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Resumo

A resisténcia bacteriana € um problema de satde publica mundial e isolados resistentes como
o Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), frequentemente causam infeccoes
graves e de dificil tratamento. A pesquisa por novos agentes antimicrobianos é necesséria e
produtos naturais como o0s peptideos antimicrobianos tém sido evidenciados, como é o caso
da melitina, uma fracdo do veneno da abelha Apis mellifera, que ja possui acgdo
antimicrobiana reportada. A melitina pode apresentar atividade hemolitica, sendo ideais novas
estratégias como um sinergismo com antibioticos ou associada a sistemas nanocarreados,
como nanoparticulas ou nanoemulsdes. Os objetivos desse trabalho foram sintetizar uma
nanoparticula de ouro conjugada com melitina (AuNPs melitina) e duas formulacbes
diferentes de nanoemulsdes contendo melitina, avaliar a atividade antibacteriana da melitina,
da sua associacdo com oxacilina, dos antibioticos oxacilina e cefalotina, da AuNPs melitina e
das nanoemulsdes sobre MRSA ATCC 33591 e um MRSA isolado clinico, avaliar atividade
antibiofilme dos produtos que apresentaram atividade antibacterina e investigar 0s seus
mecanismos de acdo sobre MRSA. As nanoparticulas de ouro (AuNPs) foram funcionalizadas
com citrato de sédio e ativadas com 1-etil-3-(3- dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) e N-
hidroxisuccinimida (NHS) e posterior conjugacdo da melitina; também foi realizada a sintese
de duas formulacBes diferentes de nanoemulsdes contendo melitina. A atividade
antibacteriana sobre os isolados foi realizada de acordo com a metodologia Resazurin
Microtiter Assay (REMA), para determinar a concentra¢do inibitéria minima (CIM) da
melitina, antibidticos, AuNPs melitina e nanoemulsdes com melitina. O sinergismo da
melitina com antibidticos (oxacilina e cefalotina) foi testado por meio da curva de
sobrevivéncia (time kill curve). A acdo antibiofilme de melitina, oxacilina e da associacdo de
melitina com oxacilina (mel+oxa) e a acdo desses produtos sobre a membrana celular dos
isolados foram verificadas. Ensaios de atividade hemolitica e de citometria de fluxo,
citotoxicidade em células HaCaT, foram realizados. Os mecanismos de a¢do dos produtos
testados com atividade antibacteriana foram investigados por meio da andlise protedmica,
sendo que a cepa MRSA ATCC foi tratada com concentrag¢@es subinibitorias dos tratamentos.
As AuNPs melitina e as duas nanoemulsdes diferentes contendo melitina foram sintetizadas,
obtendo uma concentracdo final de 250 pg/mL de melitina em cada nanoestruturado, sendo
que nenhum nanoestruturado apresentou acdo antibacteriana frente a MRSA. A melitina
apresentou uma CIM de 5,3 pg/mL sobre MRSA ATCC e de 4,0 ug/mL para MRSA isolado
clinico; ja a oxacilina apresentou CIM de 16 pg/mL para MRSA ATCC e de 8 pg/mL para



MRSA isolado. A associacdo mel+oxa mostrou ser sinérgica e bactericida para ambos MRSA.
ConcentracOes subinibitorias da mel+oxa foram capazes de reduzir a formacédo de biofilme de
MRSA ATCC e concentracdes suprainibitérias foram capazes de erradicar biofilmes
estabelecidos. A melitina e mel+oxa mostraram ter acdo sobre a permeabilidade da membrana
celular pelo aumento na condutividade elétrica relativa, extravasamento de proteinas,
liberagdo de &cidos nucleicos e efluxo de ions potéssio e fosfato. A taxa de hemdlise da
melitina em sua CIM foi de 0,2%, ja a combinacdo de mel+oxa, em sua CIM néo apresentou
hemolise em eritrécitos humanos. A melitina e mel+oxa ndo causaram apoptose ou morte
tardia em células de queratindcitos HaCaT. A andlise protedbmica sobre MRSA ATCC
mostrou que a melitina, oxacilina e mel+oxa causaram uma expressao diferencial de proteinas
em relacdo ao controle, indicando acdo sobre a sintese proteica e metabolismo energético. Os
nanoestruturados contendo a melitina ndo apresentaram atividade antibacteriana nas
concentragOes e formulagdes testadas sobre MRSA. O tratamento mel+oxa mostrou atividade
antibacteriana e antibiofilme sobre MRSA, néo apresentou hemélise no valor da CIM e nem
citotoxicidade em células HaCaT e mostrou acao sobre a membrana celular de MRSA e sobre
diferentes alvos intracelulares, afetando principalmente o metabolismo energético e a sintese
proteica de MRSA. A associacdo de melitina e oxacilina apresenta consideravel potencial para
o0 desenvolvimento de agentes antibacterianos ou de novos tratamentos contra MRSA.

Palavras-chave: analise protedbmica; atividade hemolitica; biofilme; citometria de fluxo;

sinergismo



Antibacterial activity and mechanisms of action of melittin and its association with
oxacillin against methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)

Abstract

Bacterial resistance is a global public health problem and resistant isolates such as methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (MRSA) often cause serious and difficult-to-treat infections.
Research for new antimicrobial agents is necessary and natural products such as antimicrobial
peptides have been evidenced, such as melittin, a fraction of the venom of Apis mellifera bee,
which already has reported antimicrobial action. Melittin may have hemolytic activity and
new strategies are ideal such as synergism with antibiotics or associated with nanocarried
systems, such as nanoparticles or nanoemulsions. The objectives were to synthesize a gold
nanoparticle conjugated with melittin (melittin AuNPs) and two different formulations of
nanoemulsions containing melittin, to evaluate the antibacterial activity of melittin, its
association with oxacillin, antibiotics oxacillin and cephalothin, AuNPs melittin and
nanoemulsions on ATCC 33591 MRSA and a clinical isolate MRSA, to evaluate the
antibiofilm activity of the producys that showed antibacterial activity and investigate its
mechanisms of action on MRSA. Gold nanoparticles (AuNPs) were functionalized with
sodium citrate and activated with 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDC) and
N-hydroxysuccinimide (NHS) and subsequent conjugation of melittin; the synthesis of two
different formulations of nanoemulsions containing melittin was also carried out.
Antibacterial activity against the bacterial isolates was performed according to the Resazurin
Microtiter Assay (REMA) to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) of
melittin, antibiotics, melittin AuNPs and melittin nanoemulsions. The synergism of melittin
with antibiotics (oxacillin and cephalothin) was tested using the time kill curve. The
antibiofilm action of melittin, oxacillin and the association of melittin with oxacillin
(mel+oxa) were tested and the mechanisms of action of these products on the bacterial
isolates cell membrane were verified. Hemolytic activity and flow cytometry assays,
cytotoxicity in HaCaT cells, were performed. The proteomics analysis investigated the
mechanisms of action of the tested products with antibacterial activity; the MRSA ATCC was
treated with subinhibitory concentrations of the treatments. The synthesized AuNPs melittin
and the two different nanoemulsions containing melittin, with a final concentration of 250
pg/mL of melittin in each nanostructure, showed no antibacterial action against MRSA.
Melittin had a MIC of 5.3 pg/mL for MRSA ATCC and 4.0 pg/mL for isolate MRSA,;



oxacillin presented a MIC of 16 pg/mL for MRSA ATCC and 8 pg/mL for isolate MRSA.
The mel+oxa association proved to be synergistic and bactericidal for both MRSA.
Subinhibitory concentrations of mel+oxa reduced the biofilm formation of both MRSA and
suprainhibitory concentrations eradicate established biofilms. Melittin and mel+oxa showed
action on the permeability of the cell membrane, increased the relative electrical conductivity,
promoted protein extravasation, released nucleic acids and caused efflux of potassium and
phosphate ions. The hemolysis rate of melittin in its MIC was 0.2%, whereas the combination
of mel+oxa, in its MIC, did not present hemolysis in human erythrocytes. Melittin and
mel+oxa did not cause apoptosis or necrosis in HaCaT keratinocyte cells. Proteomic analysis
on MRSA ATCC showed that melittin, oxacillin and mel+oxa caused a differential expression
of proteins in relation to the control, indicating action on protein synthesis and energy
metabolism. The mel+oxa treatment showed antibacterial and antibiofilm activity on MRSA,
showing no hemolysis in its MIC value and no cytotoxicity in HaCaT cells and presented
action on the MRSA cell membrane and on different targets, mainly affecting energy
metabolism and protein synthesis. The association of melittin and oxacillin presents
considerable potential for the development of antibacterial agents or new treatments against
MRSA.

Keywords: biofilm; flow cytometry; hemolytic activity; proteomic analysis; synergism
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1. Introducgéo

1.1. Aspectos gerais de resisténcia bacteriana

As pesquisas por alternativas terapéuticas para as doencas infecciosas sdo necessarias
e devem ser constantes. Além disto, a resisténcia bacteriana tornou-se um problema de saude
publica mundial devido ao uso intenso dos antibidticos. Segundo o Centro de Controle e
Prevencdo de Doencas dos Estados Unidos (CDC, 2019), essa resisténcia vem elevando a
mortalidade, morbidade e os custos com saude sendo que ao redor de 2,8 milhdes de pessoas
foram acometidas com infec¢cBes por bactérias resistentes aos antibidticos com um custo
estimado em mais de 20 bilhdes de dolares por ano. Em 2019, cerca de cinco milhdes de
mortes ocorreram no mundo associadas a infeccGes causadas por bactérias resistentes
(LAXMINARAYAN, 2022).

Algumas bactérias oportunistas Gram-positivas e Gram-negativas apresentam grande
resisténcia aos antibioticos, como € o caso das denominadas ESKAPE: Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus (S. aureus), Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa e algumas espécies de Enterobacter spp, sendo consideradas
potenciais causadoras de infeccdes com alta risco de mortalidade. Das bactérias Gram-
positivas as que mais podem causar infeccdes de dificil tratamento sdo o Staphylococcus
aureus meticilina resistente (MRSA), S. aureus com resisténcia intermediaria a vancomicina
(VISA), S. aureus vancomicina resistente (VRSA) e o Enterococcus vancomicina resistente
(VRE) (PFALZGRAFF; BRANDENBURG; WEINDL, 2018; TSAKOU et al., 2020).

Os genes de resisténcia aos antibidticos podem ser inatos da bactéria ou podem ser
adquiridos. A aquisicdo de genes de resisténcia pode ocorrer por meio de mutacoes
cromossomais que acontecem aleatoriamente, em uma frequéncia estimada de 10° por gene,
sendo que o rearranjo de sequéncias de nucleotideos pode acontecer por inversdes,
duplicacgdes, insercdes, delecdes e transposicdes. As bactérias também podem adquirir genes
de resisténcia por meio de plasmideos e outros tipos de elementos genéticos moveis por meio
de trés processos: via bacteriofagos na transducdo, na transformacdo quando ha aquisicéo de
elementos genéticos que estdo no ambiente que foram liberados por bactérias mortas ou pela
conjugacdo, processo em que bactérias adquirem os elementos genéticos moveis contendo

genes de resisténcia, geralmente por meio do pili (LA et al., 2022).

24



g A W N

© 00 N O

10
11
12

13
14
15
16

17

18
19
20
21
22
23
24
25

26
27
28
29
30

Os mecanismos de resisténcia bacteriana aos antibidticos sdo distintos com destaque
para a inativacdo enzimatica dos antibioticos, alteragdo dos sitios alvos do farmaco, alteragéo
da permeabilidade do farmaco (diminuindo a concentracdo intracelular dos antimicrobianos) e
pelo uso de bombas de efluxo (expulsdo do farmaco do interior da célula) (UDDIN et al.
2021).

Algumas praticas podem ser aplicadas para tentar controlar a resisténcia bacteriana,
como regular e controlar a administracdo de antibioticos para que ndo haja o uso incorreto
elou prescrigOes erradas de antibioticos na clinica; necessidade de minimizar o uso na criagdo
animal restringindo apenas o uso em animais doentes e sob supervisdo veterinaria; reportar e
monitorar o uso de antibidticos e o aparecimento de isolados resistentes; desenvolvimento de
agentes antibacterianos e pesquisa por novos modelos de liberacdo controlada desses

farmacos como nanoparticulas, nanoemulses e lipossomas (UDDIN et al., 2021).

A resisténcia antimicrobiana estava restrita aos ambientes hospitalares, até que em
meados de 1990, comecaram a aparecer isolados de origem comunitéria, com destaque para o
Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA) USA300 que emergiu como um dos
mais prevalentes nos EUA, depois se espalhando para o resto do mundo (LAI et al., 2022).

1.2. Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus (S. aureus) € uma bactéria Gram-positiva e comensal,
presente na pele e mucosas, sendo carreada por 30 a 50% da populacdo, principalmente
alojada na mucosa nasal. O S. aureus apresenta capacidade de formacdo de biofilme e
producdo de toxinas e € oportunista, podendo causar infeccdes de pele e em tecidos moles,
infeccbes cronicas de feridas, endocardites, bacteremias nosocomiais, infecgdes sanguineas,
pneumonias, osteomielite, infecgdes associadas a dispositivos implantaveis como cateteres,
podendo ocasionar quadros de sepse e até levar os pacientes a 6bito (PARASTAN et al., 2020;
LIU, W. etal., 2021).

A partir de 1961, isolados de Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA)
associados aos ambientes hospitalares emergiram no Reino Unido e novos clones apareceram
e se espalharam pelo mundo. No final de 1980 e comeco de 1990, isolados resistentes de
origem comunitaria comegaram a surgir. As infeccdes por MRSA sdo as mesmas que as de

Staphylococcus aureus suscetivel a meticilina (MSSA), porém séo de dificil tratamento, alta
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mortalidade e alto custo com maiores estadias no hospital (LIU, Y. et al., 2021; LAI et al.,
2022).

Segundo o CDC, o numero de casos reportados de MRSA ultrapassaram 323 mil e
mais de 10 mil dbitos anuais (CDC, 2019); no Reino Unido, mais de 12 mil casos anuais de
bacteremias por MRSA foram relatados (PHE, 2020). MRSA apresenta resisténcia aos
macrolideos, aminoglicosideos, tetraciclinas e fluoroguinolonas, sendo as opg¢des mais viaveis
de tratamento: tigeciclina, linezolida, ceftarolina, teicoplanina, daptomicina e vancomicina
(LIU, W. et al., 2021).

A resisténcia de MRSA esta relacionada com o gene mecA e mecC que € carreado pelo
elemento movel conhecido como cassete cromossémico estafilococico (SCCmec). Existem 12
tipos de SCCmec (I-X11) e todos contém o gene mecA (com excecao do tipo XI que contém o
homdlogo mecC) e esse gene codifica a proteina de ligacéo a penicilina 2a (PBP2a). A PBP2a
possui uma baixa afinidade para os antibioticos B-lactamicos e na presenca desses antibidticos
héa inibicdo da funcdo das quatro proteinas nativas de ligacdo a penicilina de S. aureus (PBP1,
PBP2, PPB3 e PBP4), fazendo com que esses antibidticos ndo sejam eficazes (LEE et al.,
2018; LIU, W. et al., 2021).

1.2.1. Biofilme

O biofilme é uma comunidade de microrganismos sésseis que se instala em superficies
abidticas ou bidticas e esta envolto por uma camada de matriz extracelular produzida por
essas bactérias. A composicdo da matriz polimérica inclui: proteinas, polissacarideos e DNA
externo (eDNA), conferindo a estabilidade e protecdo do biofilme. O biofilme pode ser
formado por uma ou mais espécies bacterianas (H@IBY et al., 2010; PARASTAN et al.,
2021). O biofilme bacteriano costuma causar infeccdes crdnicas com antibioticoterapia
persistente, inflamac&o e danos teciduais; e geralmente ocorre nos dentes, valvulas do coragdo
(endocardite), feridas cronicas e em dispositivos implantaveis como cateteres e stents
(HIBY et al., 2010).

