occidentale, espécie nativa do Brasil e popularmente conhecida
como cajueiro, surgem como uma promissora alternativa, devido ao seu potencial
antimicrobiano. O presente estudo avaliou o efeito do extrato etandlico das flores de A.
occidentale (EAO) in vitro, considerando a a¢do sobre a adesdo e formagéo de biofilme de
bactérias do grupo ESKAPE, bem como os efeitos do extrato na infeccédo letal ocasionada
por Staphylococcus aureus em larvas de Tenebrio molitor. A composi¢cdo quimica do
extrato foi analisada por HPLC e LC-MS. A acdo antimicrobiana in vitro foi avaliada pelo
ensaio de microdiluicdo em caldo para determinar a concentracéo inibitéria minima (CIM)
e concentracdo bactericida minima (CBM) sobre cepas padrdo S. aureus (ATCC 25923),
Enterococcus. faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli (ATCC 25922); Klebsiella
pneumoniae (ATCC 700603) e em linhagens clinicas multirresistentes (MRSA
240016969961 e MRSA 240016969962). Os efeitos do EAO também foram avaliados
sobre a viabilidade e biomassa da adesao e biofilmes pré-formados e formados. Os ensaios
in vivo com as larvas de T. molitor determinaram a toxicidade do EAO, e os efeitos do
extrato na infeccdo letal induzida por S. aureus. As larvas foram divididas em seis grupos
(N=10), sendo um Sham, sem infeccdo ou tratamento e cinco grupos infectados,
letalmente, com S. aureus (10° UFC/uL), por via intracelémica (ic.) e tratados pela mesma
via. Os trés grupos tratados com diferentes concentragdes do extrato: EAO1L/2: extrato na
concentracdo correspondente a 1/2 MIC (3,12 mg/mL), EAOCIM: EAO no valor de MIC
(6,25 mg/mL) e EAO2: Tratado com EAO no valor de 2x MIC (12,5 mg/mL). Esses grupos
foram comparados ao grupo Controle: recebeu solucdo salina balanceada com fostato
(PBS) e ao grupo CiPro: recebeu ciprofloxacina (1,56 pg/mL). No EAO foram
identificados como compostos majoritarios: acido chiquimico, acido galico, quercetina,
isoquercetina, galoil glucose, digaloilglucose, isdmero 1 e isdmero 2 de tetragaloilglucose.
Os valores de CIM variaram entre 6,25 e 50 mg/mL, sendo a melhor atividade para S.
aureus (ATCC 25923) (CIM=6,25 mg/mL) e para as linhagens de MRSA (CIM 12,5
mg/mL). A acdo do EAO foi bactericida de acordo com a relacdo CBM/CIM. O extrato
reduziu a biomassa e a viabilidade da adesdo e dos biofilmes pré-formados e formados de
S. aureus, E. coli e MRSA. In vivo os resultados mostraram baixa toxicidade para T.
molitor, para a maioria das concentragdes testadas. O tratamento com EAO aumentou a
sobrevida das larvas letalmente infectadas com S. aureus, tendo efeito dose dependente.
Em concluséo, o EAO prolongou a sobrevida de larvas letalmente infectadas por S. aureus,
possivelmente devido sua acdo antibacteriana e seus efeitos sobre a adeséo e os biofilmes
bacterianos.

Palavras-Chave: antibidtico; antiviruléncia; Staphylococcus aureus; MRSA.



ABSTRACT

The bioprospection of natural products, with antimicrobial action and therapeutic purpose,
has been gaining much prominence worldwide, especially considering the high number of
microorganisms resistant to conventional treatments. In this context, products derived from
Anacardium occidentale, a species native to Brazil and known as the cashew tree, emerge
as a promising alternative due to their antimicrobial potential. The present study evaluated
the effect of ethanolic extract of A. occidentale (EAQ) flowers in vitro, considering the
action on the adhesion and biofilm formation of ESKAPE’s bacteria group, as well as on
lethal Staphylococcus aureus infection induced in Tenebrio molitor larvae. HPLC and LC-
MS determined the chemical composition of the extract. Minimum inhibitory concentration
(MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) determined the antibacterial
activity on standard strains of Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and Enterococcus
faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli (ATCC 29922), Klebsiella pneumoniae (ATCC
700603) and in multidrug-resistant clinical strains of S. aureus (MRSA 240016969961 and
MRSA 240016969962). The effects of EAO were also evaluated on the viability and
biomass of adhesion and preformed and formed biofilms. For the in vivo assays, T. molitor
larvae were used to determine the toxicity of EAO, standardize the lethal inoculum of S.
aureus, and evaluate the EAQ effect after lethal infection with S. aureus. The animals were
divided into six groups (N=10) to determine their survival during the lethal infection. Sham:
without infection or treatment, and five groups lethally infected with S. aureus (10°
CFU/uL), intracelomic and treated with EAO or CIPRO by the same route. Groups
EAQ1/2: treated EAO in a concentration corresponding to 1/2 MIC (3.12 mg/mL),
EAOCIM: EAO in MIC concentration (6.25 mg/mL) and EAO2: treated with EAO
corresponding to 2x MIC concentration (12.5 mg/mL). Negative control: received
phosphate-balanced salt solution (PBS), CiPro: treated with ciprofloxacin (1,56 pug/mL),
The major compounds identified were: shikimic acid, gallic acid, quercetin, isoquercetin,
galloyl glucose, digaloyglucose, isomer 1 and isomer 2 of tetragalloylglucose. The MIC
values ranged from 6.25 to 50 mg/mL for the strains, with the best activity for S. aureus
(MIC=6.25 mg/mL) and the MRSA strains (MIC 12.5 mg/mL). The EAO had bactericidal
action according to CBM/CIM. The extract reduced the biomass and viability of adhesion-
preformed and formed biofilms of S. aureus. EAO showed low toxicity to T. molitor.
Treatment with EAO increased the larvae's survival after lethal infection with S. aureus in
a dose-dependent way. In conclusion, EAO prolonged the survival of larvae lethally
infected by S. aureus, possibly due to its antibacterial action and its effects on adhesion and
biofilms.

Keywords: antibiotic; anti-virulence; Staphylococcus aureus; MRSA.
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1. INTRODUCAO

As infeccOes bacterianas ocasionadas por microrganismos multirresistentes,
especialmente os pertencentes ao grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e
Enterobacter spp.), se configuram como uma das principais ameacas a saude global, devido
aos altos indices de morbidade e mortalidade. Esses microrganismos possuem elevado grau
de patogenicidade e frequentemente estdo associados a Infecgdes Bacterianas Secundarias
(IBS) (Oliveira et al., 2020; Karnwal et al., 2023; Miller; Arias, 2024).

O controle da evolucdo e a terapéutica empregada nas infecgOes bacterianas,
sobretudo nas causadas pelo grupo ESKAPE sdo um grande desafio aos sistemas de saude
mundiais, pois essas espécies sdo resistentes a uma variedade de antibiéticos, incluindo as
cefalosporinas, fluoroquinolonas e carbapenemas; e em pacientes criticos, como 0s
internados nas unidades de terapia intensiva (UT]I), estdo associadas a um elevado nimero
de obitos. (Ribeiro et al., 2022; Li et al., 2023).

Nas ultimas duas décadas, a humanidade enfrentou quatro surtos epidemiolégicos,
sendo a pandemia da Covid-19 a mais recente, considerada a quinta mais mortal da histéria
humana. Nos pacientes graves infectados pelo SARS-CoV-2 ocorreu elevada incidéncia
de IBS, resultando em elevados percentuais de morbi-mortalidade. Mais de 50% das mortes
dos pacientes com COVID ocorreram por infec¢bes secundarias ndo trataveis. Entre os
principais microrganismos oportunistas associados a essas infec¢des, foram identificadas
as bactérias do grupo ESKAPE. (Mirzaei et al., 2020; Nazir et al., 2023).

O tratamento das infec¢Bes multirresistentes € feito com antibidticos; no entanto,
h4, ainda hoje, uma escassez na inserc¢do de novos antimicrobianos no mercado. De acordo
com Hutchings et al., (2019), de 2003 a 2012, apenas quatro classes de antibioticos
(Lipopeptideos, Lipiarmicinas, Pleuromutilinas, Diarilquinolinas) foram introduzidas
clinicamente. Além disso, a maioria dos antibi6ticos em fase de ensaios clinicos deriva de
classes ja conhecidas, sejam de produtos naturais de microrganismos ou antibidticos
sintéticos. Esse cenério aliado a prescri¢do ou uso inadequado desses farmacos acelera a
selecdo de espécies e variantes resistentes, contribuindo para o aumento da resisténcia
microbiana, que é considerada umas das dez maiores ameacas a satde mundial, devido aos
elevados custos hospitalares e altas taxas de mortalidade (Anvisa,2023). Dessa forma, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) tem incentivado a busca por novos bioativos
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antimicrobianos, que possam ser utilizados no desenvolvimento de novos farmacos ou
como adjuvantes (Glass, 2022). Nesse contexto as plantas surgem como promissoras fontes

para a bioprospeccédo desse tipo de compostos.

Anacardium occidentale L., espécie vegetal nativa do Brasil, é frequentemente
utilizada pela populacdo para diversos fins terapéuticos, que incluem tratamento de
infecces e cicatrizagdo. Estudos realizados pelo nosso grupo na Universidade Federal do
Maranh&o e por outros autores mostraram a atividade antimicrobiana frente a bactérias e
fungos utilizando diferentes partes do cajueiro (Silva et al., 2016; Araujo et al., 2017,
Ribeiro et al., 2017; Freire et al., 2017; Aradjo et al., 2018; Oliveira et al., 2019). Contudo,
resultados com o extrato das flores do cajueiro contra bactérias se restringiram a ensaios
pré-clinicos, in vitro, utilizando cepas padrdo, considerando a avaliagdo dos halos de
inibicdo até 2016 (Silva et al., 2016). Em 2021, os resultados da nossa monografia de
graduacdo mostraram que extrato hidroetandlico das flores do cajueiro era efetivo em inibir
0 crescimento de bactérias gram-positivas, gram-negativas e fungos. Também
confirmamos que o0 extrato apresentava baixa toxicidade in vivo, em testes com larvas de
Tenebrio molitor (Santos, 2021).

Com base nessas consideragdes, e visando dar continuidade ao nosso trabalho, a
hipotese norteadora do presente estudo foi: O extrato das flores de Anacardium occidentale
pode controlar infecgdes letais ocasionadas por bactérias do grupo ESKAPE devido sua
atividade antibacteriana e antiviruléncia. Assim, o presente trabalho avaliou o potencial
antimicrobiano e antiviruléncia do Extrato Etandlico das Flores de Anacardium occidentale
(EAO) frente a bactérias do grupo ESKAPE, incluindo trés linhagens de Staphylococcus
aureus Meticilina Resistente (MRSA) clinicas. Nos ensaios in vivo, avaliamos efeito

protetor do extrato em larvas de Tenebrio molitor, infectados letalmente por S. aureus.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. InfecgOes bacterianas

Durante o curso da histdria, as doencas infecciosas sempre se configuraram como
um grande desafio a sobrevivéncia humana. Inimeros sdo os relatos de pandemias que, ao
longo dos séculos, dizimaram populacfes e colapsaram a economia, deixando um rasto de
fome, desemprego e desesperanca. Recentemente, vivenciamos de perto essa problematica
ao passarmos pela pandemia da COVID-19, que mostrou a urgéncia de acdes globais para

o enfretamento das doencas infecciosas (Xuan et al., 2023; Li et al., 2023).