A comunidade bacteriana do biofilme altera algumas caracteristicas como expressao
génica, producdo de proteinas e a susceptibilidade aos antibidticos em relacdo as células
planctonicas. As bactérias presentes no biofilme apresentam maior resisténcia, cerca de 100 a

1000 vezes mais resistentes aos antibidticos do que as bactérias na forma planctonica e séo
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menos susceptiveis a acdo do sistema imune do hospedeiro. Os fatores que determinam essa
maior resisténcia sdo: camada de matriz polimérica extracelular no qual as células estdo
embebidas; taxa de crescimento reduzida dentro dos biofilmes devido a baixa concentracdo de
oxigénio; baixa sintese proteica e baixa atividade metabolica (na superficie essas condicdes
sdo favoraveis, mas no centro do biofilme ha baixa atividade); e a presenca de células
persistentes (células dormentes e ndo crescentes na matriz do biofilme que séo de dificil
erradicacdo). Nos biofilmes ha elevadas taxas de mutacdo e ocorrem transmissdes horizontais
de genes, contribuindo também para a sua resisténcia aos antimicrobianos (HGIBY et al.,
2010; REFFUVEILLE et al., 2014; PARASTAN et al., 2021).

O inicio da formacdo do biofilme comeca com a bactéria planctdnica se aderindo a
uma superficie (bidtica ou abidtica) por meio de forcas de van der Waals, interacGes estéricas
e eletrostaticas e interages hidrofdbicas e hidrofilicas, sendo essa adeséo irreversivel; depois
ela se adere a matriz do hospedeiro por meio dos componentes da superficie microbiana que
reconhecem moléculas adesivas da matriz (MSCRAMMS) e de moléculas adesivas de
repertorio expandido (SERAMs). As MSCRAMNMs sdo proteinas que sdo ancoradas na parede
celular de S. aureus e desempenham funcdo de adesdo, invasdo de células hospedeiras, evasao
do sistema imune e formacdo de biofilme. O polissacarideo intercelular adesina (PIA) ou
poly-N-succinil-p-1,6-glucosamina (PNAG) tem sua sintese controlada pelo locus adeséo
intercelular (ica): genes icaADBC e icaR sdo responsaveis pela adesdo intercelular das células
bacterianas e pela adesdo das células bacterianas com a superficie. O locus ica esta presente
na maioria dos S. aureus, sendo um possivel gene acessoério (RUMBAUGH; SAUER, 2020;
PARASTAN et al., 2021).

Ap0s a adesdo, ocorre a formacdo das microcoldnias que se ligam umas as outras e
comegam a produzir a matriz polimérica extracelular que ird recobrir todo o biofilme. O
quarto passo da formacdo é a maturacao das microcoldnias e o estabelecimento de canais para
circulacdo de nutrientes dentro do biofilme, sendo que diferentes lugares do biofilme
apresentam diferentes condi¢bes de oxigénio, substrato, pH e diferentes expressées génicas.
Apos sua formacdo, algumas células bacterianas sésseis conseguem se converter a células
planctdnicas e se dispersam em novos locais podendo desenvolver outros biofilmes
(RUMBAUGH; SAUER, 2020; PARASTAN et al., 2021).
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No S. aureus o gene acessorio regulador (agr) do sistema de quorum sensing (locus
cromossomal agrBDCA) funciona como uma comunicacdo entre as células bacterianas do
biofilme, sendo capaz de perceber a quantidade de moléculas sinalizadoras e de identificar sua
densidade populacional e podendo alterar a expressdo de genes de acordo. Esse gene é
responsavel por regular a formacéo do biofilme de S. aureus, regular os fatores de viruléncia,
sintese de enzimas e a resisténcia aos antibioticos (LIU, W. et al., 2021; PARASTAN et al.,
2021).

1.3. Peptideos antimicrobianos

Os produtos naturais sdo uma fonte de compostos ativos, apresentando grande
diversidade estrutural e quimica e muitos mecanismos de acdo, sendo ideais para o
desenvolvimento de novos farmacos e agentes terapéuticos. Os compostos ativos ainda podem
passar por modificacdes quimicas e estruturais visando uma melhor acdo antibacteriana.
Cerca de 60% dos compostos quimicos com acdo antibacteriana séo originarios de produtos
naturais (ZHANG et al., 2020; MIETHKE et al., 2021).

Os peptideos antimicrobianos (PAMSs) sdo moléculas de defesa derivadas de varios
tipos de organismos vivos desde insetos, plantas, anfibios, microrganismos até mamiferos.
Em geral, os peptideos costumam ser anfipaticos, catibnicos, pequenos (12 a 50 aminoacidos)
e apresentam amplo espectro de acdo contra bactérias, fungos, virus e parasitas
(PFALZGRAFF; BRANDENBURG; WEINDL, 2018). A melitina, uma fragdo do veneno da
abelha Apis mellifera, ¢ um exemplo de peptideo antimicrobiano que vem sendo estudado

devido a sua rapida e eficiente acdo contra uma grande variedade de microrganismos.

Sé&o conhecidos mais de 3000 PAMs e alguns séo aprovados pela FDA (U.S. Food and
Drug Administration): colistina, gramicidina D, daptomicina, vancomicina, oritavancina,
dalbavancina e telavancina (LI et al., 2021). Os PAMs podem ser classificados em trés tipos:
(1) peptideos lineares que formam a-hélice e ndo contém residuos de cisteina; (2) peptideos
que contém muitos residuos de prolina e/ou glicina e (3) peptideos que contém residuos de
cisteina e formam pontes de dissulfeto internamente (ELEFTHERIANOS et al., 2021).

Existem mecanismos que demonstram como 0s peptideos ativos podem romper uma

membrana plasmatica: modelo de carpete ou modelo detergente (carpet-like ou detergent-
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like), modelo poro barrel-stave e modelo poro toroidal (Figura 1). Os modelos de ac¢do estéo
relacionados com a constituicdo dos PAMs e com suas estruturas secundarias (LI et al., 2021).

IIIG
Structured peptide \L
Qe,, Threshold concentration

l N\

Toroidal pore model

HE:

Top view
- T LT

Figura 1. Modelos do modo de acdo dos peptideos antimicrobianos em membranas
plasmaticas: modelo barrel-stave, modelo poro toroidal e modelo de carpete (Fonte:
PASUPULETI et al., 2012).

No modelo de carpete ou detergente, os peptideos se acumulam na bicamada lipidica e
acabam perturbando a tenséo superficial, gerando poros ou defeitos na membrana celular das
bactérias. Para esse modelo ocorrer sdo necessarias muitas moléculas do peptideo que acabam
recobrindo a superficie da membrana justificando por isso 0 nome de carpete. Nessa interacao,
0s peptideos ficam orientados de modo paralelo as membranas e acabam perturbando a
ordenacdo lipidica, facilitando a penetragdo de agua e promovendo a distor¢éo celular seguida
de morte (LI etal., 2021).

Os PAMs no modelo detergente ou carpete estdo em uma alta concentracdo de e se
acumulam na membrana celular, causando um rompimento e formacgdo de micelas. Nos
modelos barrel-stave e poro toroidal, os peptideos acabam se inserindo na membrana celular;

no barrel-stave ocorre a formacdo de um poro em forma de barril, onde em seu centro ha
29
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somente a superficie hidrofilica dos peptideos e sua parte hidrofébica fica aderida a
membrana celular, funcionando como um canal de ions; j& no poro toroidal, os peptideos e as
cabecas dos lipidios da membrana interagem e se alinham para formar poros hidrofilicos
(EBENHAN et al., 2014; LI et al., 2021).

Os PAMs que séo catidnicos apresentam uma afinidade pelas membranas plasmaticas
anibnicas das bactérias (ricas em fosfolipideos, fosfatidilglicerol, cardiolipina e
fosfatidilserina) e também ocorrem interacfes hidrofobicas entre os dominios anfipaticos dos
peptideos e cadeias-acil da membrana lipidica (BROWN; HANCOCK, 2006;
WIRADHARMA; LIU; YANG, 2012; LI et al., 2021). A acdo dos PAMs sobre as bactérias
provoca lise celular devido ao extravasamento de ions e contetdos intracelulares,
despolarizacdo do potencial da membrana e rompimento da membrana celular (LIU, Y. et al.,
2021). Os PAMs apresentam varios mecanismos de acdo, ndo atuando somente nas
membranas celulares das bactérias, mas também sobre alvos intracelulares. Um potencial alvo
dos peptideos é o DNA genémico que afeta a expressdo génica e inibicdo da sintese de
macromoléculas ou destruicdo de substancias necessarias para o metabolismo celular. Os
PAMs também podem agir sobre os ribossomos impedindo a sintese protéica além de poder
atuar sobre enzimas intracelulares e organelas (LI et al., 2021).

1.3.1.Melitina

O veneno da abelha Apis mellifera contém diversos compostos ativos e ha dois que séo
mais abundantes: a melitina, que representa cerca de 50% do peso seco do veneno e a
fosfolipase A2 que representa em média de 10 a 12% do peso seco. Também estdo presentes
substancias como: aminas biogénicas (histamina, dopamina, noradrenalina), peptideos ativos
(apamina e peptideo degranulador de mastocitos — MCD), componentes enzimaticos
(hialuronidase e fosfatase), entre outros componentes. Alguns peptideos derivados desse
veneno j& tem acdo antimicrobiana reportada na literatura: melitina, apamina e secapina,
sendo a melitina destacada por suas varias atividades bioldgicas e efeitos terapéuticos
relatados, porém com elevada toxicidade (RADY et al., 2017; CARPENA et al., 2020).

A melitina é um peptideo linear, catidnico, anfipatico e pequeno que apresenta 26
residuos de aminoacidos (PARAY et al., 2021). Possui atividade hemolitica, devido a sua
capacidade de se ligar aos eritrocitos induzindo a liberagdo de hemoglobina e promovendo

liberacdo de contetdos citoplasmaticos (GUHA et al., 2021). A melitina apresenta varias
30
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propriedades bioldgicas ja reportadas na literatura tais como antibacteriana, antiviral,
antifungica, anticancer, antiparasitaria além de poder desempenhar um papel
imunoterapéutico e ter efeitos anti-inflamatdrio e analgésico (GUHA et al., 2021; PARAY et
al., 2021).

A capacidade de reducdo da formacg&o de biofilmes da melitina em algumas bactérias
ja vem sendo relatada (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii e Klebsiella pneumoniae), podendo inclusive ocasionar a destruicéo
de biofilmes, impedir a ligacdo das bactérias com a superficie e matar as bactérias que estdo
na matriz extrapolimérica (DOSLER; KARAASLAN; GERCEKER, 2016; BARDBARI et al.,
2018; PICOLI et al., 2017; GUHA et al., 2021).

A estrutura da melitina em solucdes foi determinada por meio da espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN). Na sequéncia priméaria a melitina é anfipatica, a parte
N-terminal é mais hidrofébica que a porcdo C-terminal, essa parte € polar e catidnica. Quando
a melitina se dobra e fica em conformacdo a-hélice, ela continua apresentando uma parte
hidrofébica na superficie e uma parte polar na superficie oposta (GUHA et al., 2021). Em
solugdes onde a melitina se encontra com baixa forca idnica e/ou em pouca concentracéo, ela
se conforma como mondmero e quando se encontra em alta concentracdo e/ou com alta forca
ibnica, ela se conforma em um tetrdmero de estrutura a-hélice. Quando a melitina interage
com as membranas da bicamada lipidica, ela apresenta conformacdo em a-hélice, podendo
causar rompimento na membrana (GUHA et al., 2021; PARAY et al., 2021).

A interacdo da melitina com membranas plasmaticas causa uma permeabilizacdo dessa,
permitindo a passagem de ions, agua e metabdlitos através da membrana, causando morte
celular. A acdo da melitina em membranas vai variar de acordo com a composi¢do dos
lipidios, concentracdo de lipidios, temperatura e a concentracdo de melitina. Entdo ndo héa
uma certeza de qual modo a melitina age no rompimento das membranas e nem dos processos
moleculares que levam a esse rompimento (PANDIDAN; MECHLER, 2019; GUHA et al.,
2021).

A melitina pode apresentar atividade hemolitica em eritrocitos humanos e tambem é
citotoxica para varios tipos celulares (PARAY et al., 2021), sendo que essa citotoxicidade
pode ser avaliada por meio da citometria de fluxo, identificando a apoptose e necrose das

células. Visando evitar os seus efeitos colaterais, a melitina pode ser utilizada em associacao
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com antibidticos ou em sistemas nanocarreadores como nanoparticulas ou nanoemulsdes para

uma melhor estabilidade e eficiéncia (LI et al., 2021)

1.4. Sinergismo com antibioticos

O sinergismo de produtos com agao antimicrobiana e antibi6ticos convencionais visa 0
aumento da eficicia da atividade antibacteriana; reducdo da dose dos antimicrobianos;
diminuicdo dos efeitos colaterais e evitando o desenvolvimento de resisténcia ja que a

associacdo utiliza diferentes mecanismos de acéo (LAl et al., 2022).

O uso combinado de antimicrobianos pode ser uma boa alternativa quando ha
atividade sinérgica como por exemplo: o uso de gentamicinas com beta-lactamicos para o
tratamento de endocardite por Streptococcus sp.; para evitar o risco de resisténcia aos
antibidticos; em infecgBes com mais de uma bactéria envolvida; e também visando aumentar

0 espectro de acdo em casos de infecgdes por bactérias resistentes (EDWARDS et al., 2021).

Os peptideos antimicrobianos em associacdo com o0s antibi6ticos podem ser uma
combinacao eficiente devido a acdo dos peptideos sobre membranas como formacéo de poros
e com isto permitindo a permeabilizacdo da membrana e consequente morte celular. Isto
também pode atuar facilitando a entrada dos antibidticos no interior das células bacterianas
agindo sobre alvos intracelulares (LI et al., 2021; LIU, Y. et al., 2021).

A melitina apresenta sinergismo com outros peptideos ativos, como a nisina e com
antibidticos convencionais e possui atividade bactericida contra bactérias resistentes aos
antibidticos convencionais (DOSLER; GERCEKER, 2012; DOSLER; KARAASLAN;
GERCEKER, 2016 BARDBARI et al., 2018; GUHA et al., 2021).

1.5. Nanoemulsdes

Os compostos ativos de produtos naturais podem ter sua acdo melhorada pela
nanotecnologia por ser possivel a sua conjugacdo em nanoparticulas ou nanoemulsoes,
podendo obter maior solubilidade e aumento dos efeitos farmacoldgicos com melhor eficacia
e menos efeitos indesejados (ZHANG et al., 2020).

A nanoemulsdo € uma disperséo coloidal composta de dois liquidos ndo soltveis que

séo estabilizados por um agente surfactante. As nanoemulsdes podem atuar como sistemas de
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liberacdo controlada de farmacos e possuem tamanho médio que varia de 50 a 1000 nm
(CHANGEDIYA; JANI; KAKDE, 2019).

A diferenca entre nanoemulsdes e emulsbes se da pelo tamanho e formato das
particulas na solucdo. Existem duas formas classicas de preparagdo de nanoemulsdo sendo
estes métodos de alta energia ou baixa energia. No método de alta energia, sdo necessarias
energias mecanicas e/ou quimicas, fazendo com que haja uma homogeneizacdo de alta
pressdo, sendo comum o uso de ultrassonicadores; enquanto o de baixa energia so se aproveita
das caracteristicas fisico-quimicas do sistema (CHANGEDIYA; JANI; KAKDE, 2019).