Vérios grupos de microrganismos podem ser agentes etiologicos das infeccdes,
incluindo as bactérias, que podem ser exdgenas ou pertencentes a microbiota do
hospedeiro. Entretanto, fatores como resisténcia bacteriana, grau de viruléncia e
susceptibilidade do hospedeiro sdo cruciais na ocorréncia de quadros graves e Obitos
(Morris; Cerceo, 2020; Coelho et al., 2021).

As bactérias possuem muitos fatores de viruléncia, incluindo: adesdo a matriz
extracelular do hospedeiro; secrecdo de enzimas e citotoxinas incluindo hemolisina,
nucleases, proteases, lipases, hialuronidase e colagenase (Sharma et al., 2017); capacidade
de resistir a fagocitose (Rowe et al., 2023) e formacédo de biofilme (Zhou et al., 2020).
Entre os fatores viruléncia microbiana, cabe destaque para a formacéo de biofilme, que gera
um microambiente favoravel ao desenvolvimento de mutacdes génicas responsaveis pela
evasdo dos mecanismos imunoldgicos de controle da infeccdo e resisténcia aos

antimicrobianos (Urban-Chmiel et al., 2022).

Os mecanismos de evasdo, isoladamente, ou associados permitem que 0S
microrganismos causem infeccdes locais ou sistémicas. Além disso, contribuem para a
resisténcia aos antimicrobianos disponiveis no mercado. O Relatorio Global de Resisténcia
Antimicrobiana e Sistema de Uso de Antimicrobiano da OMS mostra que, entre 2017 e
2022, ocorreu um aumento da resisténcia bacteriana, com taxas acima de 50%,
considerando as bactérias frequentemente relacionadas a sepse hospitalar (Glass, 2022). As
bactérias do grupo ESKAPE foram as bactérias mais constantemente isoladas em infec¢oes
hospitalares. Os dados mostram também que mais de 42% das cepas clinicas de Escherichia
coli, isoladas em infecgdes gastrointestinais e urinarias, eram resistentes a ampicilina, co-

trimoxazol e fluoroquinolonas (Diaz et al., 2021; Glass, 2022).
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Entre os membros do grupo ESKAPE, S. aureus se destaca como a bactéria mais
onipresente e prevalente em infec¢Bes hospitalares. Por essa razao, esta na lista de agentes
patogénicos prioritarios da OMS para pesquisa e desenvolvimento de novos antibioticos,
pois & muito frequente nas infec¢es multirresistentes, com taxa RAM de 35% (Glass,
2022; Miller; Arias, 2024). Segundo Mumcuoglu et al., 2022, nas IBS em pacientes com

COVID-19, essa bacteéria foi a segunda mais frequente, com taxa de isolamento de 15%.

S. aureus apresenta elevado potencial de adaptacdo aos tecidos humanos e uma
variedade de mecanismos para desregular e escapar da resposta imune do hospedeiro
(Howden et al., 2023), incluindo a producéo de duas proteinas homdlogas, fibronectina
ligantes A (FnbA) e B (FnbB), que desempenham um papel crucial na ligagdo as
glicoproteinas do hospedeiro e no processo de adesdo (Chand et al., 2023; Xu et al., 2024).

Um outro fator de viruléncia de S. aureus é a adeséo, pois, quando bem-sucedida,
permite a colonizagdo. Nesse processo, as bactérias usam adesinas do fator de agrupamento
A (cIfA) e B (clfB), que se ligam ao fibrogénio, provocando a agregacao as plaquetas. Além
disso, a clfA também inibe a ativacdo do sistema complemento, dificultando a fagocitose

e, por conseguinte, a eliminacéo eficaz das bactérias (Cussolim et al., 2021).

O estudo epidemioldgico desenvolvido por Andrade et al., (2020) mostrou o
aumento das notificacfes de S. aureus resistente a meticilina (MRSA) em todo territério
brasileiro entre os anos 2000 e 2010, considerando os ambientes hospitalares (Figura 1).
Esse aumento foi principalmente atribuido a elevada adaptabilidade e ao perfil patogénico

e resistente dos clones de MRSA.

Atualmente, a resisténcia microbiana estd entre as principais ameacas a salde
global, requerendo a implementacdo de estratégias conjuntas entre os sistemas de salde e
governos. A resposta ao aumento da RAM demanda nao apenas estimular o uso racional
dos antimicrobianos utilizados na terapéutica, mas também incentivar a pesquisa de novos
bioativos antimicrobianos que possam ser utilizados no desenvolvimento de medicamentos
(Dadgostar, 2019; Morrison; Zembower, 2020).
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Figura 1. Numero de casos de MRSA relatados no territorio brasileiro entre os anos 2000 e 2010.
Adaptado de Andrade et al., 2020.

2.1.1 Mecanismos de patogenicidade de Staphylococcus aureus
a) Mecanismos de evasédo fisico-quimicos

S. aureus apresenta capacidade de se adaptar rapidamente a ambientes com restricao
de nutrientes e sujeitos a oscilacdes de pH, pressdo osmotica e umidade. Entre os seus
mecanismos de viruléncia, se destacam a producdo de toxinas e a presenca de estruturas

antigénicas na sua parede celular (Silva et al., 2022).

As infeccOes causadas por S. aureus variam desde infec¢des simples na epiderme e
mucosas até as mais graves, como endocardite, pneumonia, sindrome do choque tdxico e
sepse. A complexidade e morbi-mortalidade dessas infeccdes sdo influenciadas
principalmente pela amplitude das estratégias fisiopatoldgicas de S. aureus, fundamentais
para a evasdao do sistema imune do hospedeiro, refletindo a longa interacdo desse

microrganismo com a espécie humana (Howden et al., 2023).

Na figura 2 mostra as principais etapas envolvidas no estabelecimento de uma
infeccdo por S. aureus. Primeiramente, ocorre a adesdo a superficie epitelial do hospedeiro,
por meio da producdo de adesinas e da enzima coagulase. Posteriormente, sdo produzidas
toxinas, enterotoxinas estafilocdcicas e polissacarideos capsulares, que destroem o tecido

conjuntivo e facilitam a penetragdo da bactéria nas células eucaridticas. Logo apds a
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invasdo, ocorre a colonizacgéo e proliferacdo bacteriana resultando no estabelecimento da

infeccdo e no consequente dano tecidual (Deusenbery et al., 2021; Silva et al., 2022).

® O— ® ®
~ Adesdo e Crescimento e Dano tecidual -
Infeccdo invasdo colonizagio Doenca
$H
* 3
3*
4 % ;ﬁ: ) Poead

3% 3 | @*
‘R — .,

Figura 2. Principais etapas envolvidas no estabelecimento de uma infec¢éo. Figura produzida com
0 programa Biorender.

A Figura 3 mostra que para viabilizar a infeccdo S. aureus dispde de varios mecanismos de

escape que incluem:

o3

por S.

Secrecdo da enterotoxina estafilococica bifuncional (SEIX) que se liga aos
receptores de superficie dos neutrofilos, impedindo a fagocitose.

Producdo de inibidores de peroxidase (SPIN) capazes de neutralizar espécies
reativas de oxigénio (ROS) e evitar a morte bacteriana no interior dos fagossomos
de neutréfilos e macrofagos.

Producdo de nuclease estafilocécica (Nuc) e a adenosina sintase A (AdsA) capazes
de neutralizar as redes extracelulares de neutréfilos (NETS)

Secrecdo de desoxiadenosina (dAdsA) capaz de induzir apoptose de macréfagos.
Expressdo do superantigeno estafilocécico (SEIW) e liberacdo da toxina X, que
estimulam a proliferacdo das células T e causam desregulacdo do sistema

imunoldgico.

Toda essa plasticidade dos mecanismos de evasdo do sistema imune do hospedeiro

aureus impactam diretamente sua patogenicidade e contribuem para infecgdes

complexas e persistentes (Thammayonga et al., 2015; Kretschmer et al., 2021; Howden et
al., 2023).
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Figura 3. Mecanismos de evasdo do sistema imune de Staphylococcus aureus (Howden et al.,
2023).

b) Adesao e formacéo de biofilme

A adesdo de S. aureus, de forma plancténica, a uma determinada superficie é etapa
fundamental para a formacéo do biofilme. A adesdo € facilitada pela expressdo de proteinas
de ligacdo e adesdo SasG, A e CWA. Nas superficies bidticas, essa etapa € mediada por
interacGes moleculares, mas, em superficies abi6ticas, é intermediada por interacdes fisico-
quimicas. O biofilme de S. aureus tem acdo anti-inflamatdria, o que favorece a persisténcia
das bactérias em vez de sua eliminacdo (Heim et al., 2014; Idrees et al., 2021; Howden et
al., 2023).

O biofilme de S. aureus, assim como outros biofilmes bacterianos, é um
conglomerado de bactérias envolvidas por uma matriz polimérica produzida pela propria
comunidade, capaz de provocar hiper-inflamacdo e bloquear a acdo antimicrobiana de
moléculas e celulas do sistema imunolégico (Bohrz et al., 2021). Estima-se que este fator
de viruléncia seja crucial para o desenvolvimento de infecgdes cronicas persistentes (ICPs).
Segundo Jamal et al., (2018) mais de 80% das ICPs ocorrem devido a formacdo de
biofilmes bacterianos, sendo que S. aureus é a especie mais frequente nas infeccoes

ocasionadas por biofilme.

O lactato estafilocdcico inibe a histona desacetilase 11 de macrofagos, neutréfilos

e células dendriticas, alterando o fendtipo dessas células e induzindo o aumento da
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producdo de mediadores anti-inflamatorios como arginase 1 e IL-10. (Sastalla et al., 2016;
Yamada et al., 2020; Peng et al., 2023).

As bactérias aderidas se proliferam e sintetizam a substancia polissacaridea
extracelular (EPS), que forma uma matriz, utilizada como membrana protetora do
conglomerado. A proteina Aap e o polissacarideo adesina extracelular (PIA) estdo
associados a maturagdo do biofilme e a sua organizacg&o. Ja as fibras amiloides contribuem
para sua estabilidade, ao conservarem as microcol6nias de S. aureus aderidas a matriz do
biofilme (El-Tarabily et al., 2021; Oliveira; Saenz, 2023).

Nos biofilmes maduros, as bactérias residentes produzem enzimas e substancias
quimicos capazes de degradar a matriz polimérica extracelular, resultando na dispersao de
pequenas porc¢des desse biofilme maduro para outros substratos e sitios (Zhou et al., 2020;
Sauer et al., 2022) (Figura 4).
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Figura 4. Etapas na formacao de um biofilme (Sauer et al., 2022).

2.2 Sistema imune e as infec¢des bacterinas

O sistema imune, com o passar do tempo, evoluiu para lidar com 0s varios grupos
de microrganismos aos quais 0s seres humanos estdo expostos. Nas infec¢des bacterianas,
a resposta imunoldgica pode ser diferente frentes as infecgdes ocasionadas por bactérias

intracelulares ou extracelulares.

As celulas epiteliais da mucosa e 0s queratinocitos da pele constituem a primeira
barreira as infeccGes e participam da resposta imune inata devido a producéo de mediadores
com acdo bacteriostatica e bactericida contra S. aureus, incluindo os chamados “peptideos

de defesa do hospedeiro” (HDPs), como o HBD2, HBD3 e as catelicidinas. Esses peptideos
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também atuam na quimiotaxia de neutrofilos, macrofagos e linfocitos T (Miller e Choi,
2011; Liu et al., 2018).

Os neutrofilos e macréfagos quando ativados, por quimiocinas e citocinas pro-
inflamatorias como IL-1, IL-6 e TNF-a, secretam uma diversidade de mediadores
bioquimicos como o peroxido de hidrogénio, com acdo bactericida (Miller et al., 2020).
Adicionalmente, os macrofagos e neutréfilos formam abscessos que encapsulam e isolam
as bactérias no local da infeccdo por S. aureus, impedindo sua disseminagdo invasiva
(Kobayashi et al., 2015).

Outro mecanismo da resposta imune inata no controle das infecgdes por S. aureus,
inclui a ativacdo das células NK, que além da acdo microbicida, produzem IFN-y, citocina
responsavel por ativar macrofagos e células dendriticas, que, por sua vez, apresentam
antigenos as células T CD4" e CD8" e produzem citocinas pré-inflamatérias e (Janela et
al., 2019; Miller et al., 2020).

A organizacdo eficiente da resposta imune inata nas infeccdes bacterianas, e nas
causadas por S. aureus, é facilitada pelos receptores de reconhecimento padrdo (PRR), tais
como o receptor Toll-like2 (TLR2) e o receptor nucleotideo de ligacdo ao dominio de
oligomerizacao 2 (NOD?2), capazes de identificar padrdes associados a patégenos (PAMPS)
presentes em S. aureus. A ativacdo dos PRR desencadeia cascatas de sinalizacao,
resultando na producdo aumentada de espécies reativas intermedidrias de nitrogénio,
citocinas entre outros mediadores, contribuindo para a rapida mobilizacdo da resposta
imune (Askarian et al., 2018; Gong et al., 2022).

A resposta imune adaptativa surge em resposta as infec¢des persistentes, visando
controlar a disseminacdo da infec¢do, em associagdo aos mecanismos inatos. Nesse caso,

sdo ativados linfocitos além de macrdfagos e células dendriticas (Gong et al., 2022).

A resposta imune mediada por linfécitos T inclui a ativagdo da resposta Thi,
resultando no aumento de IFN-y e na ativagdo de macréfagos. Ocorre também ativacédo de
linfécitos citotoxicos que quando ativados, liberam perfurinas e granzimas. Essas enzimas
desempenham um papel crucial na apoptose de células infectadas, limitando assim a
disseminacdo bacteriana. Em conjunto, células e mediadores da imunidade adaptativa
desempenham um papel sinérgico e essencial no controle da infeccéo e eliminacéo eficaz
da bactéria, evitando o agravamento das infec¢Ges e obitos do hospedeiro (Hillyer, 2016;
Utay et al., 2016; Uebele et al., 2017; Wojcik-Bojek et al., 2022) (Figura 5).
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Figura 5. Resposta imune adaptativa contra patdgenos no interior dos macréfagos. Resposta Thl
(A) e TCD8 (B). Figura produzida pelo programa Biorender

Em relacdo a resposta humoral, as células B sensibilizadas secretam anticorpos

capazes de neutralizar as bactérias ao impedir a adesdo e a formacédo de biofilme. Além

disso, os anticorpos aumentam, significativamente, a eficiéncia da fagocitose, muitas vezes

em até 1000 vezes, ao, recobrirem a superficie bacteriana, pois dessa forma, atuam na

atracdo e ativacdo de macrofagos. Anticorpos também ativam o sistema complemento

aumentando o potencial microbicida da resposta (Spaan et al., 2013; Chen et al., 2021).

Tabela 1. Ativacdo do sistema imunologico frente aos fatores de viruléncia S. aureus

durante a infeccéo.

Mecanismos de
viruléncia de S. aureus

Efeitos sobre o Sistema Imune

Resposta imune inata

Resposta imune adaptativa

Resposta Th1-> ativacao de

Peptideos - g
« . o ) macrofagos estimulados por
Producéo das toxinas antimicrobianos do .
hospedeiro IFN-y secretado por células
TCD4*
Resposta TCD8*-> células T
Inativag&o da fuséo do . citotoxicas produzem enzimas
Fagocitose

lisossomo ao fagossomo

gue induzem o macro6fago
infectado a apoptose

Formagé&o do biofilme

Ativacéo do sistema
complemento

Reposta humoral-> mediada
por anticorpos que induz:
Opsonizacao
Neutralizagdo
Ativacdo do complemento
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2.3 Desafios no tratamento de infeccbes e bioprospeccdo de novos compostos

antimicrobianos

O uso de antimicrobianos no tratamento das doengas infecciosas possibilitou o
aumento na qualidade e na expectativa de vida das pessoas. Entretanto, nas ultimas décadas,
a utilizacdo indiscriminada dessas medicacGes tem gerado um ambiente propicio ao
processo de selecdo natural de microrganismos resistentes (Veloso; Campelo, 2017; Costa
et al., 2020).

As infeccdes multirresistentes provocam, anualmente, cerca de 700 mil obitos e
segundo o relatorio sobre resisténcia antimicrobiana, produzido pelo Grupo Ad Hoc de
Coordenacdo das Interagéncias (IACG), a resisténcia microbiana é considerada uma das
principais ameacas a saude global e ao desenvolvimento humano. Dados desse relatério
estimam que a resisténcia bacteriana foi associada a 1,27 milhdes de mortes no mundo em
2019 (lacg, 2019; Murray; lkuta, 2022). Diante da gravidade dessa situacéo é necessario a
adogdo de acbes conjuntas entre as organizacdes e instituicdes de salude publica e privada,
para gue haja a promocao do uso racional dos antimicrobianos existentes, implantacédo de
ferramentas que evitem a propagacdo das cepas resistentes, e erradicacdo do uso e

prescricdo inadequada das medicagOes convencionais (Willemsem et al., 2022).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é responsavel por
gerenciar planos estratégicos e operacionais com o objetivo de enfrentar o aumento da
resisténcia bacteriana (Anvisa, 2023). Dessa forma, a busca por novos compostos com
propriedades antimicrobianas, que possam ser efetivos no controle das infeccdes
ocasionadas por microrganismos resistentes vem se intensificando e, nesse contexto, as
plantas emergem como uma importante fonte de prospeccao de novos compostos (Cushnie
et al., 2020).

A utilizacdo de espécies vegetais com propoésitos terapéuticos é uma pratica
ancestral, que ocorre desde tempos remotos. Estudos relatam que mais de 80% da
populacdo global faz uso de plantas medicinais e seus derivados para a prevencao ou
tratamento de uma variedade de doencas, incluindo as infecciosas (Almeida et al., 2017,
Cedillo-Cortezano et al., 2024). No entanto, o uso indiscriminado dessas plantas, com base
no senso comum de que tais substancias ndo oferecem risco a saude, traz um problema
adicional, pois muitos desses produtos ndo sao isentos de efeitos colaterais e podem causar

intoxicagdes. Assim, é essencial a realizagdo de estudos cientificos sobre a toxicidade e
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efetividade das plantas medicinais para garantir a biosseguranca na produgédo e consumo

desses produtos naturais (Moura et al., 2020)

2.4 Anacardium occidentale L.

Anacardium occidentale L., também conhecida como cajueiro, caju manso e caju,
€ uma especie vegetal nativa do Brasil, encontrada principalmente nas regides Norte e
Nordeste do pais. Os exemplares de A. occidentale sdo arvores de grande porte,
caracterizadas por um tronco alto e reto (Gutiérrez-Paz et al., 2024). Contudo, existem
também exemplares com caule baixo e retorcido, como ilustrado na figura 6A, devido a
competicdo e disponibilidade de recursos nutricionais. As folhas sdo simples e inteiras,
apresentando filotaxia alternada (Figura 6D). O fruto, é uma castanha amplamente
apreciada gastronomicamente, junto com o seu pedunculo floral denominado popularmente

de caju (Figura 6C) (Salehi et al., 2019; Farias et al., 2024).

Figura 6. Aspecto geral da arvore de Anacardium occidentale L (A) e de suas estruturas
boténicas (B) Flores; (C) Fruto e pseudofruto e (D) Folhas.
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As flores sdo pequenas com coloracdo que varia do branco ao vermelho, com
predominancia da cor rosa; e quando recém-abertas sdo branco-esverdeadas (Figura 6B).
Ap0s as 24 horas, essa estrutura reprodutiva apresenta coloragdo avermelhada. Encontram-
se dispostas em inflorescéncias do tipo panicula, que crescem na parte terminal dos ramos,
apresentando cachos com ramificacfes que decrescem da base para o apice (Oliveira et al.,
2019). Nas arvores é possivel encontrar flores masculinas e hermafroditas, pentameras com
5 pétalas e sépalas (Figura 7A e 7B). As flores masculinas apresentam estames menores e
um estame maior; enquanto as flores hermafroditas ou completas apresentam estames e
pistilo (estrutura reprodutiva feminina), por essa razdo, apenas estas quando fecundadas
produzem fruto. A floracdo do cajueiro ocorre de junho a novembro (Sousa et al., 2007,

Soares-Pereira et al., 2023).

Figura 7. Flores de Anacardium occidentale. (A) pétalas na flor masculina e (B) pétalas
distendidas e pistilo nas flores hermafroditas (Fotomicrografia Lupa Zeiss 20X).

A populacdo utiliza diversas partes da A. occidentale, como folhas, cascas do caule,
castanha, caju e flores, para diversos fins terapéuticos. Essas estruturas sdo frequentemente
empregadas na elaboracéo de chas e banhos, visando auxiliar na cicatrizagdo e assepsia de
ferimentos, além do tratamento de gripe, inflamacdes de garganta, halitose e doencas

gastrointestinais (Alexandre, 2015; Freire et al., 2017).

Algumas atividades bioldgicas das partes aéreas de A. occidentale, especialmente
das folhas, caule, caju e castanha, ja foram documentadas em estudos in vitro e in vivo. Em
testes in vitro, foi detectado efeito antimicrobiano das folhas, cascas, goma, castanha e caju

contra agentes etiologicos de grande relevancia clinica, incluindo as bactérias
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Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e fungos como Candida albicans (Silva
et al, 2016; Junior et al, 2016; Ribeiro et al, 2017). Além disso, Araujo et al. (2017)
identificaram propriedades antibioticas no extrato das cascas do caule contra espécies do
género Streptococcus, destacando a baixa toxicidade e auséncia de mutagenicidade do

extrato para células eucarioticas.