Existem alguns métodos de preparacdo de nanoemulsdes, sendo eles:

e Inversdo de fase: a nanoemulsdo é gerada por meio da energia quimica
resultante do processo de emulsificacao;

e Inversdo de fase por temperatura: a composicdo € constante, apenas a
temperatura € alterada, modificando as afinidades dos surfactantes pela dgua e
pelo 6leo;

e Composicdo da Inversdo de fase: a composi¢cdo da nanoemulsédo é alterada em
temperatura constante. Nesse método a agua ou Oleo é adicionado
frequentemente sobre a misturas de 6leo/surfactante ou agua/surfactante;

e Sonicacdo: tamanho da goticula é reduzido por meio da sonicacéo;

e Ultrassonicagdo: a sonda do ultrassonicador entra diretamente em contato com
o liquido provocando vibracdo mecanica e induzindo a cavitacdo (fenémeno
fisico em que ocorre a vaporizacdo de um liquido, formando bolhas de vapor
em um meio fluido, por causa da reducgéo da pressao);

e Microfluidizador: processa fluidos em altas pressGes, nesse sistema séo
produzidos impacto, cisalhamento e cavitacdo, produzindo entdo a
nanoemuls&o;

e Emulsificacdo de alta energia: algumas nanoemulsdes precisam de energias
mecanicas ou quimicas para serem formadas. Nos métodos de alta energia, a
energia mecanica € aplicada por homogeneizadores de alta pressdo, agitagdo de
alto cisalhamento e/ou geradores de ultrassom, fazendo com que haja o

rompimento das fases de agua e oleo e a formacéo de nanoemulsdes;
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e Homogeneizador de alta pressdo: utiliza o homogeneizador para produzir
nanoemulsdes de até 1 nm, através de forcas de cisalhamento hidraulico,
turbuléncia intensa e cavitagdo, pode ser utilizado para gerar gotas do tamanho
desejado;

e Agitacdo de alto cisalhamento: as goticulas podem ser reduzidas utilizando
esse processo, porém o tamanho médio delas ndo ira passar de 200 nm;

e Emulsificacdo de baixa energia: nesse método ha formacdo de goticulas
pequenas e uniformes em relacdo ao processo de alta energia. Nesse método
séo usadas altas concentragdes de emulsificantes sintéticos;

e Nanoemulsificacdo espontanea: ocorre de maneira espontanea por meio da
diluicdo em temperaturas constantes ndo havendo transicdo de fases durante a
sintese. A fase oleosa contém uma substdncia solivel em &gua e quando
misturada com a &gua sdo formadas goticulas de O6leo em agua
(CHANGEDIYA; JANI; KAKDE, 2019).

O indice de polidispersdo (PDI) sugere a homogeneidade do sistema, quanto mais alto
0 PDI, menor é a uniformidade do tamanho da gota das nanoemuls@es. O PDI e o tamanho
das particulas sdo avaliados por meio da espectroscopia de correlacdo de fétons (PCS).
Também devem ser analisadas a estabilidade das nanoemulsbes frente a mudancas de
temperatura, umidade e luz (CHANGEDIYA,; JANI; KAKDE, 2019).

1.6. Nanoparticulas de ouro

As nanoparticulas (NPs) sdo particulas com diametro que pode variar de 1 a 100 nm,
sendo diferenciadas de materiais bulk por suas caracteristicas fisicas, quimicas, mecéanicas
(disperséo de tamanho, area e razao de volume, estruturas de superficie, forma e aglomeragéo)
e terapéuticas. As nanoparticulas na biologia sdo muito utilizadas para deteccdo de imagens
médicas (exemplo de uso em ressonancia magnética); em ensaios biomoleculares; na
distribuicdo de medicamentos em um alvo especifico; e no rastreamento celular (HAMMAMI
etal., 2021).

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) costumam ser melhores que outras nanoparticulas
metalicas, pois apresentam alta estabilidade, boa solubilidade, biocompatibilidade e sao
inertes (HAMMAMI et al., 2021). As AuNPs quando expostas a luz formam espectros de

absorcdo na UV-Visivel, pois o campo elétrico oscilante (féton incidente) é constante com a
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excitacdo coletiva dos elétrons de conducdo, absorvendo radiagdo eletromagnética em uma
certa energia sendo esse fendbmeno conhecido como ressonancia plasmoénica de superficie
localizada (LSPR). (PHILIP, 2008; KHAN; SAEED; KHAN, 2019). A mudanca de cor que
ocorre na formacdo das AuNPs, de vermelho escuro para roxo, se deve ao aumento do
tamanho das particulas e isso ocorre devido LSPR e esta na regido visivel do espectro
eletromagnético, podendo ser avaliada através da espectroscopia UV-Visivel (MENON;
RAJESHKUMAR; KUMAR, 2017).

A sintese de AuNPs pode ocorrer por meio de diferentes processos fisicos, quimicos
e/ou bioldgicos. Alguns parametros podem modificar o tamanho das AuNPs: pH, temperatura
da reacdo, tempo de incubacdo, concentracdo do extrato de plantas (sintese verde),
concentracdo do sal metélico, entre outros. Alguns dos processos classicos de sintese das
AuNPs sdo:

e Sintese verde: os extratos de plantas sdo utilizados como redutores do ouro,
convertendo o Au®* para Au® e estabilizando as AuNPs. Os extratos de plantas
que contém algumas biomoléculas de polifendis, flavonoides, polissacarideos,
amionodcidos, fendis e proteinas podem ser utilizados para esse fim;

e Meétodo de Turkevich-Frens: AuNPs podem ser sintetizadas com o agente
redutor citrato de s6dio que tem uma boa atividade de peroxidase, o citrato é
negativamente carregado e apresenta um grande nimero de grupos carboxila
na superficie das AuNPs. Nessa reacdo, o citrato de so6dio mais o acido
tetraclorodurico na presenca de agua, sendo entdo o citrato oxidado a acetona
dicarboxilica (funciona como estabilizador) e o &cido tetraclorodurico €
reduzido a ouro metalico, formando as AuNPs estabilizadas;

e Método de Brust-Schiffrin: nessa sintese ha a formacdo de AuNPs
estabilizadas por tiolato. E uma metodologia simples, AuNPs com alta
estabilidade e é facil para funcionalizar as AuUNPs;

e Meétodo de Martin: o agente redutor € o borohidreto de sddio (NaBH4) e o
acido cloridrico (HCI) e o hidroxido de s6dio (NaOH) sao utilizados como
agentes estabilizadores (FAN; CHENG; SUN, 2020; HAMMAMI et al., 2021).

A conjugacgdo de PAMs com nanoparticulas podem apresentar certas vantagens como

aumento da afinidade e da especificidade aos alvos das bactérias; efeito sinérgico com acéo
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bactericida, inclusive contra bactérias resistentes; facilitar a entrada dos PAMs; garantir a
acdo sob os alvos intracelulares; menor toxicidade; alto espectro de acdo contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas; e baixa probabilidade de desenvolvimento de resisténcia
devido aos varios mecanismos de acdo dos PAMs (GERA; KANKURI; KOGERMANN,
2021; HAN et al., 2021).

1.7. Analise Protedmica

A andlise protedbmica serve para o estudo de uma mistura de proteinas complexas,
como por exemplo um lisado de bactéria, podendo quantificar e identificar as proteinas de
uma amostra. Para a realizagdo desse estudo, a amostra precisa ter as suas proteinas e/ou
peptideos separados antes da insercdo no espectrdmetro de massas. Um dos métodos
utilizados para essa separacdo é a separacdo de proteinas por meio da eletroforese em gel
bidimensional (2DE), seguida pela digestdo da amostra com tripsina e por fim a amostra é
separada por cromatografia liquida (LC), tipicamente de fase reversa, podendo ja ser acoplado
com um instrumento de ionizacdo por eletrospray (ESI) ou por meio do Orbitrap, as amostras
podem s passar pela digestdo por tripsina e ja passarem pelo espectrometro (TSAKOU et al.,
2020).

Para o estudo de lisados bacterianos, as modificacBes pds-traducionais (MPTs) de
proteinas costumam apresentar uma relevancia biologica, podendo ser utilizadas para avaliar
diferengas entre tratamentos, sendo interessante ndo sé a identificacdo, como a quantificacdo
das proteinas presentes na amostra, fornecendo um melhor entendimento do mecanismo
bioldgico investigado. Existem duas técnicas para o estudo de lisados bacterianos, sendo a
iITRAQ (método baseado na marcacdo de peptideos) e a label-free (baseada na intensidade do

sinal precursor ou na contagem espectral) (TSAKOU et al., 2020).

A protebmica pode servir para identificar os perfis de proteinas em bactérias
resistentes; descobrir novos biomarcadores; analisar as interagdes patdogeno e célula
hospedeira; avaliar a resposta das bactérias frente aos antimicrobianos e verificar acdo das
nanotecnologias sobre as bactérias. Alteracdes dos perfis proteicos de um isolado bacteriano
podem demonstrar os niveis de resisténcia ou as diferentes reacdes fenotipicas da bactéria
frente a um antimicrobiano, podendo ser realizado um estudo comparativo (TSAKOU et al.,
2020).
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2. Objetivos

Os objetivos desse estudo foram realizar a sintese de uma nanoparticula de ouro
conjugada com melitina e duas formulacdes de nanoemulsdes contendo melitina, verificar o
sinergismo entre a melitina e antibioticos (oxacilina e cefalotina), testar a acdo antibacteriana
da melitina, oxacilina, cefalotina, = melitina em combinacdo com oxacilina e das
nanoparticulas e nanoemulsBes contendo melitina sobre isolados de MRSA, avaliar a
atividade antibiofilme e investigar os possiveis mecanismos de acdo dos tratamentos que

apresentaram acdo antibacteriana frente a MRSA.

3. Material e métodos

3.1. Linhagens bacterianas

As linhagens bacterianas testadas foram: MRSA ATCC 33591 e um isolado clinico de
MRSA proveniente do Hospital das Clinicas de Botucatu e que se encontram armazenadas no
Departamento de Ciéncias Quimicas e Biologicas, sendo ambas linhagens fortes produtoras

de biofilme.

3.2. Produtos testados

A melitina utilizada foi obtida através do veneno da abelha Apis mellifera e adquirida da
Sigma-Aldrich (Merck®) (pureza > 65%). A oxacilina foi obtida também da Sigma-Aldrich
(pureza 815-950 ug/mg). A cefalotina foi fornecida pela empresa Teuto®.

Os produtos utilizados na sintese de nanoparticulas: acido tetracloroaurico triidratado
(HAUCI4 - 3H20), &cido 11-mercaptoundecandico (11-MUA), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC), e N-hidroxisuccinimida (NHS) e tampéo salina fosfato (PBS) foram

todos adquiridos da empresa Sigma-Aldrich.

3.3. Sintese de Nanoparticulas de ouro conjugadas com melitina

A metodologia foi adaptada de Xie et al.,, 2009. O ouro proveniente do acido
tetraclorodurico triidratado (HAuCls - 3H20), é reduzido a ouro metélico por acdo do citrato
de sddio, que atua como um agente redutor fraco e que também é um agente de revestimento

das nanoparticulas de ouro (AuNPS).
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Em uma solugdo de 95 mL de HAuCls - 3H20, de 1,0 x 10 mol/L a 80 °C, foi
adicionada uma solucdo de 5 mL de citrato de sddio 1% e a mistura permaneceu sob agitacdo
magnética a 95-100 °C por 45 minutos. Houve uma mudanca de coloracdo, de amarelo para
vermelho (Figura 2), indicando a formacdo de nanoparticulas de ouro. As AuNPs obtidas
foram centrifugadas a 1500 g por 30 minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido em 3 mL de 4gua deionizada.

Figura 2. Mudanca de coloragdo durante o preparo da solucdo de AuNPs. A: solucdo de
HAuCI, - 3H20 sob agitacdo magnética; B: adi¢do da solucéo de citrato de sodio; C: tempo 0:
logo ap6s a adicdo da solucdo; D: 5 minutos apos; E: 20 minutos apds; F: 45 minutos apds
(PEREIRA, A.F.M., 2022).

Posteriormente, as nanoparticulas foram submetidas a 5 minutos em ponteira
ultrassénica. Para a funcionalizacdo da superficie das AuNPs, foram adicionados 30 pL de
uma solucdo de acido 11-mercaptoundecandico (11-MUA) [1,0 x10 mol/L, diluido em

alcool etilico absoluto] em 3 mL de AuNPs e ficaram sob incubagéo a 25 °C por 1 hora.
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Foram preparadas duas solugdes: uma de 5 pL de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC) [1,0 x10° mol/L, diluido em tamp&o fosfato salino- PBS com pH 7,4] e
uma de 2 pL de N-hidroxisuccinimida (NHS) [1,0 x10 mol/L, diluido em PBS com pH 7,4]
e estas foram misturadas e imediatamente adicionadas a solucdo de AuNPs funcionalizada.

Apos isso, as AUNPs ficaram sob incubacdo a 25 °C por 1 hora.

Por fim, foi adicionado 1,5 mg de melitina pura nas AuNPs e as nanoparticulas de
ouro contendo melitina foram incubadas a 4 °C por 24 horas. Ap06s o tempo de incubacao, as
AuUNPs com melitina foram centrifugadas a 1500 g por 30 minutos, o sobrenadante foi
armazenado e as AuNPs com melitina foram resuspendidas em tampdo salina fosfato - PBS
(pH 7,4). O sobrenadante foi utilizado para quantificar a melitina que ficou presente nas
AUNPs, por meio da metodologia de Bradford (1976), sendo obtida a concentracdo final de

aproximadamente 250 pg/mL de melitina nas AuNPs ressuspendidas com PBS.

Para a caracterizacdo das propriedades dpticas e da estrutura eletrénica das AuNPs foi
utilizada a espectrofotometria na regido de UV-visivel, as formulacbes AuNPs e AuNPs
conjugadas com melitina foram lidas no equipamento UV-M51 da BEL Engineering, essa
leitura foi realizada em um intervalo de comprimento de onda de 300 nm a 1000 nm. Essa
metodologia foi adaptada de Philip (2008).

3.4. Sintese de Nanoemulsdes com melitina

Foram preparadas duas nanoemulsdes diferentes modificando os agentes surfactantes,
feitas conforme metodologias adaptadas: nanoemulséo 1 utilizou 2,0% de 6leo de soja, 2,0%
de tween 80, 1,0% de lecitina de soja e agua destilada, conforme volume final desejado
(MEHMOOD; AHMED, 2020); j& a nanoemulsdo 2 utilizou 1,5% de 6leo soja, 2,0% de
tween 20, 3,0% de span 80 e agua (volume final desejado) (GOYAL et al., 2017;
YOUSEFPOOR et al., 2022). As duas nanoemulsdes foram preparadas da mesma maneira, a
melitina foi diluida diretamente na agua destilada e a fase oleosa das nanoemulsdes foi
gotejada lentamente sobre o volume de agua contendo melitina, em um recipiente em banho
de gelo, por ultrassonicacdo. Apos a adicdo da fase oleosa, as nanoemulsGes ficaram sobre
ultrassonicagdo por 5 min. Todo o processo de preparo e armazenamento das formulagdes se
deu sob abrigo da luz, para evitar a oxida¢do dos seus componentes, e apés a formulacéo, elas

foram armazenadas em temperatura de geladeira (+ 4 °C). Foram preparados 12 mL de cada
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nanoemulsdo contendo 3 mg de melitina incorporada, obtendo nanoemulsdes com

concentragéo final de 250 pg/mL de melitina.

3.5. Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentragao

bactericida minima (CBM)

Foram realizados os ensaios de sensibilidade de acordo com a metodologia Resazurin
Microtiter Assay (REMA) adaptada de Martin et al. (2003), em microplacas de elisa de 96
pocos, sendo as concentracdes obtidas em Mueller Hinton caldo (MHC) em um volume final
de 200 pL. Os ensaios foram realizados em triplicata, conforme preconizado por Clinical and
Laboratory Standards Institute — CLSI (CLSI, 2018). Volumes de 100 pL dos produtos
testados foram colocados na placa de 96 poc¢os, nas concentracdes desejadas. Foram
preparadas suspensdes bacterianas de acordo com a escala 0,5 de McFarland que corresponde
a 1,5 x 10® unidades formadoras de colbnias por mL (UFC/mL), seguido de inoculagio das
bactérias nos respectivos pogos das microplacas (100 uL) com uma concentracdo bacteriana
corrigida para o equivalente a 10° UFC/mL. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas.
Controles negativos foram feitos em todos os ensaios (MHC caldo sem indculo) e os controles

de esterilidade dos produtos testados (MHC caldo com os antibacterianos).

Apbs incubacdo, foram realizadas leituras dos respectivos valores de concentracdo
inibitéria minima (CIM), definida como a menor concentracdo de cada tratamento capaz de
inibir o crescimento bacteriano, por meio da impressdo visual com a adicdo do composto
revelador de oxirreducdo resazurina (0,01%), sendo verificado o crescimento quando a

coloracdo mudar da cor violeta para rosa.

A concentracdo bactericida minima (CBM) foi obtida por meio de subculturas das
concentracOes testadas nos ensaios de microdiluicdo utilizando placas de 4gar Mueller Hinton
(MHA). As placas foram incubadas em estufa a 37 °C por 24 horas, sendo a CBM a menor

concentra¢do em que ndo foi visualizada a formacéo de colonias.