No extrato etanolico das flores de A. occidentale foram, previamente, identificados
diversos compostos, incluindo acido galico, acido elagico, &cido chiquimico, &cido
fosforico, acido benzoico e acido anacardico, conforme apontado por Silva et al. (2016) e
Oliveira (2022). Alguns estudos detectaram a¢do antibacteriana para o acido géalico, acido
elagico e acido anacérdico, em experimentos in vitro e in vivo (Sarjit et al., 2015; Anjum
etal., 2021).
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Tabela 2. Alguns estudos etnofarmacologicos das estruturas de Anacardium occidentale no territorio brasileiro entre os anos de 2013 a 2023.

Estrutura vegetal Uso medicinal Forma de uso Forma de aquisicao Municipio/Estado Referéncias
Inflamacao e Campina Grande- Parnaiba Bsa rbosa ft ?Izg(i?
sangrgmentp geng~|val, Sao Luis — Maranhado Vc_)u_za et al., 201 4{
_halitose, infeccdo Itacoatira — Amazonas Alv;?err? ea St 5017
Caule, Casca do fruto,  urinaria, intestinal, anti-  chg Decoccdo, ~ Comercial, Domésticae  Aldeia do Cajueiro — Para Mes u% ta Tavares.
Casca pseudofruto  d1abetes, hipolipemiante,  maceracao, infuséo Florestal Barreiras -Bahia squia,
4 ' , Ilha de Mosqueiro — Para e
gast”te, fraqueza, Belém — Para et al., 2020, Silva et al.,
diuretico Vale do Paraiba- Sio Paulo 2020 Silvaetal,, 2021;
Mota et al., 2022
Sé&o Jodo do Tigre —
Inflamagé&o, ferimentos, Parnaiba : .
Entrecasca. Folhas fraqueza, diurético Cha, infusao, Garanhus- Pernambuco AII\\/Ier(\eIr? jg.élzozlgir
Frufo ' diarreia, anti-diabetes,  decoccdo, banho de  Doméstica e Florestal ~ Aldeia do Cajueiro — Para Silva%t al 2'(')20_ '
cicatrizante, micose, assento, maceracao Ilha de Mosqueiro — Para Silva et ai, 2021’
gastrite Belém — Para ’
Vale do Paraiba- Sdo Paulo
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Tabela 3. Atividade bioldgica das estruturas de Anacardium occidentale descrita em alguns ensaios pré-clinicos entre os anos de 2013 e 2023.

Estrutura da Planta  Atividade bioldgica Tipo de extrato Ensaios Referéncias
Microdiluicao
Anti-Giardia Cromatografia em coluna Vieira et al., 2014;
Folhas Antioxidante Etanolico acelerada Ajileye et al., 2015;
Antimicrobiana Metanolico DPPH Silva et al., 2016;
Antimaléria CIM e CBM Tejumade et al., 2023
Infeccdo em modelo animal
Hipoglicimiante Difusio em 4aar por disco e Silva, 2015; Silva, 2016;
Anti- Leishmania Etanélico pggo P Silva et al, 2016;
Elores Clt_:atrlzar_ne Hidroetanélico CIM e CBM Oliveira et al., 2019; Silva
Antibacteriana Inducio de ferida e sepse em etal., 2021;
Antifangica ¢  amidoncos P Santos, 2021;
Anti-inflamatéria 9 Oliveira, 2022
Casca Antimicrobiana Hidroetanolico CIM e CBM Vieira et al., 2014;

Antioxidante

Etandlico

Difusdo em agar

Costa et al., 2021
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2.5 Modelos experimentais de infeccio em invertebrados: Tenebrio molitor

Nos ultimos anos, ha um aumento significativo na utilizacdo de modelos
invertebrados em pesquisas. Entre os animais mais usados destacam-se Galleria
mellonella, Drosophila melanogaster, Artemia salina e Tenebrio molitor (Souza et al.,
2018; Filho et al., 2020; Rahamouz-Haghighi et al., 2021).

T. molitor é um inseto holometabdlico, que possui quatro estagios distintos de vida:
ovo, larva, pupa e imago (besouro) (Figura 8). Sdo conhecidos, popularmente, como verme
amarelo, tenebrido ou larva da farinha (Milandvic et al., 2021). Esses insetos possuem
distribuicdo nas zonas tropicais e subtropicais, sendo frequentemente encontrado na
natureza em cavidades de arvores e ninhos de passaros. Habitam em ambientes pouco
iluminados e se alimentam de restos e fezes de animais e costumam ser pragas nas
plantacdes de trigo. Em cativeiro, podem ser alimentados com uma mistura de flocos de
milho, farinha de rosca e farelos de trigo triturados (Menezes et al., 2014; Errico et al.,

2021). A classificacdo taxondmica de T. molitor estd resumida na tabela 4.

Tabela 4. Classificacdo taxondmica de T. molitor

Classificacao taxondmica de Tenebrio molitor

Reino Animalia
Filo Arthropoda
Classe Insecta
Ordem Coleoptera
Familia Tenebrionidae
Género Tenebrio
Espécie Tenebrio molitor

Na fase larval, sua anatomia apresenta cabe¢a com boca e olhos pouco
desenvolvidos; torax com trés pares de pernas; abdomen dividido em metdmeros e anus

(Figura 8).
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oVvo LARVA PULPA BESOURO

Figura 8. Ciclo de vida de Tenebrio molitor. Ovo; Larva; Pupa e Besouro

Como em outras espécies da classe Insecta, 7. molitor exibe sistema imune com
componentes inatos, incluindo barreiras fisicas, quimicas além de componentes

imunoldgicos humorais e celulares, como detalhado a seguir:

©3 Barreiras fisicas: tegumento e epitélio intestinal;

©3 Mediadores humorais: cascatas que modulam a sintese de reativos de oxigénio e
nitrogénio, peptideos antimicrobianos, e a melanizacéo da hemolinfa;

o3 Celulas associadas a resposta imune: hemdcitos que realizam a fagocitose,
encapsulacdo e noducdo (essas células se juntam para eliminar da circulacdo os
patdgenos que estdo em alta quantidade no corpo do inseto). (Lavine; Strand, 2002;
Urbanski et al., 2018; Vommaro, Giglio; 2021):

Nos estudos que envolvem produtos naturais e fazem uso de extratos, a forma larval
é a mais frequentemente utilizada e o tratamento é injetado na cavidade intracelémica, na
regido do quarto metdmero na porcéo ventral da larva. O uso da forma larval encontra
respaldo em sua rapida reprodutividade, facil manuseio e manutencao. Além disso, exibe
um sistema imunologico inato semelhante ao dos vertebrados, desenvolvendo infeccdes
causadas pelos mesmos patdgenos que afetam os humanos. Essa semelhanca fundamenta e

justifica seu uso como modelo de infeccdo (Silva et al., 2022; Braga et al., 2024).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito antibacteriano do extrato das flores de Anacardium occidentale (EAQO) em
bactérias do grupo ESKAPE in vitro e na infec¢do letal ocasionada por Staphylococcus

aureus in vivo.

3.2 Objetivos especificos

©3 Caracterizar a quimica do extrato das flores de A. occidentale

o3 Investigar o efeito antibacteriano do extrato sobre bactérias do grupo ESKAPE;

o3 Investigar a acdo antiviruléncia do extrato sobre S. aures, MRSA e E. coli;

o3 Avaliar o efeito do extrato na sobrevida de larvas de T. molitor infectadas letalmente

por S. aureus;
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Obtencéo do extrato das flores de Anacardium occidentale (EAO)

As flores de A. occidentale foram coletadas no més de outubro de 2022, no periodo
matutino, na Universidade Federal do Maranhdo, campus S&o Luis, nas seguintes
coordenadas geograficas 2°55°34°’S ¢ 44°30°58°’0. O material botanico foi identificado
no Herbario do Maranhdo, onde a exsicata esta depositada sob o numero o n° 14.709
(Anexo 1). O projeto esta cadastrado no SisGen AAABE4B (Anexo 2).

As flores foram secas em temperatura ambiente (25 + 3°C), por 7 dias, ao abrigo
da luz. O material seco foi triturado em moinho de facas e o p6 resultante foi utilizado para
a obtencdo do extrato etandlico, pelo método de maceracdo exaustiva em etanol absoluto

P.A, repetindo o processo a cada 7 dias, por 3 semanas (Oliveira et al., 2019).

O extrato etandlico das flores de A. occidentale (EAO) foi submetido a
rotaevaporacdo, seco a jato frio, resultado em 65,219 com rendimento médio de 36,31%.
Ao final o extrato foi armazenado em frascos estéreis e escuros, a 4°C, até a utilizacdo nos

experimentos.
4.2 Prospecgdo quimica do extrato
4.2.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) acoplado ao detector PDA

Os compostos foram eluidos dos cartuchos usando 1 mL da mistura metanol/agua
(MeOH: H20 -1: 1, v/v) com um volume final de 5 mL. As amostras foram entéo filtradas
em um filtro PTFE de 0,22 pum e secas. O extrato seco foi diluido na concentracdo de 10
mg/mL em solvente de HPLC. Aliquotas de 20 pL foram injetadas diretamente no
equipamento (HPLC-PDA - Shimadzu Corp., Kyoto, Japao) e as leituras realizadas a 270

nm e 365 nm.

Foi usado um sistema HPLC modelo Shimadzu que consiste em um modulo de
fornecimento de solvente com uma bomba reciproca de émbolo duplo e um detector UV-
VIS (SPA-10A). A coluna usada foi a Luna 5um C18 100 A (150 um x 4,6 pum). Os
solventes de eluicdo usados foram A (2% de acido acético em agua) e B (metanol). As
amostras foram eluidas de acordo com o seguinte gradiente: 5% a 60% de B em 60 minutos.

A taxa de fluxo foi de 1 mL/min. A temperatura da coluna foi de 20 °C. O volume de injecdo

40



da amostra foi de 20 pL. Os dados foram coletados e processados com o software LC
Solution (Shimadzu) (Lopes et al., 2024).

4.2.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplado a Espectrometria de Massas-
LC-ESI-IT/MS.

A caracterizacdo quimica foi realizada por LC-ESI-IT-MS com um espectrometro
(amazZon SL Bruker Daltonics®, Massachusetts, EUA). A analise cromatografica foi
conduzida em uma coluna Luna 5 um C18 100 A (250 x 4,6 mm, Phenomenex, Torrance,
EUA), com um HPLC Prominence Shimadzu®. A fase mdvel em gradiente binario
consistiu de acido férmico (0,1% - Sigma-Aldrich, St. Louis, LO, EUA) em agua (solvente
A) e de acido férmico em metanol (0,1% - Sigma-Aldrich, St. Louis, LO, EUA) (solvente
B). As amostras (1 mg mL-1) foram eluidas da coluna analitica com gradiente variando de
5 a 100% do solvente B, com uma taxa de fluxo constante de 1 mL min-1, durante 40

minutos. O volume de injegao foi de 2 pL.