3.6. Curva de sobrevivéncia (atividade inibitdria e atividade bactericida)

Foram realizados 0s ensaios para obtencdo das curvas de sobrevivéncia (time kill curve)

de atividade inibitoria e atividade bactericida visando interacdo sinérgica dos antibidticos
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oxacilina e cefalotina com a melitina sobre isolados de MRSA. Foram testados nesse ensaio
apenas os produtos que apresentaram atividade antibacteriana em MRSA.

A metodologia foi realizada de acordo com Pashaei et al. (2019) com modificacdes. Para
0s ensaios de atividade inibitéria foram realizados em microplacas de elisa de 96 pocos,
utilizando o MHC com um volume final de 200 uL. Foram utilizadas as concentracdes de
CIM para os produtos isoladamente (melitina, oxacilina e cefalotina) e combinacBes nas
proporcdes de 25% da CIM da melitina com 25% da CIM de oxacilina e 25% da CIM da
melitina com 25% da CIM de cefalotina. A combinacdo entre dois antibacterianos mostra
sinergismo quando a CIM para cada produto na combinagdo é menor ou igual a 25% das
CIMs de um produto isolado (MAHON; LEHMAN, 2019). Posteriormente foi adicionado o
inbculo de MRSA padronizado pela escala 0,5 de McFarland com uma concentracao
bacteriana corrigida para o equivalente a 10° UFC/mL. Um controle contendo apenas o
indculo de MRSA com meio de cultura também foi feito. As placas foram incubadas a 37 °C
por 24 horas em leitor de microplacas (Epoch 2 — BioTek) e leituras de contagem foram feitas

a cada 2 horas por 24 horas a 600 nm. Os ensaios foram feitos em triplicata.

Para determinacdo da atividade bactericida ou bacteriostatica, aliquotas de outra placa
feita nas mesmas condicdes da incubada no leitor, foram inoculadas em MHA e incubadas a
37 °C por 24 horas. As UFC/mL foram expressas em log 10 UFC/mL. Os efeitos dos agentes
antimicrobianos (apds 24 horas), foram considerados sinérgicos bacteriostaticos quando a
reducdo foi >2 e <3 logl0 UFC/mL e bactericidas quando houve uma redugdo >3 logl0
UFC/mL em relacdo ao controle (meio de cultura com in6culo de MRSA) (DOSLER, S,;
KARAASLAN; GERCEKER, 2016).

3.7. Acdo sobre a membrana celular

3.7.1. Permeabilidade da membrana celular

A permeabilidade da membrana celular bacteriana foi determinada por meio de
metodologia adaptada descrita por Diao et al. (2014) e expressa em forma de condutividade
elétrica relativa. Apds incubacdo a 37 °C por 24 horas, a cultura de MRSA foi centrifugada a
3100 g por 10 min. O sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas com solucéo de
glicose 5% até que sua condutividade elétrica ficou proxima da condutividade elétrica da

solugéo de glicose 5% ndo inoculada. ConcentragGes no valor da CIM e 2 vezes o valor da
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CIM (2x CIM) da melitina, oxacilina e da combinacdo de melitina + oxacilina foram
adicionadas a solucdo de glicose 5% e os valores de condutividade elétrica, assumidos como
L1, Foram adicionadas as mesmas concentragdes dos produtos testados a solugéo isotonica de
MRSA e a cultura foi incubada a 37 °C por 4 horas e depois foram realizadas as medicdes da
condutividade elétrica e os valores foram assumidos como L. O controle foi obtido pela
condutividade elétrica de solugdo de glicose 5% contendo a cultura bacteriana e fervida em
banho-maria por 5 minutos (este valor foi considerado o Lo). Essa foi a formula utilizada para

o calculo da condutividade:
Condutividade elétrica relativa (%) = (L2 —L1) / Lo x 100

3.7.2. Integridade da membrana celular

A integridade da membrana celular de MRSA foi verificada por meio da determinagéo dos
constituintes intracelulares liberados no meio extracelular, incluindo extravasamento de
proteinas, medida por meio da metodologia de Bradford (1976) e liberacdo de &cidos
nucleicos de acordo com o método de Lv et al. (2011) modificado. Uma cultura de 50 mL de
de MRSA foi centrifugada (15 min, 5000 g), lavada 3 vezes com tampdo fosfato e
ressuspendida em tampéo fosfato 0,1 M. Cinco mL da suspensao celular foi incubada a 37 °C
sob agitacdo por 4 horas na presenca de diferentes concentracdes (CIM e 2x CIM) de melitina,
oxacilina e da combinacdo de melitina + oxacilina. Dois mililitros de cada amostra foram
coletados e centrifugados a 10000 g por 7 min a 4 °C. Os sobrenadantes foram coletados e
transferidos para uma microplaca de 48 pocos e foram determinadas as concentracdes de
proteinas extravasadas pelo método de Bradford com densidade éptica (DO) lida a 595 nm e
também foram determinados os acidos nucleicos liberados nos sobrenadantes medindo-se a

absorgdo UV a 260 nm em espectrofotdmetro.

3.7.3. Efluxo de ions potassio e fosfato

A concentragdo de ions potassio e fosfato foi determinada de acordo com a metodologia
modificada de Bajpai et al. (2016). Células de MRSA foram expostas a diferentes
concentragOes de melitina, oxacilina e da combinagdo melitina + oxacilina (CIM e 2x CIM)
em agua peptonada (8,5 g de NaCl + 1 g de peptona + 1 litro de agua destilada) nos tempos O,
2 e 4 horas. A cada intervalo de tempo, as concentragfes de ions potassio e fosfato foram

medidas através dos kits de reacdo colorimétrica com tiras de teste e reagentes: MQuant™
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Potassium test e MQuant™ Phosphate test, de acordo com as instrucdes recomendadas pelo
fabricante. A concentragdo de fosfato (POs*) e potassio (K) foi medida de modo
semiquantitativo por meio da comparacéo visual da zona de reacdo da fita com as escalas de
cores presentes no Kit. O kit de potassio apresenta uma faixa de medicéo de: 250 — 450 — 700
— 1000 — 1500 mg/L K e a faixa do kit de fosfato é de: 10 — 25 — 50 — 100 — 250 — 500 mg/L
PO4>. Os resultados foram expressos em quantidade de fons (mg/L) livres medidos em cada

intervalo de tempo.

3.8. Efeito dos tratamentos na formacgao do biofilme

Diferentes concentracdes subinibitdrias, no valor de 25%, 50% e 75% da CIM, de
melitina, oxacilina e a combinacdo de ambas foram testadas na formacdo de biofilme de
MRSA por meio da metodologia adaptada de Stepanovic” et al. (2007). Os isolados foram
cultivados overnight em 4 mL de caldo triptona de soja (TSB) contendo 1% de glicose e
padronizadas pela escala 0,5 de McFarland. 100 pL do indculo foram dispensados em cada
poco de uma placa de 96 pocos de fundo chato contendo 100 pL de diferentes concentracfes
subinibitorias dos produtos testados ou 100 puL de TSB 1% glicose (para controle). Apds
incubacdo estatica (37 °C/48 h), cada poco foi lavado trés vezes com 200 pL de tampdo PBS
estéril (pH 7,4) e a placa foi incubada a 25 °C por 4h. O biofilme formado no fundo do poco
foi fixado com 150 pL de metanol absoluto por 20 min e apds secagem overnight em
temperatura ambiente, o biofilme foi corado com 150 pL de cristal violeta 1% por 15 min,
posteriormente, a placa foi lavada em &gua corrente para retirada do excesso de corante e 0s
biofilmes corados foram ressuspendidos em 150 pL de acido acético glacial (33%) para a
realizacdo da leitura em espectrofotdmetro a 570 nm. A formacdo de biofilme foi determinada
por meio da formula: (média do valor do tratamento/média do valor do controle) x 100
(Nostro et al., 2007).

3.9. Efeito dos tratamentos em biofilmes estabelecidos

Diferentes concentragdes suprainibitorias, variando do valor da CIM a 20 vezes o valor da
mesma, de melitina, oxacilina e da combinacdo de ambas foram testadas na erradicacdo de
biofilme de MRSA por meio da metodologia adaptada de Johnson et al. (2002). As linhagens
foram cultivadas em 4 mL de TSB acrescido de 1% de glicose, padronizadas pela escala 0,5
de McFarland. 200 pL do inéculo foram dispensados em cada poco de uma placa de 96 pogos
de fundo chato e a placa foi incubada a 37 °C por 48 h, depois as células planctonicas foram
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removidas e cada poco foi lavado trés vezes com tampdo PBS estéril (pH 7,4). Em seguida,
cada poco recebeu 200 pL de TSB contendo diferentes concentragfes dos produtos testados e
200 pL de TSB (controle). As placas foram incubadas por 24 h a 37 °C e depois lidas em
espectrofotdmetro a 600 nm. Os valores de ODegoo foram utilizados para verificar a
capacidade de remocéo do biofilme maduro em relacdo ao controle. Amostras dos biofilmes
foram coletadas do fundo dos pocos com auxilio de al¢as, semeadas em placas de agar
triptona de soja (TSA) e incubadas (72 h/37 °C). A minima concentracdo de erradicacdo do
biofilme (BEC) foi determinada como a menor concentracdo na qual ndo houve crescimento

nas placas de TSA.

3.10. Atividade hemolitica

Para a realizacdo do ensaio de atividade hemolitica, foi utilizado sangue de um doador
e esse experimento passou por avaliagdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade
de Medicina de Botucatu - UNESP (Numero do parecer: 3.720.202).

A atividade hemolitica foi avaliada conforme metodologia de Zarrinnahad et al. (2017).
O sangue heparinizado foi centrifugado a 1500 g por 10 min e depois foi lavado 3 vezes com
tampéo fosfato salino (PBS). O sobrenadante foi descartado e uma suspensdo de 2% dos
eritrocitos foi preparada com PBS. Diferentes concentracdes de melitina, oxacilina e a
combinacdo de ambas (4x CIM, 2x CIM, CIM, 50% CIM e 25% CIM) foram diluidas em
PBS para se obter diferentes concentracfes e foram pipetadas em uma placa de 96 pogos junto
com 100 pl dos eritrocitos a 2%. O PBS e o Triton X-100 (1%) foram utilizados como
controles negativo e positivo, respectivamente. A placa foi incubada a 37 °C por 2 horas e
depois centrifugada a 1100 g por 10 min. 100 pl do sobrenadante foram transferidos em outra
placa de 96 pocos e a densidade dptica (DO) foi lida a 540 nm. A porcentagem hemolitica foi
calculada por meio da férmula: ([DO amostra — DO controle negativo)]/ (DO controle

positivo — DO controle negativo)] x 100.

3.11. Analise da citotoxicidade da melitina e oxacilina por citometria de fluxo

Os produtos utilizados nesse ensaio foram testados de acordo com a CIM determinada
para a cepa MRSA ATCC. Para o ensaio, foram utilizados os valores de CIM e 2x CIM dos

tratamentos melitina, oxacilina e mel+oxa. E os tempos utilizados para o contato com a célula
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testada foram determinados nos ensaios de curva de sobrevivéncia, sendo levado em conta o

tempo em que os produtos mostraram ser bactericidas.

Foram utilizadas as células, de linhagem comercial, aneuploides imortalizadas
derivadas de queratindcitos epidermais humanos (HaCaT). As células foram incubadas a
37 °C e 5% CO2 em DMEM 10% SFB com auséncia de vermelho fenol. A suspenséo celular
foi obtida de células em confluéncia maxima de 80% em frascos Tissue Treated de 75 cm?. As
células foram tratadas nas concentragdes 5 e 10 pug/ mL de Melitina, por 4 horas, Oxacilina 16
e 32 pg/ mL por 4 horas, Melitina 2 pg/ mL + Oxacilina 4 pg/ mL por 8 horas e Melitina 4
pg/ mL + Oxacilina 8 pug/ mL por 8 horas. A viabilidade da suspenséo celular pré-exposicéo
aos tratamentos foi determinada por contador automatizado Countess®. Realizou-se

exposicao em diferentes tempos.

ApoGs a exposicdo, as celulas foram marcadas com Anexina V (FITC) e lodeto de
Propideo (BD, Pharmigen®) conforme especificacbes do fabricante. Apds marcacao,
procedeu-se a leitura em citdmetro de fluxo FACSCalibur BD® e andlise em Cell Quest Pro
PAINT-A-GATE BD®. Apds leitura, gerou-se graficos em formato dot plot cuja distribuicdo
da populacdo de células analisada foi feita em quatro quadrantes. No grafico de perfil
morfoldgico, eixo horizontal Forward Scatter (FSC-H) representa o tamanho das células. O
eixo vertical Side Scatter (SSC-H), por sua vez, mostra-nos a granulosidade celular. Para os
experimentos foram utilizados controle negativo (CTL) sem a presenca dos produtos
avaliados (HENRY; HOLLVILLE; MARTIN, 2013).

A Tabela 1 apresenta os dados para a interpretacdo das imagens geradas na citometria

de fluxo.
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Tabela 1. Interpretacdo dos resultados de citotoxicidade por citometria de fluxo, levando-se
em conta o perfil de coloracéo e de morfologia da populacéo celular analisada.

Marcacao Estado da populacéo das Quadrante
celulas
Anexina V (-) Células duplo negativos (sem LL
processo de morte)
lodeto de propideo (-)
Anexina V (-) Celulas positivas para IP UL

(morte tardia)
lodeto de propideo (+)

Anexina V (+) Células positivas para Anexina LR
V (apoptose)
lodeto de propideo (-)

Anexina V (+) Células duplo-positivas (morte UR
tardia)
lodeto de propideo (+)

3.12. Anadlise protedmica de MRSA submetida a concentragdes subletais de

melitina e de sua associacdo com oxacilina

3.12.1. Extracdo e quantificacdo de proteinas

Para esse ensaio foi utilizada apenas a cepa MRSA ATCC e os ensaios foram
realizados em triplicata em toda a analise protebmica. A metodologia utilizada na analise
protedmica foi a de Cavalcante et al. (2022). As quatro amostras utilizadas para a analise
protedmica foram: MRSA (controle) e MRSA juntamente com concentracfes subinibitorias
no valor de 25% CIM de melitina (1,3 pg/mL), 25% da CIM de oxacilina (4 pug/mL) e 25% da

CIM da associacdo melitina e oxacilina (0,5 pg/mL de melitina + 1 pg/mL de oxacilina).

Os isolados de MRSA foram inoculados em Mueller Hinton Caldo Il (MHCII),
incubados a 35 °C por 24 horas e padronizados na escala 0,5 de MacFarland e incubados em
erlenmeyers contendo 100 mL de MHCII a 37 °C por 18 horas juntamente com os tratamentos.
Apbs 18 horas, 50 mL de cada tratamento foram centrifugados por 15 minutos, 3220 g, a 4° C.
O sobrenadante foi removido e os pellets bacterianos foram lavados trés vezes com PBS (10
mM, pH 7.4). Por fim, os pellets foram ressuspendidos com 200 uL de tamp&o de lise (Uréia

8 M, NaCl 75 mM, Tris-HCI 25 mM pH 8, MgCl. 2 mM, Inibidor de Protease Roche 1x,
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Benzonase 1 U) para rompimento celular osmoético das 4 amostras testadas. Para o
rompimento celular mecénico, as amostras foram submetidas ao ultrassom com probe:
equipamento Sonics Vibra-Cell VCX-600 Ultrasonic Processor, utilizando 5 pulsos de 1
minuto (Poténcia: 25 kHz, Amplitude: 20%, com 1 minuto de intervalo entre os ciclos de
sonificacdo) na presenca de gelo moido. Ao final desse processo, as amostras foram
centrifugadas a 14.000 g por 30 minutos e os sobrenadantes (200 pL) foram coletados e

transferidos para microtubos plasticos novos.

As proteinas presentes nas amostras foram quantificadas pelo método de Bradford
(Bradford, 1976), utilizando o kit BioRad® Protein Assay, tendo soro de albumina bovina
(BSA), como proteina padrdo. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 595 nm (1

uL da amostra em cada poco).

3.12.2. Eletroforese unidimensional

O controle de qualidade das extracbes de proteinas foi realizado por meio da
eletroforese unidimensional, sob condicdes desnaturantes em sistema vertical (Mini VE, GE
Healthcare, Uppsala, Suécia), conforme metodologia de Laemmli, 1970. O gel de separacdo a
12% (m/v) e de empilhamento a 5% (m/v) de poliacrilamida foram utilizados para separacéo
das proteinas. Foram utilizados 100ug/10uL de proteina total de cada amostra por poco,
diluida (1:5) em tampdo de corrida, contendo TRIS-HCI 60 mM, pH 6.8, 50% (v/v) glicerol, 2%
(m/v) SDS, 23 mM 2-mercapetanol e 0,1% (m/v) azul de bromofenol. As amostras foram
homogeneizadas e submetidas & 70 °C em banho seco durante 7 minutos. O marcador de
massa molecular (Low Molecular Weight Markers, 96-14,4 kDa, GE Healthcare, Uppsala,
Suécia) foi utilizado para monitorar a corrida. A separacdo proteica foi efetuada sob
amperagem constante (15 mA/gel) e voltagem aberta (maximo de 300V). Os géis foram

corados com Coomassie coloidal G-250 e armazenados em &cido acético 10% (v/v).

3.12.3. Digestdo Enzimatica das proteinas

Inicialmente, 50 pg de proteinas totais de cada amostra foram diluidos em 60 pL de
bicarbonato de aménio 50 mM e em seguida, 25 uL do surfactante Padrdo RapiGest SF
(Waters) foram adicionados as amostras, as quais foram incubadas a 37 °C por 60 minutos.
Em seguida, as amostras foram submetidas as etapas de reducéo e alquilagdo, utilizando DTT
10 mM e iodoacetamida 45 mM, respectivamente. A digestdo enzimética em solucéo foi

realizada por meio da enzima tripsina na concentracdo 1:50 (enzima:amostra) solubilizada em
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tampdo bicarbonato de aménio (50 mM, pH 7.8). A hidrélise ocorreu durante 18 horas e foi
interrompida com a adicdo de 10 uL de acido formico 5% (v/v). As amostras foram incubadas
por 90 minutos em temperatura ambiente e posteriormente, centrifugadas a 14.000 g, a 6 °C
por 30 minutos. O sobrenadante foi removido para um tubo novo. Os digestos tripticos
contidos em cada amostra foram submetidos as colunas de dessalinizagdo Peptide Cleanup
C18 Spin (Agilent Tecnologies) seguindo as recomendacdes do fabricante.

3.12.4. Sequenciamento peptidico por espectrometria de massas

As analises de espectrometria de massas foram realizadas por meio de um
equipamento de nanocromatografia liquida Ultimate 3000 LC (Dionex, Germering, Germany)
acoplado ao equipamento de espectrometria de massas Q-Exactive (Thermo Fisher Scientific,
Bremen, Germany). As fases mdveis utilizadas foram: A) acido formico 0,1% (v/v) em agua
LCMS e B) é&cido férmico 0,1% (v/v) em acetonitrila 80% (v/v). As amostras foram
carregadas em uma pré-coluna C18 - 30 pum x 5 mm (ThermoFisher Scientific), e
desalinizadas em um gradiente isocratico de 4%B por 3 minutos a um fluxo de 300 nL/min.
Em seguida, as amostras foram fracionadas por uma coluna analitica Reprosil-Pur C18-AQ (3
um, 120 A, 105mm) (PICOCHIP) utilizando um gradiente linear de 4-55%B por 30 min, 55%
a 90%B por 1 min, mantido a 90%B por 5 minutos e reequilibrado a 4%B por 20 minutos a
um fluxo de 300 nL/min. A ionizacdo foi obtida utilizando uma fonte Nanospray ion source
(PICOCHIP). O modo de operacdo foi a ionizacdo positiva utilizando o método DDA. Os
espectros MS foram adquiridos de m/z 200 a m/z 2000, resolucdo de 70.000 e 100 ms de
tempo de injegdo. A camara de fragmentagdo foi condicionada com energia de colisdo entre
29 a 35% com resolucdo de 17.500, 50 ms de tempo de injecdo, 4,0 m/z de janela de
isolamento e exclusdo dinamica de 10s. Os dados de espectrometria foram adquiridos por

meio do software Thermo Xcalibur (versdo 4.0.27.19, ThermoFisher Scientific).

3.12.5. Andlise dos dados de espectrometria de massas

Os dados brutos de espectrometria de massas no formato.RAW foram submetidos ao
software PatternLab [versdo 4.0.0.84] (CARVALHO et al., 2016) para a identificacdo das
proteinas totais. Os principais parametros utilizados nessa ferramenta foram: banco de dados
UNIPROT (Taxonomy Staphylococcus aureus MRSA - 22.492 sequéncias em 26/12/2021);
enzima tripsina; permissdo de 2 clivagens perdidas; modificacdo poOs-traducional
carbamidometilagé@o dos residuos de cisteinas; modificacdo pos-traducional variavel oxidagéo
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dos residuos de metionina; erros de tolerancia MS e MS/MS de 0,0200 ppm. A taxa de FDR
(False Discovery Rate) maxima foi considerada < 1%.

Uma  matriz  compativel com o  software  MetaboAnalyst 4.0®
(https://www.metaboanalyst.ca/) foi elaborada a partir dos dados protebmicos utilizando as
contagens espectrais de cada proteina identificada, as quais foram normalizadas para cada
proteina pela média ponderada das triplicatas técnicas de cada amostra (CHONG et al., 2014).
Analises T-student e Fold-change foram utilizadas baseadas no p<0,05 e Fc>1,5,
respectivamente, em cada comparacao amostral. Os dados evidenciados pela analise Volcano

Plot foram expressos em Log2-Fc.

A analise volcano plot forneceu as proteinas que foram expressas diferencialmente em
up-regulation (maior expressdo da proteica) ou down-regulation (menor expressdo proteica)
nos tratamentos em relacdo ao controle e a anélise de importancia da variavel na projecéo (vip
scores) permitiu a identificacdo das proteinas mais explicativas ou mais relevantes que foram
expressas em up-regulation ou down-regulation em relacdo ao controle (o> 1,5), incluindo as
que ja apareceram no volcano plot, acrescentando mais informacdes sobre 0s mecanismos de
acao dos tratamentos (BOUDON et al., 2020; ARAUJO et al., 2022).

As proteinas foram submetidas a analise de enriquecimento por meio da classificagdo
de Ontologia Genetica (Gene Ontology - GO) tais como “fun¢do molecular”, “processo
biologico” e “componente celular” no UNIPROT. O diagrama de venn foi feito por meio do

software disponivel em (https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/VVenn/).

3.13. Andlise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata e os dados dos experimentos foram
submetidos ao teste de One-Way ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Valores de p< 0,05
foram considerados para denotar diferenca estatistica significativa. As analises foram feitas no
GraphPad Prism 9.2®.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Sintese de nanoparticulas de ouro conjugadas com melitina

As formulacGes de AuNPs e a AuNPs conjugada com melitina (AuNPs + Melitina)
foram lidas em espectrofotdmetro em UV-Visivel, com intervalo de comprimento de onda de
300 a 1000 nm e as suas bandas de absorbancia se encontram na Figura 3.

2.5+
—— Absorbancia AuNPs

Absorbancia AuNPs
\ + Melitina

e,

Absorbancia
- - N
o o o
(] [ |

o
T

e
=

5(')0 750 1000
Comprimento de Onda (nm)

Figura 3. Espectros de absor¢do de absorcao obtidas nas formulagdes de AuNPs e AuNPs +
Melitina.

A AuUNPs apresentou uma banda de absorbancia em 525 nm, sendo isso referente ao
fendmeno da LSPR, estando dentro do padrdo esperado para nanoparticulas metélicas de ouro.
Essa banda de absorbancia encontrada foi semelhante ao evidenciado na sintese de AuNPs
feita por Mythili et al. (2018), que apresentou uma banda de 530 nm e os espectros de
absorcéo encontrados por Borse e Konwar (2020) que variaram de 520 a 540 nm. Existem
alguns fatores que podem influenciar na frequéncia e na intensidade a banda de absorbancia
como o tamanho das nanoparticulas, forma das nanoparticulas, espacamento entre as
particulas das nanoparticulas, funcionalizacdo do solvente e/ou da superficie da nanoparticula,
entre outros (PHILIP, 2008; KHAN; SAEED; KHAN, 2019).
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4.2. Determinacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentracio

bactericida minima (CBM)

A Tabela 2 e Tabela 3 apresentam os resultados da concentracdo inibitéria minima
(CIM) e da concentracdo bactericida minima (CBM), respectivamente. A melitina apresentou
acao antibacteriana (5,3 pg/mL para MRSA ATCC e 4,0 pg/mL para o isolado) e efeito
bactericida em 8,0 pg/mL para ambos isolados. A cepa MRSA ATCC apresentou valores de
CIM de 16,0 pg/mL para oxacilina e cefalotina, enquanto o0 MRSA isolado apresentou CIM
de 8,0 pg/mL para oxacilina e 2,0 pg/mL para cefalotina, porém ambos isolados apresentaram
0 mesmo valor de CBM (16 pg/mL) para oxacilina. Por outro lado, a CBM obtida com
cefalotina foi superior para MRSA ATCC (32 pg/mL) do que para o isolado (2,0 pg/mL).

Tabela 2. Concentragdo inibitéria minima (CIM) da melitina e dos antibioticos, expressa em
pg/mL, frente a MRSA ATCC e Isolado.

MRSA Melitina Oxacilina Cefalotina AUNPs Nano Nano
+melitina  1+melitina 2+melitina

ATCC 53+2,3* 16,0+8,0" 16 + 4,0 >125,0°A >125,0 >125,0°

Isolado 4,0 + 4,04 8,0 £ 0,0¢ 2,0+1,0%® >125,0° >125,0 >125,0°A

Letras mindsculas diferentes na mesma linha representam diferencas significativas de atividade antimicrobiana entre
produtos para um mesmo microrganismo quando p<0,05 e letras maiUsculas diferentes nas colunas representam diferengas
significativas de atividade antimicrobiana de um mesmo produto frente a microrganismos diferentes quando p<0,05.

Tabela 3. Concentragdo bactericida minima (CBM) da melitina e dos antibioticos, expressa
em pg/mL, frente a MRSA ATCC e Isolado.

Bactérias Melitina Oxacilina Cefalotina AUNPs Nano Nano
+melitina  1+melitina 2+melitina

ATCC 8,0 2,0 16,0 £4,04  32+0,0° >125,0% >125,0% >125,0%4

Isolado 8,0+2,0%  160+8,0" 20+10"®  >1250% >125,0° >125,0

Letras mindsculas diferentes na mesma linha representam diferencas significativas de atividade antimicrobiana entre
produtos para um mesmo microrganismo quando p<0,05 e letras maiusculas diferentes nas colunas representam diferengas
significativas de atividade antimicrobiana de um mesmo produto frente a microrganismos diferentes quando p<0,05.
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A AuNPs conjugada com melitina e as nanoemulsdes 1 e 2 contendo melitina ndo
apresentaram acgdo antibacteriana sobre os isolados de MRSA quando testadas em
concentracdes de melitina de até 125 ug/mL. Todos o0s brancos - formulacdes sem a presenca
de melitina - (nanoparticula de ouro, nanoemulsdo 1 e nanoemulsdo 2) foram testados e
também ndo apresentaram acdo antibacteriana frente as bactérias estudadas. As formulagdes
AuNPs+melitina, Nanol+melitina e Nano2+melitina ndo mostraram eficacia contra as
linhagens de MRSA testadas, por isso elas ndo foram utilizadas para a realizacdo dos demais

ensaios.

Os nanoestruturados sintetizados ndo apresentaram atividade antibacteriana frente a
MRSA, existem alguns fatores que podem afetar essa atividade como 0s agentes quimicos
utilizados na sintese, o tamanho das particulas e o formato das nanoparticulas (CARROUEL
et al., 2010; WEBSTER; SEIL, 2012; AHMED et al., 2021; ALVAREZ-CHIMAL et al.,
2022). O modo de preparo dos nanoestrurados pode também modificar a sua resposta em
meios bioldgicos sob pH diferentes, atividades enzimaticas e oxidativas e até variacdo de
temperaturas (ELSABAHY; WOOLEY, 2012). E ainda ha outras condi¢bes que podem
influenciar a estabilidade de nanoestruturados sendo elas a aglomeracdo, particulas tém uma
alta energia superficial devido ao seu pequeno tamanho e entdo elas tendem a se aglomerar
para diminuir essa energia; e a sedimentacdo, o tamanho das particulas, sua densidade média e
a viscosidade podem contribuir para elas se sedimentarem (WU et al., 2011; SHAO et al.,
2015).

As CIM e CBM de melitina determinadas em MRSA variaram de 4,0 a 5,3 pg/mL e de
8 ug/mL, respectivamente. Bevalian et al. (2019) obtiveram CIM e CBM de melitina em
isolados de S. aureus sensiveis a vancomicina (VSSA), S. aureus resistentes a vancomicina
(VRSA) e S. aureus com resisténcia intermediaria & vancomicina (VISA), variando de 0,125 a

2 ug/mL e 0,125 a 4 pg/mL, respectivamente.

Alni et al. (2020) testaram a ac¢éo de melitina sobre isolados de MRSA e MSSA tendo
obtido média de CIM de 4,4 pg/mL e de 8,8 ug/mL para a CBM, valores estes semelhantes
aos obtidos em nosso estudo, sendo a média da CIM de melitina para os isolados de MRSA de
4,7 ug/mL e 8,0 ug/mL para CBM. Outros estudos também demonstraram valores de CIM
para a melitina sobre S. aureus similares aos encontrados em nosso estudo (DOSLER,
GERCEKER; 2012; PICOLI et al., 2017; PEREIRA et al., 2020).
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4.3. Curva de sobrevivéncia (atividade inibitéria e atividade bactericida)

Na Figura 4 s&o apresentadas as curvas de sobrevivéncia da atividade inibitoria e a da
atividade bactericida dos antimicrobianos testados para MRSA ATCC e MRSA Isolado.

A melitina mostrou uma réapida acgdo inibitdria, sendo essa acdo também bactericida
em 2 horas para MRSA ATCC e em 4 horas para MRSA isolado. J& os antibioticos
apresentaram atividades inibitdrias mais lentas e acdo bactericida em 6 horas para oxacilina e
em 8 horas para cefalotina para ambos isolados. A associacdo entre melitina e cefalotina s
mostrou ser sinérgica e bactericida, depois de 8 horas em contato, apenas para MRSA isolado.
A associacdo entre melitina (25% CIM) e oxacilina (25% CIM) mostrou acdo sinérgica e
bactericida apds 6 horas para os dois isolados testados. A cefalotina associada a melitina
apresentou um efeito antagonista para MRSA ATCC, que significa um antimicrobiano
impedir o efeito de outro. Outras combinacdes entre farmacos antibacterianos ja se mostraram
antagonistas, como exemplo penicilina com tetraciclina ou cloranfenicol que atua de maneira

antagobnica frente a infec¢bes pneumocdcicas (ACAR, 2000).

Bevalian et al. (2019) tambeém verificaram que a melitina contra isolados de VRSA
apresenta uma rapida e longa acdo inibitdria, mostrando acdo bactericida nesses isolados no
intervalo de 15 minutos a 3 horas. Devido a acdo bactericida da melitina, muitos
pesquisadores ja demonstraram acdo sinérgica da melitina em combinacdo com diferentes
antibidticos sobre MRSA (DOSLER, GERCEKER, 2012; AL-LANI et al., 2015;
MAHMOUDI, ALIKHANI, FOOLADI et al., 2020; PEREIRA et al., 2020). Também
recentemente, Alni et al. (2020) demonstraram atividade sinérgica da melitina com o farmaco
mupirocina testados em MRSA e MSSA.