A temperatura do compartimento da coluna foi ajustada para 40 °C. A aquisicao de
dados foi realizada no modo de ionizagcdo negativa, com fragmentacdo em multiplos
estagios (MS2 e MS3), de acordo com os seguintes parametros: pressdo do gas de
nebulizacdo de 50,0 psi; temperatura do capilar de 300 °C; voltagem de entrada do capilar
de transferéncia de 4500 V; gas de desolvacdo, nitrogénio (N2), fluxo de 10 L min-1; gas
de colisdo, hélio (He); faixa de aquisicdo, m/z 50-1200. Os dados brutos foram analisados

utilizando o software Data Analysis 4.3 (Bruker, Massachusetts, EUA).

4.3 Avaliacéo da atividade antimicrobiana do EAO
4.3.1 Microrganismos

Cepas padrdo de bactérias Gram positivas: Enterococcus faecalis (ATCC29212) e
Staphylococcus aureus (ATCC25923); Gram negativas: Escherichia coli (ATCC25922) e
Klebsiella pneumoniae (ATCC700603) foram cultivadas no Laboratério de
Imunofisiologia da Universidade Federal do Maranhdo. Enquanto as linhagens clinicas
multirresistentes: MRSA, MRSA (240016969962) e MRSA (240016969961) foram
fornecidas pelo Prof. Dr. Valerio Monteiro Neto no Nucleo de Imunologia Basica e
Aplicada (NIBA). Para utilizagdo as bactérias foram reativadas em caldo Mueller-Hinton

a 37 °C, por 24 horas, para utilizagdo nos testes de avaliacdo antimicrobiana.
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4.3.2 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

O ensaio antimicrobiano foi realizado pelo método de microdiluicdo, em
microplacas estéreis de 96 pocos de fundo plano, segundo a norma M7-A6 descrita pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012).

As cepas padrdo de E. faecalis, S. aureus, E. coli e K. pneumoniae; e as cepas
clinicas de MRSA foram reativadas em caldo Mueller-Hinton, semeadas em agar Muller-
Hinton, (Merck, Brasil) e incubadas a 37°C, por 24 horas. Apds este periodo as bactérias
foram ressuspensas em solucdo salina e inicialmente o indculo foi ajustado visualmente
para 0,5 da escala de McFarland, que corresponde a aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL.
A suspenséo resultante foi homogeneizada (Vortex®) durante 15 segundos e a densidade
celular ajustada com auxilio de um espectrofotdmetro, medindo-se a absorbancia a 600nm,
resultando na obtencdo de suspensdo correspondente a 0,5 da escala de McFarland,
conforme comparagio com solucéo padréo, correspondendo a aproximadamente 1,5 x 108
UFC/mL (Monteiro-Neto et al., 2020).

Para a determinacdo do CIM os isolados bacterianos em caldo Muller-Hinton
(1ouL) foram adicionados aos pogos contendo diferentes concentracdes do EAO (200 —
0,390625 mg/mL). O antibiotico Ciprofloxacina (CFX) foi utilizado como controle positivo
(200 — 0,390625 pg/mL) e 0 DMSO (Dimetilsulfoxido, Sigma-Aldrich; 2% em solucéo
salina), usado para aumentar a solubilidade do extrato bruto, foi considerado como controle
negativo. As placas foram incubadas a 37°C, por 24 horas. Decorrido o tempo a leitura foi
realizada a absorbancia de 600 nm e as placas coradas com resazurina. A CIM foi
considerada como a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento microbiano. O
ensaio foi realizado com amostras individuais testadas em sextuplicada (Algaffar et al.,
2023). A razdo CBM/CIM foi calculada para determinar se 0 EAO apresenta atividade
bactericida (CBM/CIM <4) e bacteriostatica (CBM/CIM>4) (Siddiqui et al., 2013).

4.3.3 Determinagéo da Concentragédo Bactericida Minima (CBM)

A CBM foi determinada a partir dos resultados da CIM, em placas de Petri contendo
(Agar Mueller-Hinton) AMH se transferiu 10 uL de cada pogo partindo do poco de CIM
para a maior concentracdo; apés as placas foram incubadas & 37°C por 24 horas. Foi
realizada a leitura da CBM, observando as concentragdes em que se apresentou auséncia

de crescimento bacteriano, classificando-se como capazes de reduzir por completo o
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crescimento dos microrganismos e quando observado a formacao de mais de trés Unidades
Formadoras de Col6nia (UFC) foram consideradas ndo inibitérias ao crescimento (Xavier
et al., 2023).

4.3.4 Erradicacao da adeséo e biofilmes pré-formado e formado

Para a avaliagdo da atividade de antiviruléncia do EAO escolhemos a partir do
melhor resultado de CIM as seguintes linhagens bacterianas S. aureus (ATCC25923),
MRSA (240016969662) e E. coli (ATCC25922). A erradicacdo da adesao e biofilmes pré-
formados e formados de S. aureus, MRSA e E. coli foram avaliadas conforme descrito por
Monteiro-Neto et al., 2020. Além da quantificacdo da biomassa de biofilme baseada em
cristal violeta (CV), a viabilidade celular dos biofilmes foi determinada utilizando MTT
(brometo de 3-4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil-2H-tetrazolio).

No ensaio de adesdo e biofilme pré-formado, foram adicionados caldo Muller
Hinton (CMH) aos pocos de uma placa de cultura, fundo chato, 96 pogos, em seguida 0s
isolados bacterianos (10uL) e o tratamento com as concentra¢fes subinibitorias de %2 e ¥4
da Concentracdo inibitéria minima (CIM) do extrato e da ciprofloxacina, usada como
controle positivo (CFX). Logo apds, as placas foram incubadas, respectivamente, por 90
minutos e 24 horas a 37°C.

Para a avaliacdo do biofilme formado, primeiramente se adicionou CMH, 0s
isolados bacterianos, e as placas foram incubadas durante 24 horas. Apds esse periodo, as
placas foram lavadas duas vezes com PBS e tratadas com concentra¢des suprainibitérias
do extrato e da CFX correspondentes aos valores de 2x e 4x da CIM. Em seguida as placas

foram novamente incubadas por 24 horas a 37°C.

Apos a incubacdo, o contelido dos pogos foi removido e o material remanescente
foi lavado duas vezes com PBS. Nas placas reservadas parao MTT, ap0s a lavagem, foram
adicionados 100 pL do AMH em cada poco e 50 pL de MTT/pogo e as placas foram
incubadas por 2 horas a 37°C.

Nas placas coradas com cristal violeta (CV), apds a etapa de lavagem, foram
adicionados 200 pL de metanol, durante 15 minutos, para fixar. O metanol foi removido,
as placas foram mantidas invertidas para secarem, por 10 minutos, a temperatura ambiente.

Em seguida, foram adicionados aos po¢os 100 pL de CV (5%), por 10 minutos, logo apos,
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0 CV dos pocos foi descartado e os cristais foram dissolvidos em 200 pL de metanol. A

absorbancia foi mensurada a 570 nm e a 600nm.

4.4 Ensaios in vivo em larvas de Tenebrio molitor
4.4.1 Avaliacéo da toxicidade aguda

O teste de toxicidade aguda foi realizado como descrito por Silva et al. (2020) e
Brai et al. (2023) com adaptacOes. Para o ensaio foram utilizadas larvas de T. molitor (n=10
larvas/ grupo). Foram selecionadas larvas com tamanho entre 1,5 a 2,0 cm. As larvas foram
tratadas com o extrato em concentragdes correspondentes a %2 CIM (3,125 mg/mL); CIM
(6,25 mg/mL); 2x CIM (12,50 mg/mL); 4x CIM (25mg/mL); 8xCIM (50mg/mL) e 16x

CIM (100mg/mL). A descricdo dos grupos experimentais esta detalhada a seguir:

GRUPOS EXPERIMENTAIS TRATAMENTO

Limpo -

DMSO DMSO 2%

PBS PBS

EAOQO1/2 EAO - 3,125 mg/MI
EAOC EAO - 6,25 mg/mL
EAO?2 EAO - 12,5 mg/mL
EAO4 EAO - 25 mg/mL
EAOS EAO - 50 mg/mL
EAO16 EAO - 100 mg/mL

O monitoramento de sobrevida foi feito diariamente, a cada 24h, até 168h. A morte
das larvas foi avaliada macroscopicamente, considerando a auséncia de resposta ao toque,

falta de motilidade e a presenca de melanizacdo (Souza et al., 2015).

4.4.2 Padronizagdo de indculo letal de S. aureus

Para a preparacdo dos indculos, as bactérias foram cultivadas em AMH, 24 horas
antes do experimento. O ensaio de sensibilidade das larvas de T. molitor foi conduzido com
adaptacdes, utilizando indculos que variaram de 10! a 10”7 UFC/uL, (Mcgonigle et al.,
2016). As larvas foram entdo infectadas (5L) e monitoradas quanto a sobrevida por 3 dias.

Foram utilizadas 5 larvas por grupo. Os testes foram realizados em triplicata utilizando os
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seguintes grupos conforme as concentragcbes do indculo para infeccao por S. aureus

variando de 10* a 107, além de um grupo controle que recebeu PBS ic (5 pL).
4.4.3 Infeccdo Letal

Para avaliar efeito do EAO na infeccdo letal as larvas foram distribuidas nos
seguintes grupos, considerando a concentracdo do extrato com base nos valores de CIM:

GRUPOS TRATAMENTO (5pL/ic)
Controle negativo (C-) PBS
CiPro ciprofloxacina (1,56 pg/mL)
EAO1/2 extrato (3,12 mg/mL)
EAOCIM extrato (6,25 mg/mL)
EAO2 extrato (12,5 mg/mL)

As larvas foram paralisadas, por resfriamento com gelo, e receberam 5 uL do
indculo (1,5x10° UFC/uL) S. aureus, via intracelémica (ic). O tratamento com EAO

ocorreu logo em seguida, utilizando a mesma via, no quarto metamero, na porc¢ao ventral.

Apbs o tratamento as larvas foram transferidas para placas de Petri, contendo racdo
padronizada e ao abrigo da luz. A sobrevivéncia foi monitorada diariamente, durante 3 dias,

para avaliagdo da sobrevida das larvas (item 4.3.1).

TA

-

Figura 9. Resumo ilustrativo da infecgao aguda. (A) substancia teste; (B) infec¢do usando seringa
analitica; (C) larva com tratamento; (D) avalicdo de morte e aplicacdo do teste estatistico.
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4.4.4 Quantificacdo das Unidades Formadoras de Colbnias (UFC) em larvas de T.

molitor infectadas letalmente por S. aureus

A quantificacdo da carga bacteriana de UFC em larvas de T. molitor foi realizada
conforme descrito anteriormente, com algumas adaptacdes de Oliveira, (2022) e Mcgonigle
etal., (2016). As larvas (n=10 larvas/ grupo) foram infectadas com 5puL/ic do in6culo de S.
aureus na concentracdo de 1,5 x 10° UFC/mL e foram eutanasiadas no tempo de 6h. O
ensaio foi realizado em quadriplicada. A contagem da UFC foi realizada ap0s a eutanasia.
Para a avaliagdo as larvas foram trituradas em 5 ml de PBS estéril e a suspenséo resultante
foi diluida (10* a 10%). Em seguida, foram transferidos 100 pL das suspensdes com menor
diluicdo (10%) para placas de Petri contendo meio Mannitol Salt Agar (Kasvi, S&o Paulo,
Brasil). Apos, as placas foram incubadas por 24 horas, a 37°C e as UFC foram quantificadas

ao final do periodo de incubacéo.

4.5 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos ao teste de normalidade e em seguida avaliados
pelo teste t de Student, na comparacdo de dois grupos, ou por andlise de variancia
(ANOVA), na comparagdo de varios grupos, seguida do teste de comparacGes maltiplas
(Newman-Keuls) (Sokal; Rohlf, 1996). Para avaliacdo da sobrevida foi utilizada a Curva
Kaplan-Meier, seguida de teste de Log-Rank. As analises foram realizadas com auxilio do
programa GraphPad Prism, versdo 10.0. Todos os dados foram expressos em graficos

utilizando os valores da média + desvio padrdo considerando como significancia p < 0,05.
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5. RESULTADOS
5.1 Analise quimica e identificacdo das substancias presentes no EAO

O extrato apresentou tempos de retencdo entre 16 e 55 minutos, correspondentes a
14 compostos, com perfis de comprimentos de ondas diferentes, variando entre 270 nm e
365 nm (Figura 10A). Os comprimentos de onda na figura 10A indicam a presenca de
acidos, compostos presentes no género Anacardium. Usando LC-MS foram identificados
no extrato o0s seguintes compostos: &cido chiquimico, acido galico, quercetina,
isoquercetina, galoil glucose, digaloilglucose, isomero 1 e isdmero 2 de tetragaloilglucose
(Figura 10B e 10C).
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Figura 10: Avaliacdo quimica do extrato etandlico das flores de Anacardium occidentale
L (A) Cromatograma de UV-Vis em 254nm, (B) Cromatograma de ions totais (LC-ESI-
IT/MS), e (C) Compostos identificados.
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Tabela 5. Compostos obtidos apds a caracterizacdo quimica do extrato etanolico de
Anacardium occidentale por LC-ESI-IT/MS.

NUmero [M-H] MsSn Composto
1 173 155;137; 111; 93  Acido chiquimico
2 331 273; 169 Galoil glucose
3 169 125 Acido galico
4 483 405; 437; 383 Digaloilglucose
Tetragaloilglucose
5 787 617; 573; 467; 405
(Isdbmero 1)
Tetragaloilglucose
6 787 617; 467; 291; 261
(Isdbmero 2)
7 483 303 Isogquercetina
8 301 - Quercetina

5.2. Atividade antimicrobiana do EAO frente a bactérias do grupo ESKAPE

A Tabela 5 mostra que o0 EAO apresentou acdo antibacteriana in vitro contra todos
0s microrganismos testados, sendo que a melhor atividade foi para Staphylococcus aureus
com menores valores de CIM = 6,25 mg/mL e de CBM = 12,5 mg/mL. O extrato também
exibiu acdo antimicrobiana para Enterococcus faecalis e Escherichia coli, com valores
similares de CIM = 12,5 mg/mL e CBM = 25 mg/mL. Entretanto, o EAO foi pouco efetivo
para Klebsiella pneumoniae (CIM =50 mg/mL e CBM = 100 mg/mL). No que se refere as
cepas de MRSA, o extrato foi igualmente eficaz contra todas as amostras testadas de acordo
com os valores de CIM (12,5 mg/mL) e CBM (25 mg/mL). O tratamento ciprofloxacina
foi efetivo para todas as amostras. Em todas as amostras bacterianas tratadas com EAO a
razdo entre CBM/CIM, foi igual a 2, por isso o extrato pode ser classificado como

bactericida conforme Siddiqui et al., 2013.
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Tabela 6. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima
(CBM) do extrato etandlico das flores de Anacardium occidentale (EAQO) em culturas de
bactérias Gram-positivas; Gram-negativas do grupo ESKAPE.

CBM/ Ciprofloxacina

Bactérias (108 UFC/mL) EAO? (mg/mL) CIM (Lg/mL)

CIMP CBM¢ CIM CBM

S. aureus (ATCC25923) 6,259 12,50 2,0 1,56 3,12
MRSA 12,50 25,00 2,0 200,00 200,00

MRSA (240016969961) 12,50 25,00 2,0 12,50 12,5
MRSA (240016969962) 12,50 25,00 2,0 1,56 12,50

E. faecalis (ATCC29212) 12,50 25,00 2,0 2,60 5,20

E. coli (ATCC25922) 12,50 25,00 2,0 3,12 6,25

K. pneumoniae (ATCC700603) 50,00 100,00 2,0 2,08 4,16

(a) EAO: Extrato etandlico das flores de Anacardium occidentale.;

(b) CIM: Concentragdo Inibitéria Minima.;

(c) CBM: Concentragdo Bactericida Minima.

(d) Os valores expressos correspondem a média de amostras testadas em triplicata.

5.3 O tratamento com o0 EAOQO reduziu a adesao e os biofilmes de S. aureus, MRSA e

E. coli

O tratamento com o EAO nas concentracBes subinibitdrias e inibitérias reduziu a
adesdo (Figuras 11) e os biofilmes bacterianos (Figura 12 e 13). O extrato quando utilizado
em concentragdes sub-inibitorias (1/2CIM e 1/4CIM) foi mais efetivo em inibir a adesé&o,
de S. aureus (Figura 11A) MRSA (Figura 11C), do que para E. coli (Figura 11B) quando
avaliamos a biomassa. Resultados semelhantes foram observados quando avaliamos a
viabilidade (Figuras 11D; E; e F), sendo que em relagéo a viabilidade as culturas de MRSA
tratadas com a maior concentracdo apresentaram menor adesdo do que o observado nos

demais grupos, mesmo sendo diferentes do controle n&o tratado.
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Redugdo da viabilidade (%)
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Figura 11. O extrato etandlico das flores de Anacardium occidentale (EAO) inibiu a adesao de
S. aureus (A; D), MRSA (B; E) e E. coli (C; F), considerando a reducéo da biomassa (A; B; C)
e a viabilidade (D; E; F). A inibi¢do da adeséo foi determinada em culturas bacterianas tratadas
com concentracdes sub-inibitorias correspondentes a 1/4 e 1/2 do valor de CIM do extrato (EAO) e
da Ciprofloxaxina (CIPRO) para cada uma das culturas e comparadas as culturas nao tratadas
(Controle). As amostras foram avaliadas considerando a densidade dptica (570 nm). Os dados
correspondem a média-desvio padrdo de amostras testadas em quintuplicata. (*) p < 0,05 em relacdo
ao controle ndo tratado e (#) em relagdo ao grupo CIPRO.
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Reduggo da biomassa (%)

Redugdo da viabilidade (%)

O tratamento com EAO inibiu os biofilmes pré-formados (Figural2) de todas as

culturas bacterianas testadas, quando foi avaliada a biomassa (Figuras 12A; B; C) ou a
viabilidade (Figuras 12D; E; F).
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Figura 12. O extrato etandlico de Anacardium occidentale (EAO) inibiu a evolucao do biofilme
pré-formado de S. aureus (A; D), MRSA (B; E) e E. coli (C; F), considerando os efeitos sobre a
biomassa (A; B; C) e sobre a viabilidade das culturas bacterianas tratadas com concentragoes
subinibitorias correspondentes a 1/4 e 1/2 CIM do extrato (EAQ) e da Ciprofloxacina (CIPRO). Os
resultados obtidos por densidade 6tica (570 nm) correspondem a média-desvio padrdo de amostras
testadas em quintuplicata. (*) p < 0,05 em relagdo ao controle e (#) em relacdo ao grupo CIPRO.

O tratamento com as concentragdes inibitorias do extrato correspondentes a 2x CIM
e 4xCIM também inibiu o crescimento do biofilme formado para todas as trés culturas de
bactérias testadas, quando em comparagéo ao controle ndo tratado, considerando os efeitos
sobre a biomassa (Figuras 13 A; B e C) e a viabilidade (Figuras 13 D; E; F). Os melhores
resultados foram para S. aureus (Figura 13A). Efeitos semelhantes do EAO em relagédo a
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biomassa foram observados para MRSA (Figura 13B) e E. coli (Figura 13C). O tratamento
com EAO inibiu a viabilidade do biofilme formado de todas as amostras testadas, com
maior eficiéncia nas amostras de S. aureus (Figura 13D) e MRSA (Figura 13 E), embora
também tenha sido efetivo para E. coli (Figura 13F).
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Figura 13: O extrato etandlico de Anacardium occidentale (EAQ) inibiu o biofilme formado
de S. aureus (A; D), MRSA (B; E) e E. coli (C; F), considerando os efeitos sobre a biomassa (A,
B; C) e sobre a viabilidade (D; E; F) das culturas bacterianas tratadas com concentra¢fes supra
inibitérias do extrato (EAO) e da Ciprofloxacina (CIPRO), correspondentes a 2x e 4x CIM. Os
resultados obtidos por densidade 6tica (570 nm) correspondem a média-desvio padrdo de amostras
testadas em quintuplicata. (*) p < 0,05 em relagdo ao controle e (#) em relacdo ao grupo CIPRO.

5.4 O EAO apresenta baixa toxicidade para larvas de T. molitor

O extrato bruto nas concentragdes de CIM (6,25 mg/mL), 2xCIM (12,5 mg/mL) e
4xCIM (25 mg/mL) ndo apresentou toxicidade para as larvas, pois a viabilidade ao final da
avaliacdo foi de 100% de sobrevida. Entretanto, ocorreu reducdo da sobrevida de 20% na
concentragdo correspondente a 8xCIM (50 mg/mL) e de 50% na maior concentragdo

(16xCIM = 100 mg/mL), indicando que essa pode ser a IC50 para as larvas de T. molitor.
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Figura 14. Toxicidade do Extrato Etandlico das flores de Anacardium occidentale
(EAO) em larvas de Tenebrio molitor. As larvas foram tratadas com EAO, por injecéo
intraceldmica, em concentracBes correspondentes ao valor de CIM, 2xCIM; 4x; 8x e 16X
CIM. O monitoramento foi realizado, a cada 24h, durante 7 dias (168h). Os dados se
referem a média + desvio padrdo de trés ensaios independentes com cada concentracdo do
extrato, agrupados totalizando 30 larvas/grupo. A mortalidade foi avaliada usando curvas
de Kaplan-Meier, seguida de teste estatistico de Log-Rank. (*) p <0,05 em relacéo ao grupo
tratado com PBS.