O sinergismo entre um antibidtico e outro antimicrobiano pode afetar diferentes alvos
de uma bactéria, ajudando a superar os mecanismos de resisténcia, melhorando a acéo
bactericida em relagdo aos produtos de forma isolada, diminuindo a concentracdo de
antibidtico necessaria para acdo antibacteriana, diminuindo a toxicidade, prolongando o
tempo de vida atil do antimicrobiano e podendo restaurar a eficacia daqueles que ja ndo eram
indicados para o tratamento dessas bactérias resistentes (BROOKS, BROOKS, 2014;
BROWN, WRIGHT, 2016; CALZETTA, KOZIOL-WHITE, 2021).
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Figura 4. Curva de sobrevivéncia da atividade inibitoria, em densidade éptica 600 nm, de MRSA ATCC (A) e MRSA Isolado (C) e curva de
sobrevivéncia da atividade bactericida, em Log UFC/mL, de MRSA ATCC (B) e MRSA Isolado (D).
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Terapias combinadas vem sendo utilizadas para tratamentos de cancer, HIV e até em
infecg¢des bacterianas como ¢é o caso de combinagdes de antibidticos B-lactdmicos e inibidores
da B-lactamase (BROWN, WRIGHT, 2016). Akbari et al. (2019) obtiveram éxito no
sinergismo entre a melitina e o antibidtico doripenem (B-lactamico) para o tratamento de
Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa, que como a oxacilina, também atua na

parede celular das bactérias.

A associacdo entre melitina e a oxacilina (mel+oxa), antibiotico B-lactamico, mostrou
ser sinérgica e bactericida para MRSA, podendo ser uma possivel alternativa para o
desenvolvimento de um agente terapéutico para MRSA j& que essa associa¢do proporcionou a
utilizacdo de uma dose menor tanto do antibidtico como da melitina para ocasionar a acao

bactericida sobre essa bactéria.
4.4. Acdo sobre a membrana celular

4.4.1. Permeabilidade da membrana celular

A permeabilidade da membrana celular de MRSA frente aos tratamentos estudados foi

avaliada através da condutividade elétrica apresentada na Figura 5.
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Figura 5. Condutividade elétrica, em porcentagem (%), ap6s 4 horas do tratamento de MRSA
ATCC (A) e MRSA Isolado (B) com 1x CIM e 2x CIM melitina, oxacilina e a associagdo de
melitina e oxacilina.

Para ambos isolados, todos os tratamentos mostraram um aumento da condutividade

elétrica em relacdo ao controle, com destaque para 2x CIM (2 vezes o valor da CIM) de

55



1 oxacilina e 2x CIM de mel+oxa que apresentaram 0s maiores percentuais de condutividade

2  elétrica, sendo respectivamente 41,3% e 30,2% para MRSA ATCC e 31,8% e 26,6% para
3  MRSA Isolado.

4 4.4.2. Integridade da membrana celular

5 Para avaliar se os tratamentos testados afetavam a integridade da membrana celular de
6 MRSA, o extravasamento de proteinas foi medido e encontra-se na Figura 6 e a liberacdo de
7 acidos nucleicos evidenciada na Figura 7.
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8 Figura 6. Extravasamento de proteinas, expresso em pg/mL, ap6s 4 horas do tratamento de
9 MRSA ATCC (A) e MRSA Isolado (B) com 1x CIM e 2x CIM melitina, oxacilina e a
10 combinacdo de melitina e oxacilina.
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Figura 7. Liberacdo de &cidos nucleicos, em densidade dptica de 260 nm, ap6s 4 horas do
tratamento de MRSA ATCC (A) e MRSA Isolado (B) com 1x CIM e 2x CIM melitina,
oxacilina e a combinacdo de melitina e oxacilina.

De acordo com as Figuras 6 e 7, apds 4 horas do contato das linhagens com 0s
tratamentos (melitina, oxacilina e mel+oxa) nas CIM e 2x CIM é possivel verificar
extravasamento de proteinas e &cidos nucleicos, sendo essas liberacbes de contetdo
citoplasmatico estatisticamente significativas. Para MRSA ATCC, a combina¢do mel+oxa foi
a que ocasionou maior liberacdo de proteinas e &cidos nucleicos, sendo a CIM de mel+oxa
responsavel por liberar 0,040 pg/uL (£0,001) de proteinas e OD2so de 0,131 (+0,008) de
acidos nucleicos enquanto que para o tratamento de 2x CIM, houve o extravasamento de
0,046 pg/ul (£0,001) de proteinas e OD2so de 0,141 (x0,010) para acidos nucleicos. Para
MRSA isolado, os tratamentos de 2x CIM da melitina, 2x CIM da oxacilina e 2x de mel+oxa
apresentaram maior extravasamento de proteinas, com variacéo de 0,034 a 0,043 pg/uL sendo
gue a combinacdo de mel+oxa (CIM e 2x CIM), promoveu maior liberacdo de &cidos

nucleicos, liberando em OD2so entre 0,130 a 0,142.

4.4.3. Efluxo de ions potassio e fosfato

O efluxo de ions potassio e fosfato foi medido apds 2 e 4 horas para todos os

tratamentos, sendo os resultados apresentados nas Tabelas 4 e 5.

Para ambos MRSA, no tempo Oh ndo houve liberacdo de ions potéssio e fosfato
enquanto ap6s 2 horas em todos os tratamentos (melitina, oxacilina e mel+oxa) com a
concentracdo de 2x CIM ocorreu a liberacdo de 250 mg/L de potéssio e de 10 mg/L de fosfato
e apenas o tratamento melitina na sua CIM foi capaz de causar a liberagdo de 10 mg/L de
fosfato para os dois isolados testados e a liberacdo de 250 mg/L de potassio apenas para
MRSA ATCC. Apds 4 horas de exposicao, todos os tratamentos nas concentracfes de CIM e
2x CIM promoveram efluxo de 250 mg/L de potassio e de 10 mg/L de fosfato para ambos
isolados de MRSA.
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Tabela 4. Efluxo de ions potassio e fosfato, em mg/L, ap6s o tratamento de MRSA ATCC
com CIM e 2x CIM de melitina, oxacilina e a combinacdo de ambas nos tempos 0, 2 e 4 horas.

MRSA lons potassio lons fosfato
ATCC
TOh T2h T4h TOh T2h T4h
Controle 0 0 0 0 0 0
CIM Ix 2x 1x 2X 1x 2x  Ix 2x 1x 2x Ix 2

Melitina 0 0 0 250 250 250 O 0 10 10 10 10

Oxacilina 0 0 0 250 250 250 O 0 0 10 10 10

Mel+Oxa O 0 0 250 250 250 O 0 0 10 10 10

As CIM utilizadas foram de 5,3 pg/mL para melitina, 16 pg/mL para oxacilina e de 2 pg/mL de melitina + 4 pg/mL

de oxacilina para mel+oxa.

Tabela 5. Efluxo de ions potassio e fosfato, em mg/L, apds o tratamento de MRSA isolado
com CIM e 2x CIM de melitina, oxacilina e a combinac¢éo de ambas nos tempos 0, 2 e 4 horas.

MRSA fons potassio fons fosfato
Isolado
TOh T2h T4h TOh T2h T4h
Controle 0 0 0 0 0 0
CIM Ix  2x 1x 2X 1x 2x  Ix  2x  I1x  2x 1x  2x

Melitina 0 0 250 250 250 250 O 0 10 10 10 10

Oxacilina 0 0 0 250 250 250 O 0 0 10 10 10

Mel+Oxa 0 0 0 250 250 250 O 0 0 10 10 10

As CIM utilizadas foram de 5,3 pg/mL para melitina, 16 pg/mL para oxacilina e de 2 pg/mL de melitina + 4

pg/mL de oxacilina para mel+oxa.
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A integridade da membrana celular pode ser determinada pela avaliacdo do efluxo de
fons potassio. O aumento da quantidade de efluxo de ions potéassio ap6s o tratamento por
PAMSs nas bactérias pode reforcar a afirmagdo de que ocorram danos na membrana celular
com consequente efluxo de ions (LI et al., 2021). Desta forma, os resultados apresentados
indicam também que a melitina e oxacilina, além da associacdo de ambas, foram capazes de
agir sobre a membrana plasmatica de MRSA e ocasionar 0 extravasamento de potéssio e

fosfato.

A melitina, oxacilina e a associacdo mel+oxa ocasionaram aumento na condutividade
elétrica, extravasamento de proteinas, liberacdo de &cidos nucleicos e efluxo de ions potéssio
e fosfato, tornando ainda mais evidente a acdo da melitina sobre a permeabilidade da
membrana celular de MRSA e podendo a melitina ter facilitado a acdo da oxacilina sobre a

parede celular de MRSA, quando em sinergismo com esse farmaco.

Bajpai et al. (2016) testaram a acdo de produtos gerados no metabolismo da bactéria
do acido latico Pediococcus pentosaceus 411 sobre linhagens de S. aureus e E. coli. Foi
verificada acdo inibidora frente a essas bactérias e a sua acdo sobre a integridade da
membrana foi confirmada através do aumento de efluxo de potassio, pelo extravasamento de
acidos nucleicos (medidos em OD2e0) € pelo aumento da condutividade elétrica, promovendo
danos e perda da integridade. Hao et al. (2021) também testaram valores da CIM e 2x CIM de
um Oleo essencial de Litsea cubeba sobre A. baumannii e verificaram a integridade e
permeabilidade da membrana por meio da porcentagem de condutividade elétrica relativa e

pela liberacdo de acidos nucleicos (ODa2so).

Em 1982, foi constatado pela primeira vez que a melitina interage com membranas
fosfolipidicas (TERWILLIGER; EISENBERG, 1982) e desde entdo os seus mecanismos de
acao sobre membranas tém sido investigados. A melitina, que é um peptideo catidnico,
consegue interagir com a superficie das membranas carregadas negativamente de bactérias,
podendo acarretar despolarizacdo, permeabilizagdo e ruptura das membranas citoplasmaticas
das bacterias (GUHA et al., 2021).

O mecanismo pelo qual a melitina é capaz de interagir com as membranas
fosfolipidicas pode variar conforme a composi¢do da bicamada lipidica e a quantidade de
melitina ligada a membrana ou se inserindo na superficie (ALLENDE; SIMON; MCINTOSH,

2005; PANDIDAN; MECHLER, 2019). H& divergéncias na literatura quanto a forma de acéo
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da melitina nas membranas: alguns estudos apontam que a melitina age formando barrel-
stave poros (REX, 1996; GUHA et al., 2019); outros sugerem que a acdo ocorre pela
formacdo de poros toroidais (ALLENDE; SIMON; MCINTOSH, 2005; MIHAJLOVIC;
LAZARIDIS, 2010; IRUDAYAM; BERKOWITZ, 2011; LEE et al., 2014; GUHA et al.,
2019); e a maioria dos estudos demonstram que a melitina se insere nas membranas, agindo
de maneira detergente (detergent-like) sobre as membranas anionicas (LADOKHIN; WHITE;
2001; PAPO; SHAI, 2013; PANDIDAN; MECHLER, 2019; WICHMANN et al., 2022).

Pashaei et al. (2019) verificaram a acdo da melitina sobre Acinetobacter baumannii na
microscopia eletronica de varredura e relataram a formacao de grandes poros na membrana
citoplasmatica da bactéria, possivelmente devido ao fato das regibes N-terminal e central da
melitina que s@o muito hidrofobicas e que apds a melitina se ligar, outras podem se ligar por
meio da ligagcdo hidrofobica mais facilmente que a anterior, ocorrendo um actimulo de
melitina sobre a membrana da bactéria e facilitando a ruptura da membrana ou a formacéo de

pOros.

4.5. Efeito dos tratamentos na formacéao do biofilme

A acdo da melitina, da oxacilina e associacdo de ambas sobre a formacgéo de biofilme

de MRSA estdo representados na Figura 8.
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Figura 8. Valores, em porcentagem (%), de inibicdo do biofilme por concentragdes
subinibitdrias de 25%, 50% e 75% da CIM de melitina, oxacilina e associacdo de melitina
com oxacilina sobre MRSA ATCC (A) e MRSA lIsolado (B).
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A oxalina e sua combinagdo com melitina apresentaram inibicdo de biofilmes de
MRSA, sendo que para 75% da CIM de oxacilina e 75% da CIM de mel+oxa ocorreu uma
inibicdo em cerca de 65% na formacdo de biofilme para ambos isolados de MRSA. No
biofilme as bactérias ndo sdo inibidas nas mesmas concentracfes terapéuticas que as células
plancténicas. Desta forma, o sinergismo entre PAMs e antibidticos pode ajudar a superar a
resisténcia associada ao biofilme, elevando a atividade antibiofilme dos antimicrobianos e
podendo prevenir ou retardar o surgimento da resisténcia (GRASSI et al., 2017; GALDIERO
et al., 2019). Alguns estudos ja demonstraram que a associacdo entre PAMs e antibioticos
pode inibir a formacdo de biofilmes bacterianos (DOSLER; KARAASLAN; ALEV
GERCEKER; 2016; MARTINEZ, et al., 2019; KOPPEN et al., 2019). Os antibacterianos com
acao antibiofilme geralmente evitam a adeséo das células na superficie ou inibem a formacéo

do biofilme ao invés de remover os biofilmes ja formados (MIQUEL et al., 2016).

No estudo de Mirzaei et al. (2022a), a melitina apresentou sinergismo com
vancomicina e rifampicina, sendo essas combinacdes capazes de combater a formacdo de
biofilmes de MRSA. Também foi constatada a acdo de inibicdo na formacdo de biofilme de
MRSA por parte do sinergismo de melitina com oxacilina sendo que isto pode ser explicado
pelo fato da melitina inibir o biofilme de MRSA por mecanismos diferentes daqueles

realizados por antibidticos utilizados.

Ao contrario dos resultados mostrados em nosso estudo, outros pesquisadores
mostraram acdo antibiofilme da melitina sobre S. aureus. Alni et al. (2020) também testaram
a acao de concentracdes subinibitdrias da CIM de melitina sobre a formacéo de biofilmes em
MSSA e MRSA, tendo verificado que valores correspondentes a 12,5%, 25% e 50% das CIM
obtidas foram capazes de diminuir a formacdo de biofilme. Outros estudos também
demonstraram a atividade da melitina sobre a formagéo de biofilme em S. aureus (PICOLI et
al., 2017; MIRZAEI et al., 2022a). Como foram utilizadas concentrac¢fes subinibitorias, ou
seja, abaixo da CIM dos tratamentos, podemos supor que elas ndo foram eficazes frente ao

biofilme decorrente da maior resisténcia nas células do biofilme de MRSA.

4.6. Efeito dos tratamentos em biofilmes estabelecidos

A acdo da melitina, antibioticos e da combinacdo de melitina com oxacilina sobre 0s

biofilmes maduros de MRSA estdo evidenciados na Figura 9.
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Figura 9. Acédo antibiofilme maduro, em densidade Optica 600 nm, da CIM, 5x CIM, 15x
CIM e 20x CIM de melitina, oxacilina e da associagdo de melitina com oxacilina sobre
MRSA ATCC (A) e MRSA lIsolado (B).

De acordo com os dados obtidos na ODeoo, @ combinacdo mel+oxa possibilitou uma
reducdo dos biofilmes estabelecidos para ambos isolados de MRSA na concentracdo de 20
vezes a CIM sobre MRSA ATCC e a partir de 5x CIM para MRSA isolado. As concentragdes
de 15x e 20x CIM da oxacilina para ambos isolados foram apenas capazes de reduzir os
biofilmes j& estabelecidos em relacdo ao controle, ndo sendo capazes de erradicar o biofilme.
Ja a melitina ndo apresentou atividade inibitéria para MRSA ATCC sendo que somente 15x e
20x CIM da melitina reduziram os biofilmes estabelecidos do MRSA isolado, porém sem

sucesso em erradicar o biofilme.

Além da atividade inibidora dos biofilmes estabelecidos demonstrada na Figura 9,
todos os tratamentos foram semeados em TSA para verificar a atividade bactericida. Para
ambos isolados de MRSA, apenas o sinergismo mel+oxa apresentou concentracdo bactericida
de biofilme (BEC), sendo a menor concentragdo de 15x CIM para MRSA ATCC e de 20x
CIM para MRSA lIsolado.