5.5 Determinacéo do in6culo letal de S. aureus na infeccdo das larvas de T. molitor

Para continuar aos testes, escolnemos a bactéria S. aureus ATCC 25923, pois, de
acordo com o valor de CIM o extrato foi mais efetivo contra essa cepa. A fim de avaliar a
susceptibilidade das larvas a infec¢do por S. aureus os animais foram infectados com
diferentes concentracdes das suspensdes bacterianas, variando de 10’ a 10* CFU/mL. Os
resultados mostram que os inoculos entre 10° e 10” UFC/uL, apresentaram resultados
semelhantes com a morte de 100% das larvas ocorrendo em até 24 horas apds a infec¢éo.
No grupo infectado com 10* UFC/uL a morte de 100% das larvas ocorreu somente apds

72 horas, portanto mais tardiamente. Enquanto os indculos bacterianos menores, variando
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de 10! a 103 UFC/pL, apresentaram baixa letalidade com sobrevida de 40% das larvas
até o final da avaliacdo (Figura 15). Assim, considerando que os resultados com as

maiores concentragdes foram semelhantes, escolhemos o indculo de 10° UFC/uL de S.

aureus para os demais ensaios.
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Figura 15. Determinacdo do inéculo de S. aureus capaz de ocasionar infeccao letal em larvas

de Tenebrio molitor. Foram utilizadas concentragdes bacterianas crescentes (10'a 10" UFC/uL)

para a infeccdo. O monitoramento foi realizado durante 3 dias. Os dados se referem a média +

desvio padrdo de trés ensaios independentes agrupados totalizando 30 larvas/grupo. As analises

utilizaram curvas de Kaplan-Meier, seguida de teste estatistico de Log-Rank. (*) p < 0,05 na

comparagdo aos animais néo tratados.

5.6 Confirmacéo da infec¢éo de T. molitor por S. aureus

O grafico 16A demonstra aumento no nimero de UFC de S. aureus 6 horas depois

da infeccdo em larvas de T. molitor. A carga bacteriana € bastante elevada, quando

comparadas com as culturas de larvas ndo infectadas, indicando o sucesso na inducéo da

infeccéo.
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Figura 16. Numero de Unidades Formadoras de Colénia (UFC) em larvas de T. molitor
infectadas com S. aureus (ATCC25923) (A). Grupos com 10 larvas foram infectadas com S.
aureus (1,5 x 10° UFC/uL) e eutanasiadas ap6s 6h. Em B, fotomicrografias das placas de culturas.
Os dados foram analisados em relacdo ao controle ndo infectado, por teste t de Student, de amostras

individuais testadas em quadriplicata com (*) p <0,05.

5.7 O tratamento com EAO prolonga a sobrevida das larvas de T. molitor infectadas

letalmente com S. aureus

A figura 17A mostra que o tratamento EAO assegurou a sobrevivéncia das larvas
infectadas letalmente com S. aureus, sendo que a concentragéo de 2x CIM foi a mais eficaz,
pois assegurou a sobrevivéncia de 70% das larvas. Nos grupos tratados com EAO na
concentracdo de CIM, a sobrevivéncia foi de 50%. Ja o tratamento com doses subinibitérias

foram pouco efetivos em assegurar a sobrevida (20%).
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A Figura 17B mostra os dados relativos a expectativa de vida. E possivel observar
uma taxa de 90% de expectativa de vida nos animais do grupo 2x CIM, de 70% no grupo
CIM e de 60% no grupo ¥2 CIM, ainda assim superior a observada no controle infectado e

ndo tratado.
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Figura 17. O tratamento com o extrato etandlico das flores de Anacardium occidentale (EAO)
aumenta a sobrevida (A) e a expectativa de vida (B) de larvas de T. molitor infectadas com S.
aureus (ATCC25923). Grupos com 10 larvas foram infectadas com S. aureus (1,5 x 10° UFC/uL)
e tratadas com diferentes concentra¢fes do EAO, por via intraceldmica em valores correspondentes
a 2x CIM, CIM e % CIM. A sobrevida foi acompanhada durante 3 dias, considerando n= 10

larvas/grupo. (*) p < 0,05 em relacdo ao controle infectado e ndo tratado.

6. DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou a atividade antimicrobiana do EAO frente a culturas
bacterianas do grupo ESKAPE incluindo S. aureus meticilina resistente (MRSA). A.
occidentale e seus metabolitos secundarios tém sido amplamente investigados como alvos
promissores nos estudos de bioprospeccdo de compostos antimicrobianos (Cunha; David,

2024). Ainda assim, estudos quanto ao potencial do extrato etanélico das flores de A.
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occidentale (EAQO) sobre os membros do grupo ESKAPE e seus fatores de viruléncia séo

€SCassos.

A caracterizacdo quimica do extrato identificou 14 picos correspondentes ao acido
chiquimico, acido galico, quercetina, isoquercetina, galoil glucose, digaloilglucose,
isbmero 1 e isomero 2. Compostos semelhantes foram descritos por Silva et al., (2016),
incluindo 4&cido galico e acido chiquimico. Entretanto, nas nossas andlises ndo
identificamos a presenca do acido anacardico, descrito anteriormente por Oliveira (2022),
ao analisarem extrato por espectrometria de massa, possivelmente, devido a técnica de
andlise utilizada, ou ao periodo da coleta do material vegetal, pois ha evidencias que as
condi¢des ambientais influenciam significativamente a sintese e o acimulo de metabdlitos
secundarios em plantas medicinais (Mohammadi et al., 2021; Dong et al., 2024). No
entanto, ndo temos evidéncias quanto as variacdes de temperatura, pluviosidade e outros
dados ambientais sobre a composicdo dos metabolitos secundarios das flores de A.
occidentale, o que abre uma nova possibilidade de investigacdo futura visando estabelecer
a relacdo entre a qualidade da planta medicinal e os fatores ecoldgicos.

Importante mencionar que esta é a primeira vez que séo identificadas no extrato
das flores do cajueiro a quercetina e isoquercetina na forma glicosilada. Embora esses
compostos ja tenham sido identificados em extratos oriundos de outras partes de A.
occidentale ou em outras espécies do género Anacardium (Chaves et al., 2021; Freitas et
al., 2022). A quercetina € um flavonoide amplamente investigado devido as suas varias
propriedades biol6gicas, que incluem a acdo antimicrobiana contra bactérias, como S.
aureus meticilina resistente (MRSA) entre outras (Li et al., 2012; Nguyen; Bhattacharya,
2022).

Ha evidéncias de que os flavonoides, como a quercetina e a apigenina, podem
modificar a permeabilidade da parede celular e a membrana das bactérias, devido a sua
afinidade com essas estruturas, resultando em disfungdo metabdlica (Eumkeb et al., 2013
Hooda et al., 2020). Adicionalmente, ha relatos que os polifendis podem impedir a
expressdo da molécula quorum sensing, sinalizadora essencial para o aumento da densidade

e maturacdo do biofilme (Roy et al., 2018).
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Os demais compostos identificados no extrato como os acidos galico e chiquimico
sdo amplamente estudados quanto as suas atividades bioldgicas. O &cido gélico atua na lise
das membranas bacterianas; enquanto o acido chiguimico, tem sido investigado quanto ao
seu potencial coadjuvante com o0s beta-lactdmicos contra bactérias multirresistentes,
incluindo MRSA (Hadidi et al., 2024; Hou et al., 2024). Importante destacar que o &cido
chiquimico é percursor intermediario na via do chiquimato, rota importante de sintese de
varios metabolitos secundarios, incluindo o acido galico, que estdo envolvidos na defesa
da planta. Assim, a identificacdo do percursor intermediario (acido chiquimico) e do
produto final (&cido galico) evidencia a capacidade biossintética das flores de A.
occidentale na producdo de metabdlitos secundarios com propriedades antimicrobianas
(Movahedi et al., 2021).

Um aspecto interessante da nossa avaliagdo quimica foi a deteccdo de
isoquercetina glicosilada e a modificacdo estrutural de flavonoides e taninos hidrolisaveis,
como a observada para galoil glucose e suas variacGes. Essas alteracfes quimicas sao
importantes pois alteram a biodisponibilidade dos compostos e podem influenciar a
afinidade dessas substancias com os alvos moleculares, impactando na atividade biolégica
desses compostos (Kovac et al., 2022).

Os ensaios microbioldgicos in vitro, mostraram que o extrato inibiu o crescimento
de bactérias Gram-positivas (Enterococcus faecalis-ATCC29212 e Staphylococcus aureus-
ATCC25923) e Gram-negativas (Escherichia coli-ATCC25922), resultados semelhantes
aos descritos anteriormente por Silva et al., (2016) usando 0 método de disco- difusdo. Os
dados mostraram também que Klebsiella pneumoniae foi a menos sensivel ao EAO,
diferentemente do relatado anteriormente por SILVA et al., (2016), indicando que apesar
dos extratos utilizados serem oriundo das flores, alteragdes na composi¢do quimica podem
ter impactado esse resultado. Merece atencdo a eficacia do EAO contra as diferentes
linhagens clinicas de MRSA aqui testadas, sobretudo se considerarmos o elevado potencial

de resisténcia dessas bactérias aos antimicrobianos convencionais.

Resultados anteriores mostraram a atividade antibidtica do extrato hidroetandlico
das cascas do caule e folhas de Anacardium occidentale contra cepas padréo de S. aureus
e MRSA, pelo método de disco de difusdo e microdiluicdo em caldo; relacionando a
atividade biologica a presenca de taninos, flavonoides, catequinas e alcaloides (Silva et al.,

2016; Nisa et al., 2024; Maganda et al., 2024). Entretanto, ao que tudo indica, esse parece
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ser o primeiro relato da agédo do extrato das flores de A. occidentale frente a amostras
clinicas de MRSA incluindo efeitos do extrato sobre fatores de viruléncia como adeséo e

formacéo de biofilme.

No presente estudo os resultados mostram que o EAO foi mais eficaz frente as
bactérias Gram-positivas sugerindo maior afinidade dos compostos do extrato com as
membrana e fatores de viruléncia desse grupo de bactérias. Relevante lembrar que as
bactérias Gram-positivas possuem parede celular mais simples, composta quase que
completamente por peptidoglicano, associados a integridade e rigidez bacteriana, além de
exotoxinas, compostas pelo &cido lipoteicdico, composto envolvido na adesdo dessas
bactérias as células animais, como macréfagos e linfocitos. Ja as bactérias Gram-negativas
apresentam na parede celular bacteriana os lipopolissacarideos, que funcionam como fator
de resisténcia fisica e de viruléncia, além de estarem associados a amplificacdo das reacGes
inflamatorias e na reducdo da permeabilidade aos agentes antimicrobianos (Tavares et al.,
2020). Mesmo quantidades pequenas de endotoxinas sdo capazes de induzir a resposta
inflamatdria, o que contribui para os elevados indices de mortalidade nas infeccGes
bacterianas. Assim, é razoavel propor que a atividade antimicrobiana observada para o
EAO pode estar associada as caracteristicas morfolégicas dos microrganismos incluindo a

afinidade dos compostos presentes no extrato a membrana dessas bactérias.

A partir dos resultados de CIM e CBM, foram selecionadas as amostras padréo
de S. aureus, E. coli, e uma amostra clinica de MRSA para continuar 0s ensaios in vitro na
avaliacdo dos efeitos do extrato sobre a adesdo e os biofilmes pré-formados e formados. Os
resultados mostraram que o extrato, em todas as concentracdes testadas, inibiu tanto a
adesdo, como os biofilmes quando avaliamos a biomassa e a viabilidade desses fatores de
viruléncia. Tanto a reducéo da biomassa como a redugéo da viabilidade bacteriana indicam
gue 0 EAO tem acdo bactericida, o que se confirma pelos dados relativos a razdao CIM/CBM
que foi de 2 para as amostras avaliadas, pois de acordo com Siddiqui et al., 2013, esse valor

indica que a substancia testada ¢é bactericida.