Picoli et al. (2017) j& haviam demonstrado que a melitina foi capaz de erradicar
biofilmes de S. aureus ja formados ao contrario do que foi observado no estudo, pois a
melitina n&o conseguiu erradicar os biofilmes maduros de MRSA mesmo na concentragéo de
20x CIM.
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Reffuveille et al. (2014) demonstraram o potencial de acdo de um peptideo
(denominado 1018) em sinergismo com quatro antibidticos (ceftazidima, ciprofloxacina,
imipenem ou tobramicina) tendo verificado que esse sinergismo foi capaz de inibir a
formacéo de biofilme e erradicar biofilmes ja formados de Pseudomonas aeruginosa, E. coli,
Acinetobacter baumanni, Klebsiella pneumoniae e MRSA, mostrando o potencial de
combinag@es entre peptideos e antibidticos sobre bactérias produtoras de biofilme.

Para resultar em acdo sobre biofilmes ja estabelecidos, sdo necessarias maiores
concentragfes de antimicrobianos ou combinacgdes sinérgicas entre eles, como demonstrado
nos resultados deste estudo. Isso ocorre possivelmente devido as células bacterianas presentes
na matriz polimérica extracelular do biofilme serem mais resistentes do que as células
planctonicas fazendo com que ocorram mudancas fenotipicas no biofilme quanto ao seu
comportamento tais como a difusdo limitada dos antibidticos, o crescimento e metabolismo
limitados nas células mais profundas da matriz, a presenca de células persistentes, a
upregulation de mecanismos de resisténcia e ocorréncia de mutacdes devido ao estresse e
transferéncia de genes de forma horizontal devido a proximidade entre as células do biofilme
e como isto resultando na maior resisténcia aos antibacterianos (REFFUVEILLE et al. 2014;
GRASSI et al., 2017).

4.7. Atividade hemolitica

A porcentagem de hemdlise dos tratamentos estudados sobre hemacias humanas
encontra-se na Tabela 6.

As concentragdes de 4x CIM de melitina (21 pg/mL) e mel+oxa (8 pg/mL de melitina
+ 16 pug/mL de oxacilina) provocaram a hemolise de 100% de hemécias humanas. A melitina
apresentou uma porcentagem de 4,2% de hemolise na concentragdo de 2x CIM (10,6 pg/mL)
e essa porcentagem diminuiu para 0,2% a partir da CIM até 25% da CIM, mostrando nao
haver atividade hemolitica nessa faixa. Ja a associagdo de mel+oxa ndo ocasionou hemdlise a
partir de 2x CIM até 25% CIM, resultanto entdo numa menor taxa de hemdlise em relacéo a
melitina. A oxacilina foi a Unica que ndo apresentou atividade hemolitica em qualquer uma

das concentraces testadas.
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Tabela 6. Valores, em porcentagem (%), da atividade hemolitica causada pelos tratamentos
nas cinco diferentes concentragdes testadas de melitina, oxacilina e mel+oxa.

4x CIM 2x CIM CIM 50% CIM 25% CIM

Melitina 100 + 0,9* 4,2 +7,2° 0,2+ 0,24 0,2 £ 0,4 0,2+ 0,5%

Oxacilina 0+0,8® 0+0,5% 0+0,2¢4 0+0,0# 0+0,0#

Mel+Oxa 100 + 3,8 0+0,2% 0+0,5 0,0+0,1%4 0,0+ 0,0

As CIM utilizadas foram de 5,3 pg/mL para melitina, 16 pg/mL para oxacilina ¢ de 2 pg/mL de melitina + 4 pg/mL de
oxacilina para mel+oxa. Letras mindsculas diferentes na mesma linha representam diferencas significativas de atividade
hemolitica entre as concentracfes testadas de um mesmo produto quando p<0,05 e letras mailsculas diferentes nas colunas
representam diferencas significativas de atividade hemolitica entre os produtos testados quando p<0,05.

Pashaei et al. (2019) e Bevalian et al. (2019) verificaram que a melitina (32 pg/mL) in
vivo em ratos saudaveis ndo causou hemdlise. Em outro estudo (MAHMOUDI, ALIKHANI,
FOOLADI et al., 2020), a melitina mostrou ndo ser hemolitica até 1 pg/mL, porém houve
hemdlise in vitro de 50% das células quando utilizada concentracéo de 2 pg/mL. Mirzaei et al.
(2022a), demonstraram que 5 pg/mL de melitina causava hemolise em 96% de hemacias
humanas sendo este resultado diferente do verificado no nosso estudo em que a concentragao

de 5,3 ug/mL s6 causou hemolise em 0,2% das hemacias humanas.

4.8. Analise da citotoxicidade da melitina e oxacilina por citometria de fluxo

A citometria de fluxo mostrou que a melitina e a oxacilina ndo exerceram inducao de
apoptose de células HaCaT (Figura 10). Para determinagdo da porcentagem de morte celular
por apoptose (LR) e morte celular tardia (UL e UR) causada pela melitina e oxacilina (Tabela
7), as células foram submetidas aos tratamentos com valores de CIM e 2x CIM da melitina,
oxacilina e mel+oxa, seguido de analise em citdmetro de fluxo com marcagdo para anexina
VFITC/PI.
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Tabela 7. Resultado em percentual da populacdo de células viadveis, de apoptose e morte
tardia de celulas HaCaT ap0s exposicdo a CIM e 2x CIM de metilina, oxacilina e mel+oxa.

Tratamentos UL (morte UR (morte LL (sem LR
tardia) % tardia) % processo de  (apoptose) %
morte) %
Basal Controle Negativo 0 0,01 99,97 0,02

(autofluorescéncia)

Basal Controle Negativo 0,5 5,4 87,99 6,11
CIM Melitina 0,77 1,64 96,52 1,06
2x CIM Melitina 0,78 3,94 93,62 1,66
CIM Oxacilina 0,89 3,95 90,88 4,29
2x CIM Oxacilina 0,55 5,94 89,42 4,1
CIM Mel+Oxa 0,21 3,53 92,22 4,04
2x CIM Mel+Oxa 0,36 2,54 95,65 1,44

As CIM utilizadas foram de 5,3 pg/mL para melitina, 16 pg/mL para oxacilina e de 2 pg/mL de melitina + 4
pg/mL de oxacilina para mel+oxa.
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Figura 10. Analise de efeito citotdxico por inducdo de apoptose e morte tardia em células

HaCaT usando marcacao por Anexina V (FITC) e lodeto de Propideo.
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As células HaCaT incubadas por 4 e 8 horas com os tratamentos melitina, oxacilina e
mel+oxa (CIM e 2x CIM) apresentaram uma porcentagem de apoptose variando de 1,06% a
6,11% para as concentracdes avaliadas. A inducdo de apoptose ou morte celular tardia nao foi
influenciada com as concentracdes da CIM e 2x CIM da melitina, oxacilina e mel+oxa no
intervalo de incubacgéo estudado, demonstrando que os compostos estudados ndo apresentam

acdo apoptotica.

Alni et al. (2020) testaram a citotoxicidade em células Vero e reportam que a melitina
ndo apresentou citotoxicidade. A melitina em sinergismo com o antibidtico doripenem,
promoveu reducéo significativa na dose dos compostos isolados, obtendo efeito antibacteriano
e diminuindo também significativamente a citotoxicidade em células normais de rim
(HEK293) (AKBARI et al., 2019). O sinergismo entre melitina e rifampicina e vancomicina
em ensaios com isolados de Staphylococcus epidermidis meticilina resistente (MRSE) revelou
que as concentragdes de melitina utilizadas no sinergismo ndo causaram hemolise em
eritrocitos humanos e nem citotoxicidade em células HEK293 (MIRZAEI et al., 2022b).

O desafio para o0 uso de PAMs é que eles podem possuir atividade hemolitica e serem
citotoxicos para as células do hospedeiro da bactéria (AOKI; UEDA, 2013), mas o sinergismo
entre melitina e oxacilina ndo demostrou atividade hemolitica em eritrocitos humanos e ndo
mostrou toxicidade em células HaCaT, demonstrando a efetividade de combinacBes entre
PAMs e antibidticos, visando maior eficacia, menor toxicidade e possivelmente evitar

mecanismos de resisténcia.

Bevalian et al. (2019) testaram a acdo antibacteriana de melitina in vivo em ratos com
queimaduras de terceiro grau colonizadas por VRSA. Notaram que uma Unica dose de
melitina nas lesGes foi responsavel pela erradicacdo de VRSA. Também testaram a toxicidade
in vivo da melitina nos locais de queimadura e na pele de ratos saudaveis e verificaram que a
melitina ndo apresentou acgdo citotoxica, bem como ndo demonstrou a¢do hemolitica sobre
eritrocitos de ratos, mostrando que a melitina foi capaz de erradicar VRSA presente nas lesdes

na pele de ratos sem induzir a citotoxicidade.

Pashaei et al. (2019) também testaram acdo da melitina (32 pg/mL) in vivo na pele de
ratos com queimaduras colonizadas com Acinetobacter baumannii e também em ratos
saudaveis e tendo verificado que a melitina novamente nédo apresentou acao toxica nesses dois

grupos. Nos dois estudos citados, a melitina apresentou ac¢do bactericida topica em ratos com
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queimaduras colonizadas por bactérias sem apresentar atividade hemolitica ou qualquer
citotoxicidade quando aplicada diretamente em ratos de ambos grupos estudados. Isso
demonstra o potencial da melitina para o desenvolvimento de um produto antimicrobiano para
uso topico para o tratamento de feridas e/ou queimaduras que estejam colonizadas pelas

bactérias S. aureus e A. baumannii.

4.9. Analise protedmica de MRSA submetida a concentracfes subletais de

melitina e de sua associacdo com oxacilina

A andlise protedbmica do MRSA ATCC 33591 frente aos tratamentos, permitiu a
identificacdo de 72 proteinas no grupo controle, 96 proteinas no tratamento melitina (68
proteinas em comum com o controle), 43 proteinas no tratamento oxacilina (28 em comum
com o controle) e 112 proteinas no tratamento mel+oxa (67 em comum com o controle)
(Figura 11).

Melitina Oxacilina

Controle Controle

Mel+oxa

Controle

Figura 11. Diagrama de Venn de todas as proteinas identificadas pela analise protebmica nos
tratamentos (melitina, oxacilina e mel+oxa) em relacdo as proteinas identificadas no grupo
controle.

De acordo com a analise volcano plot, 17 proteinas foram expressas diferencialmente
estando em up-regulation (maior expressdo da proteica) ou down-regulation (menor
expressao proteica), entre o controle e os trés tratamentos com concentragdes subletais de
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meltina, oxacilina e da associacdo melitina com oxacilina, sendo C, controle, T1, tratamento
com melitina, T2, tratamento com oxacilina e T3, tratamento mel+oxa (Tabela 8). E,
conforme a analise vip scores, 33 proteinas mais relevantes foram destacadas em up-

regulation ou down-regulation, entre o controle e os trés tratamentos.

Os trés tratamentos modificaram o perfil proteico de MRSA em relagéo ao controle,
sendo as proteinas expressas de cada tratamento categorizadas conforme sua funcéo molecular
e processo biologico (Figura 12). As fungdes moleculares que mais demonstraram alteracdes
na expressao de proteinas foram a de ligacdo, principalmente ligacdo a ions, ATP e/ou &cidos
nucleicos, seguida por proteinas com atividade catalitica, com destaque para atividade de
transferase e oxidoredutase e também houve interferéncia em proteinas de componentes
estruturais, como o ribossomo e membrana celular. Os processos biolégicos que apresentaram
maiores alteracdes na expressao das proteinas foram relacionados ao metabolismo bacteriano,
afetando principalmente aquelas relacionadas com a traducdo e envolvidas com a sintese

proteica e associadas ao metabolismo energético.

4.9.1. MRSA tratado com melitina

O tratamento melitina sobre MRSA resultou em 9 proteinas diferencialmente
expressas em relacdo ao controle, sendo 5 em maior expressao - up-regulation (30S ribosomal
protein  S19, 6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating, aldehyde-alcohol
dehydrogenase, enolase e thymidylate synthase) e 4 em menor expressdo - down-regulation
(30S ribosomal protein S3, 50S ribosomal protein L9, 50S ribosomal protein L11 e Serine
hydroxymethyltransferase). No vip scores, foram identificadas 14 proteinas, sendo 6 proteinas

em up-regulation e 8 em down-regulation.

Esse tratamento diminuiu principalmente a expressao de proteinas relacionadas a
sintese proteica, como as proteinas do ribossomo 30S ribosomal protein S3, 50S ribosomal
protein L9, 50S ribosomal protein L11 que fazem parte do processo de traducdo e a proteina
elongation factor G (EF-G) que atua como um fator da traducdo. Pyruvate kinase e Serine
hydroxymethyltransferase sdo relacionadas a glicélise e metabolismo de um carbono,
respectivamente, e foram down-regulated no tratamento de MRSA com melitina. Outra

proteina down-regulated foi a Chaperone protein DnaK, que atua como resposta ao estresse.
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Tabela 8. Proteinas de MRSA expressas em up ou down-regulation apds os tratamentos T1 - Melitina, T2 - Oxacilina, T3 - Melitina/Oxacilina
em comparacdo ao C - Controle (MRSA sem tratamento) segundo o teste de volcano plot e vips scores.

Proteinas Funcéo Molecular Processo Biol4gico Componente celular Expressdo das Proteinas
C T1 T2 T3

30S ribosomal protein S2 Componente estrutural; Tradugéo Ribossomo v down

Ligacéo — acido nucleico
30S ribosomal protein S3 Componente estrutural; Traducgéo Ribossomo v down

Ligag8o — &cido nucleico
30S ribosomal protein S19 Componente estrutural; Traducéo Ribossomo v up up

Ligag8o — &cido nucleico
50S ribosomal protein L9 Componente estrutural; Traducgéo Ribossomo down down

Ligagdo — &cido nucleico
50S ribosomal protein L10 Componente estrutural; Traducéo Ribossomo up

Ligag8o — &cido nucleico
50S ribosomal protein L.11 Componente estrutural; Traducgéo Ribossomo v down down

Ligag8o — &cido nucleico
50S ribosomal protein L18 Componente estrutural; Traducgéo Citoplasma; Ribossomo up

Ligagdo — &cido nucleico
6-phospho-beta-galactosidase Glicosidase; Hidrolase Via catabdlica da lactose - v down
6-phosphogluconate Ligacdo; Oxidoredutase Utilizac&o de gluconato; Via - v up up
dehydrogenase, decarboxylating das pentoses-fosfato
ABC transporter, ATP-binding Hidrolase; Ligacdo — ATP; Transporte de carboidratos - up
protein Transporte
Aldehyde-alcohol dehydrogenase Ligacdo; Oxidoredutase Processo metabdlico do - up up

alcool; Utilizacdo de carbono
Aspartate-tRNA ligase Ligacdo — acido nucleico e Biossintese de proteina Citoplasma up
ATP; Ligase
ATP synthase subunit beta ATP-dependente; Ligase; Sintese de ATP; Transporte Membrana celular down
Transporte
Cell division protein FtsZ Hidrolase; Ligagédo Divis&o celular Citoplasma; Sitio de down
diviséo celular

Chaperone protein DnaK ATP-dependente; Resposta ao estresse - v down

Chaperona; Hidrolase;
Ligacéo
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Cold shock protein CspA Componente estrutural; Resposta ao estresse Citoplasma up
Ligacéo — acido nucleico
DAHP synthetase-chorismate Liase Biossintese de aminoacidos - up
mutase aromaticos; Processo
metabolico do corismato
Elongation factor G Fator de traducdo; Hidrolase Biossintese de proteina Citoplasma v down
Enolase Liase; Ligacdo Glicolise Regido extracelular; up up up
Superficie celular
Extracellular matrix-binding Componente estrutural - Membrana celular v down
protein ebh
Formate acetyltransferase Transferase Metabolismo da glicose Citoplasma up
Glyceraldehyde-3-phosphate Ligagdo; Oxidoredutase Metabolismo da glicose - v up
dehydrogenase
GMP reductase Oxidoredutase Processo metabolico de Complexo up
nucleotideos macromolecular
Inosine-5'-monophosphate Ligacdo; Oxidoredutase Biossintese de GMP - down
dehydrogenase*
N-acetyltransferase Transferase - - v down down down
Phosphoenolpyruvate-protein Transferase Transporte Citoplasma v down
phosphotransferase
PstB ATP-dependente; Ligacdo — Transporte de fosfato Membrana celular down
ATP
Piruvate kinase Ligacdo — ATP; Transferase Glicolise — down
Ribosomal RNA small subunit Ligacdo; Transferase Processamento de rRNA - down
methyltransferase H
Ribosome-binding ATPase YchF Ligacdo — ATP e ions; - - up
Hidrolase, ATP-dependente
S-adenosylmethionine synthase Ligacdo — ATP; Transferase ~ Metabolismo de um carbono Citoplasma v down up
(¢19)
Serine Ligacdo; Transferase Metabolismo de um carbono; Citoplasma down down
hydroxymethyltransferase biossintese de aminoacidos
Thymidylate synthase Transferase Biossintese de nucleotideos Citoplasma up

Uncharacterized protein

up

Os simbolos indicam: v': presence; down: down-regulation no tratamento e up: up-regulation no tratamento. As proteinas em negrito e sublinhadas séo as diferencialmente

expressas segundo o volcano plot. *Unica proteina que apareceu no volcano plot, mas ndo no vip scores.