O extrato foi efetivo contra as bactérias S. aureus, E. coli e MRSA na forma
planctdnica e apresentou atividade quanto a inibicdo da adesdo e formacdo de biofilmes

para essas mesmas bactérias.

A adesdo é um dos pontos primordiais no estabelecimento da infeccao, por isso

ha, cada vez mais, estudos sobre a adesdo bacteriana visando interromper essa etapa da
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infecgdo. J& existem relatos quanto a atividade do acido galico na inibicdo da adesdo de
MRSA, considerando tanto a reducdo da viabilidade como da biomassa (Sang et al., 2024),
ou da quercetina em relacdo a adesdo de Streptococcus mutans. Entretanto, ao que tudo
indica, ainda séo escassos 0s dados sobre o potencial inibitorio do extrato das flores sobre

esse fator de viruléncia.

O EAO inibiu a biomassa e a viabilidade de biofilmes pré-formados e formados
de todas as especies bacterianas testadas. A formacdo de biofilme € um dos maiores
desafios na epidemiologia das infec¢bes associadas aos dispositivos médicos, pois essas
estruturas contribuem para a disseminacdo e permanéncia das infeccBes, ja que se
organizam em coldnias que impedem a acdo do sistema imune dos hospedeiros e dificultam
0 acesso dos antibidticos (Jamal et al., 2018). Estima-se que mais de 150 milhdes de
pessoas sejam afetadas anualmente por infec¢fes do trato urinario associadas ao uso de
cateteres, doenca mais frequente provocada por biofilme em equipamentos médicos
(Mishra et al., 2024; Kosmeri et al., 2024). Nas infecc6es por biofilme, E. coli, S. aureus e
MRSA sdo associadas a, respectivamente, 100%, 90% e 60,8% dos casos (Cangui-Pachi et
al., 2022), uma das razdes que nos motivaram a investigar os efeitos do EAO sobre essas
bactérias, j& que elas também fazem parte do grupo ESKAPE.

Como observado anteriormente para adesdo, também ndo encontramos dados
relativos aos efeitos de extratos das flores de A. occidentale sobre a formagéo de biofilmes.
Entretanto, atividade anti-biofilme de extrato da casca da castanha do caju inibiu os
biofilmes de espécies do género Streptococcus e para Enterococcus faecalis (Souza et al.,
2022). Souza et al., (2022) relataram a acao de reducdo da biomassa de biofilmes quando
tratados com liquidos da casca do caju, atividade semelhante foi descrita por Furtado et al.,
(2014) ao utilizarem o extrato do bagaco do pedunculo do cajueiro contra Streptococcus
mutans. Em relacdo aos compostos isolados ja foi descrita o efeito anti-biofilme de
microparticulas de acido anacardico para S. mutans (Lima et al., 2020) e E. faecalis (Borges
et al., 2020).

Nas avaliagdes in vivo utilizando as larvas de T. molitor observamos que extrato
apresentou baixa toxicidade, pois doses de até 50 mg/mL asseguraram a sobrevida de mais
de 80% dos animais. Também observamos que o inoculo de S. aureus so foi letal para
larvas com concentragBes entre 10° e 10" UFC/ puL. Em relacdo aos demais indculos

testados (10* até 10 UFC/uL) foi possivel observar uma melhor sobrevida, com evolugio
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mais lenta da morte das larvas, indicando que esses indculos ndo devem ser utilizados em
ensaios que visam avaliar a eficcia de extratos vegetais e outros produtos na sobrevida das

larvas submetidas a infeccéo letal por S. aureus.

O indculo letal de 10° UFC/ pL foi o selecionado para prosseguir os ensaios in
Vivo, pois ocasionou morte de todas as larvas em até 24 horas. A quantificacdo de UFC das
larvas infectadas mostrou crescimento bacteriano exponencial quando as larvas foram
avaliadas 6 horas ap0s a infeccdo. Esses resultados se correlacionam com o observado na
pratica clinica, em que a mortalidade de pacientes, especialmente imunossuprimidos ou em
uso de dispositivos médicos, com bacteremias severas em UTlIs, geralmente ocorre de 24 a
72 horas (Oliveira et al., 2012).

A partir dos dados de toxicidade e padronizacdo de inéculo para T. molitor,
avaliamos os efeitos do extrato na infeccdo letal por S. aureus. Os resultados mostraram
que o tratamento com as trés concentragdes utilizadas do EAO prolongou a sobrevida e
aumentou a expectativa de vida das larvas, de forma dose dependente. A maior
concentragdo do EAO (2x CIM) foi a mais eficaz, seguido do tratamento com CIM e %
CIM.

A resposta imune de insetos durante as infeccBes bacterianas €, principalmente,
mediada pelos hemdcitos, células fagociticas presentes na hemolinfa, que apresentam
receptores capazes de se ligar a moléculas bacterianas classificadas como PAMPS (padrdes
moleculares associados aos patdgenos) (Urbanaski et al., 2018). T. molitor apresenta
também peptideos antimicrobianos (AMPs). Dentre os quais podemos citar a Tenecina 1,
efetiva no controle de bactérias Gram-positivas (Dorling et al., 2015). Assim sendo, é
razoavel propor, ainda que sem evidéncias diretas, que além da ac&o bactericida do extrato,
pode também ter ocorrido ativacdo do sistema imune das larvas. Reforcam nossas
proposi¢cdes os dados descritos por Dorling et al., 2015, ao descreverem que 0s acidos
teicoicos presentes na parede celular de S. aureus, podem restringir o0 acesso dos receptores
de reconhecimento de padrdes (PRR) presentes nas células de T. molitor. Essa acéo é
potenciada quando o aminoacido D-alanina é agregado as subunidades dos acidos teicdicos.
Indicando que esses fatores sdo importantes no controle da infec¢do de S. aureus em T.

molitor.

Sugere-se que a acdo do EAO na infecgéo letal das larvas de T. molitor esteja

relacionada a ac¢do antibacteriana do extrato e aos efeitos na ativacdo de mecanismos de
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neutralizagdo de infeccdo presentes nas larvas, resultando em maior lise bacteriana
(Eumkeb et al., 2013; Rahimifard et al., 2017). Entretanto, até o presente momento s
temos dados relativos a acdo do extrato sobre as bactérias, permanece como desafio a

investigacao dos efeitos do extrato no sistema imune das larvas.

Apesar das larvas de T. molitor serem amplamente utilizadas como modelo de
infeccé@o nos estudos de bioprospeccao de produtos naturais (Mcgonigle et al., 2016; Souza
et al., 2018; Oliveira, 2022), ndo foram encontradas publicacdes que relatassem a avaliacéo

do potencial antibidtico do EAO na infeccdo letal por S. aureus em T. molitor.

O resultado do ensaio de infeccdo in vivo além pioneiro é extremamente relevante,
dada a associacdo de S. aureus, com uma variedade de infeccdes locais e sistémicas.
Ademais, reafirma a importancia da espécie vegetal Anacardium occidentale como uma
fonte rica de compostos bioativos, que podem ser utilizados isoladamente no
desenvolvimento de novos fitoterapicos ou como coadjuvante terapéutico (Silva, 2015;
Silva et al, 2016; Oliveira et al, 2019; Silva et al, 2021; Santos, 2021; Oliveira, 2022).

7. CONCLUSOES

O extrato etandlico das flores de A. occidentale apresentou atividade antimicrobiana
contra S. aureus, MRSA, E. faecalis e E. coli. Adicionalmente, o tratamento com o extrato
inibiu tanto a adesdo como o biofilme de S. aureus, MRSA e E. coli, 0 que deve ter
contribuido para prolongar a sobrevida e aumentar a expectativa de vida das larvas de T.

molitor letalmente infectadas por S. aureus.
8. PERSPECTIVAS FUTURAS

O extrato etandlico das flores de A. occidentale exibiu atividade antimicrobiana e
antiviruléncia promissora in vitro. Ademais apresentou baixa toxicidade in vivo e foi capaz
de prolongar a sobrevida de larvas infectadas letalmente por S. aureus, pelo menos nas
doses testadas na pesquisa. Os resultados, em conjunto, trazem novos questionamentos
como se: 0 extrato bruto seria capaz de controlar processos infecciosos in vivo em modelo
vertebrado em infeccdo letal ocasionada por S. aureus. Essa proposi¢do sera investigada
em testes futuros, assim como também serd avaliada a atividade sinérgica entre o extrato e
a ciprofloxacina e as suas principais a¢0es no sistema imune das larvas de T. molitor e de

camundongos.
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ANEXOS
ANEXO I — Identificagcdo da planta no Herbario do Maranhao
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Fundsci i buiss e e e do L o™ 1 22 da IHEABE - Sia Lu - Bharsside.

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA - CCBS

HERBARIO DO MARANHAQ - MAR

S&o Luis, 30 de Outubro de 2023,

CONFIRMACAQ DE IDENTIFICACAQ

Segue abaixe a confirmagio da identificacio solicitada. Desde j4 agradecemos o envio do

material & informamaos que o mesmo estard devidamente catalogado no acervo do Herbario

MAKR.
N*tombo | Coletor (nimero) Familia Espécie
MAK
14.70% SANTOS, PG (01 ANACARDIACEAE | Awacardinm accidentale L

Atenclosamente,

: do M,
Prof. Or. Eduardo B. de Almeida Jr.
Curador do Herbario MAR

Carmpus Clakormiiyogo Baenga - Doparlamoodn do Eavodis - Av oo Foroguasas, T30 - S50 Lwe. M0 - CEF S5080.E0 -
Fona (8] J2P2 B000 Fae [1d) 2m2836 - Sl waw.Linair
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ANEXO II — Cadastro da planta no SisGen

'-"L_. -
Ministério do Meio Ambianta )
COMSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO
SISTEMA MACIOMAL DE GESTAD DD PATRIMENIO GENETIED E DO CONHECIMENTD TRADICIONAL ASSOCIADD

Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n® AAABE4E

& afividade de acesso ac Patriménio Genético, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no SisGen,
em stendimento ao previsto na Lei n® 131232015 & seus regulamentos.

Mimero do cadasiro: AMREELE

Usuario: Rosane HNM Guerra
CRFICHR: T56.037.807-20
Chbjeto do Acesso; Patrimanio Genético
Finalidade do Acessao: Pesquisa
Espécie

Anscardium occidentale occidentale

Titulo da Atvidade: Avaliagio da atividade antimicrobiana, antifunglca e imunologica de
Anacardium occidentale
Equipe
Rosane MM Guerra INDEFEMDENTE
Data do Cadastro: 23092022 11:39:08
Situapdo do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestdo do Patrimanio Gengfico
Situagdo cadastral conforme consulta 3o SisGan em 11:44 de 230972022
vv SISTEMA NACIONAL DE GESTAD
DO PATRIMONIO GENETICGD
E DO CONHECIMENTD TRADICIONAL

A./,k ASSQCIADD - SISGEN