Ligagio [ Down-regulation Resposta a estimulos g [ Down-regulation
@l Up-regulation Hl Up-regulation
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Atividade de molécula estrutural Processo Metabélico¥
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1 Figura 12. Fungdo molecular (A, melitina, C, oxacilina e E, mel+oxa) e processo biologico (B, melitina, D, oxacilina e F, mel+oxa) das

2  proteinas diferencialmente expressas

(up e down

reglation) de MRSA exposto aos tratamentos em comparagdo ao controle.
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Outras proteinas associadas ao metabolismo energético tiveram sua expressdo
aumentada, como a 6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating, aldehyde-alcohol
dehydrogenase e enolase. A aspartate—tRNA ligase e a thymidylate synthase também
apresentaram expressao aumentada, estando relacionadas a biossintese proteica e a biossintese

de DNA, respectivamente.

A acdo dos PAMs na integridade das membranas celulares das bactérias pode ndo ser
0 Unico mecanismo de acdo, podendo também ter outros alvos intracelulares, afetando
diversos processos como a sintese de DNA, a sintese proteica, a sintese da parede celular e
ocasionar outras mudancas metabolicas (AOKI; UEDA, 2013), como é o caso da melitina
atuando sobre MRSA e afetando os processos de sintese proteica, metabolismo energético,

metabolismo de um carbono, sintese de DNA e ocasionando estresse para a célula.

O processo de traducdo, reponsavel pela sintese proteica, é realizado em etapas,
ocorrendo a iniciacdo, alongamento, terminacéo e reciclagem do ribossomo e em cada passo
héa fatores de traducdo envolvidos, sendo um deles o elongation factor G (EF-G). O EF-G atua
na etapa de alongamento, fazendo a translocacdo de RNAs mensageiros (NRNA) e RNAs de
transferéncia (tRNA) nos ribossomos e na etapa reciclagem de ribossomos, sendo uma
proteina essencial para a sintese proteica e um potencial alvo para acdo de agentes
antibacterianos (FERNANDES, 2016; RODNINA, 2018).

Na traducdo em bactérias é necessaria a montagem de um complexo macromolecular
70S que é composto pelas subunidades ribossémicas pequena 30S, podendo consistir em 21
proteinas ribossomais (S1-S21), e pela subunidade grande 50S, que pode consistir em 33
proteinas ribossomais (L1-L36) (WILSON; NIERHAUS, 2005; BENNISON et al., 2021). No
tratamento com melitina, a maior parte das proteinas ribossomais e o EF-G foram menos

expressos, mostrando uma acao sobre a sintese proteica.

Aspartate—tRNA ligase (AspRS) teve sua expressdo aumentada, sendo uma enzima
gue liga aminoacidos aspartato a tRNA especificos e esses participam dos estagios iniciais da
traducdo sendo importantes para a sintese proteica, sendo as aminoacyl-tRNA possiveis alvos
para novos antimicrobianos (HUOT et al., 2010; PANG; WEEKS; AERSCHOT, 2021).

A 6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating (6PGDH) atua na via das
pentoses-fosfato (PPP) e esta relacionada ao metabolismo de carboidratos, sendo uma via
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alternativa a glicélise e que produz agucares de 5 carbonos (ribose-5-fosfato) e NADPH.
Ocorreu uma maior expressédo de 6PGDH frente ao tratamento de melitina e esse aumento
pode promover a eliminacdo das espécies reativas de oxigénio (ROS) e a sintese de
nucleotideos para o reparo de danos ao DNA provocados pelo tratamento (RIGANTI et al.,
2012; LIU et al., 2019).

A aldehyde-alcohol dehydrogenase (ADHE) atua na sintese do &lcool, reduzindo a
acetil coenzima A (acetil-CoA) a acetaldeido e reduzindo o acetaldeido a etanol. ADHE
participa do metabolismo energético e foi up-regulated no tratamento com melitina (VAN
LIS etal., 2017).

A enolase ¢ uma enzima multifuncional que participa do processo bioldgico da
glicolise, ela também pode se encontrar na superficie celular atuando como receptor para
certos ligantes, como o plasminogénio, podendo promover a degradacdo da matriz
extracelular (CAPELLO et al., 2011; WU et al., 2015). Além disso, no S. aureus também
pode estar associada a patogenicidade e pertencente ao complexo degradosoma do RNA
mensageiro (MRNA), complexo de proteinas responsavel pela degradacdo do mRNA (ROUX;
DEMUTH; DUNMAN, 2011; WU et al., 2015). Em todos os tratamentos essa proteina

apareceu em up-regulation.

O aumento da expressdo de proteinas relacionadas ao metabolismo energético pode
indicar que a bactéria esta precisando de mais energia para garantir sua sobrevivéncia.
(BALEMANS et al., 2012). No caso de MRSA tratada com melitina houve um aumento de
expressao em proteinas desse metabolismo (6PGDH, ADHE e enolase), com excessdo da
piruvate kinase (PK), indicando uma possivel tentiva de sobrevivéncia de MRSA frente ao

tratamento.

A proteina PK participa do metabolismo dos carboidratos, catalisando a reagdo final
na glicdlise de conversdo de fosfoenolpiruvato em piruvato e a fosforilagdo de ADP em ATP.
O piruvato ira participar do tricarboxylic acid cycle (TCA cycle) que esta associado com a
patogenicidade de bactérias (VASU et al., 2015). A PK foi down-regulated pela melitina e
interferindo com a glicolise e producéo de piruvato.

A proteina serine hydroxymethyltransferase (SHMT) teve sua expressdo diminuida no

tratamento com melitina e ela é fundamental para o metabolismo de um carbono, promovendo
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a interconversdo reversivel de serina e glicina, sendo essa proteina considerada um potencial

determinante para a viruléncia de S. aureus resistentes (BATOOL et al., 2020).

A thymidylate synthase (TS), é uma enzima transferase, essencial para a conversédo de
2’-deoxyuridine-5’-monophosphate  (dUMP) para 2’-deoxythymidine-5’-monophosphate
(dTMP), sendo fundamental para a sintese de DNA e a sobrevivéncia da bactéria e sua
replicacdo, podendo ter tido sua expressdo aumentada devido a um mecanismo de
sobrevivéncia a concentracao subletal de melitina (POZZI et al., 2019). A SHMT e TS fazem
parte da via do metabolismo de um carbono, sendo uma via necessaria para a biossintese de
purinas e timidinas e importantes para o crescimento e proliferagdo celular e a melitina foi

capaz de atuar sobre essas proteinas (NONAKA et al., 2019).

As chaperonas atuam em resposta ao estresse, podendo realizar o dobramento de
proteinas, evitar a agregacao de proteinas durante o estresse e ajudar na reparacdo de proteinas
danificadas pelo estresse (FOURIE; WILSON, 2020). A chaperone protein DnaK (DnaK),
teve sua expressdo down-regulated na presenca da melitina, isso pode ocorrer em situacoes de
estresse frente a altas temperaturas, exposicdo de antibidticos como a tetraciclina e em
tratamentos de MRSA com mel de abelha, afetando o ciclo celular da bactéria e suprimindo a
expressao de proteinas de resposta ao estresse, fazendo com que os antimicrobianos possam
agir em tal bactéria (KVINT et al., 2003; JENKINS et al., 2011).

As N-acetyltransferases sdo enzimas responsaveis pela acetilagdo promovendo a
transferéncia de um grupo acetil da acetilcoenzima A para a amina primaria de substratos
como antibidticos aminoglicosideos, peptideos e outras moléculas pequenas. As N-
acetyltransferases atuam em varios processos bioldgicos, como resisténcia a antibidticos
aminoglicosideos, transcri¢do, traducgdo e resposta ao estresse (HENTCHEL; ESCALANTE-
SEMERENA, 2015; REN et al., 2017). Em todos os tratamentos, essa proteina estava em
down-regulation, mostrando acdo sobre essa enzima transferase que atua em VArios processos

importantes para 0 S. aureus.

A analise protebmica de MRSA apds tratamento com melitina demonstrou que a
melitina ndo somente atua na membrana celular da bactéria como também em varios outros
alvos, como por exemplo no metabolismo energético, sintese de proteinas e na resposta ao

estresse.
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4.9.2. MRSA tratado com oxacilina

O tratamento oxacilina provocou a expressao diferencial de 3 proteinas em down-
regulation, sendo elas a N-acetyltransferase, 30S ribosomal protein S2 e 6-phospho-beta-
galactosidase. E segundo a analise de vip scores, 15 proteinas foram encontradas, sendo 7 em

up-regulation e 8 em down-regulation em relagéo ao controle.

Esse tratamento afetou proteinas associadas ao metabolismo energético, sendo as
proteinas 6-phospho-beta-galactosidase (atua na via catabolica da lactose, utilizando a lactose
como fonte de carboidrato por meio da via D-tagatose-6-phosphate pathway - MIALLAU et
al., 2007), ATP synthase subunit beta, todas down-regulated no tratamento e com aumento
significativo das proteinas aldehyde-alcohol dehydrogenase, enolase e glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (atua na via da glicdlise) que também atuam para o suprimento
energético. Em relacdo a proteinas associadas a sintese proteica, que fazem parte do
ribossomo e atuam no processo da traducdo, o tratamento ocasionou uma maior expressao a
30S ribosomal protein S19 e 50S ribosomal protein L10 e em menor expressdo a 30S
ribosomal protein S2 e 50S ribosomal protein L9. Duas proteinas do metabolismo de um
carbono  foram down-regulated  S-adenosylmethionine  synthase e  serine
hydroxymethyltransferase.

Duas proteinas tiveram uma menor expressdo e fazem parte da membrana celular,
sendo elas a extracellular matrix-binding protein ebh e a ATP synthase subunit beta, sendo
que essa Ultima faz parte do metabolismo energético e responsavel pela sintese de ATP e
transporte transmembrana, portanto importante para o crescimento e o metabolismo de S.
aureus (BALEMANS et al., 2012). Outra proteina encontrada em up-regulation foi a cold
shock protein CspA que atua na resposta ao estresse, podendo dessa forma indicar resposta ao
estresse ocasionado pela oxacilina. Esse tratamento também ocasionou a alteracdo da N-

acetyltransferase que apresenta atividade transferase.

O tratamento de oxacilina ocasionou alteracdo em proteinas relacionadas aos
processos de metabolismo energeético, sintese proteica, localizacdo e resposta ao estresse. A
acdo da oxacilina, sobre S. aureus ja esta definida, atuando sobre as proteinas de ligagdo a
penicilina (PBPs), sendo 4 proteinas nativas (PBP1, PBP2, PBP3 e PBP4), e MRSA ainda
pode expressar a PBP2a. As PBPs séo responsaveis pelas etapas finais da sintese da parede

celular das bactérias, sendo que os B-lactdmicos interrompem a formacdo dessa parede
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(WILKE; LOVERING; STRYNADKA, 2005; FISHOVITZ et al, 2014; BUSH;
BRADFORD, 2016).

4.9.3. MRSA tratado com melitina em associa¢do com oxacilina

Na associacdo de melitina com oxacilina (mel+oxa) houve a expressao diferencial de 5
proteinas em relacdo ao controle, 4 em down-regulation (50S ribosomal protein L11, Inosine-
5'-monophosphate  dehydrogenase, = N-acetyltransferase, phosphoenolpyruvate-protein
phosphotransferase) e 1 up-regulated (6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating).
Segundo o vip scores, 15 proteinas foram identificadas, sendo 9 em up-regulation e 6 em
down-regulation em relagdo ao controle. Todos os processos bioldgicos (metabolismo, celular,
reproducdo, localizacdo e resposta a estimulos) foram sinalizados nesse tratamento, sendo a
sintese proteica o processo bioldgico mais afetado, seguido pelo metabolismo energético com

maior expressdo de proteinas.

A associacgdo entre melitina e oxacilina demonstrou a¢do sobre proteinas comuns aos
trés tratamentos, sendo a enolase, uma proteina em maior expressdo e que esta relacionada ao
processo de glicdlise e sobre a N-acetyltransferase, down-regulated, tendo essa a atividade de
transferase. As proteinas alteradas em comum com o tratamento da melitina foram a: 50S
ribosomal protein L11 (sintese proteica), 6-phosphogluconate  dehydrogenase,
decarboxylating (metabolismo de carboidratos) e a proteina em comum com MRSA tratada

com oxacilina foi a S-adenosylmethionine synthase (metabolismo energético).

Das proteinas identificadas, no tratamento do sinergismo de melitina com oxacilina,
foram encontradas proteinas relacionadas ao metaboslimo energético (6-phosphogluconate
dehydrogenase, decarboxylating, enolase, formate acetyltransferase); proteinas relacionadas
ao transporte (ABC transporter, ATP-binding protein, phosphoenolpyruvate-protein
phosphotransferase, PstB); proteinas relacionadas ao processo de traducdo, regulacdo desse
processo e/ou sintese proteica (50S ribosomal protein L11, 50S ribosomal protein L18, DAHP
synthetase-chorismate mutase, Ribosomal RNA small subunit methyltransferase H e
Ribosome-binding ATPase YchF); proteinas do metabolismo da purina (GMP reductase e
Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase), S-adenosylmethionine synthase relacionada ao
metabolismo de um carbono e uma proteina que atua na divisdo celular (cell division protein
FtsZ).
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A cell division protein FtsZ (FtsZ), uma proteina essencial para a divisdo celular, se
polimeriza no interior da célula bacteriana gerando um anel chamado anel Z, que determina o
local do sitio de divisdo celular, recrutando outras proteinas necessarias para a divisdo e
formando o complexo divisomo, que promove a constricdo da membrana celular, a formagéo
de septo na parede celular e entdo a divisdo celular. Quando ha alguma alteragdo na FtsZ
ocorre a inibicdo da divisao celular que depois leva a morte celular, por isso essa proteina é
um possivel alvo para o desenvolvimento de novos agentes antibacterianos (KAPOOR,
PANDA, 2009; PRADHAN, MARGOLIN, BEURIA, 2021). No tratamento mel+oxa, a FtsZ
foi menos expressa, mostrando o potencial uso desse sinergismo frente a MRSA.

Ferrer-Gonzalez et al. (2017) verificou o sinergismo entre um agente TXA707 com f3-
lactdmicos mostrando que a atuacdo sobre FtsZ garante uma oportunidade de B-lactdmicos
atuarem nas PBP2 de MRSA, ja que as func¢des das PBPs sdo controladas pelo ciclo celular e
uma das proteinas chaves desse ciclo é a FtsZ que também é responsavel pela localizagdo das

PBPs durante o processo de divisao celular.

A associacdo entre melitina e oxacilina alterou a proteina de divisdo celular FtsZ e a
divisdo celular faz com que as células bacterianas apresentem respostas rapidas quanto a
disponibilidade de nutrientes fazendo com que o metabolismo energético produza uma maior
parte de energia para a sintese proteica (SIDDIQUI, 2021), no caso a melitina ocasiou uma
maior expressdo em proteinas relacionadas ao metabolismo energético. A formate
acetyltransferase é uma proteina relacionada ao suporte energético que estava em up-
regulation, podendo atuar quando ha piruvato disponivel, podendo estar mais expresso em
situacOes de anaerobiose, em que a bactéria ndo tem oxigénio ou nitrato para produzir a sua
energia (LEIBIG et al., 2011).

A S-adenosylmethionine synthase catalisa a reacdo entre a metionina e ATP para gerar
S-adenosylmethionine e faz parte do metabolismo de um carbono, sendo importante para o
crescimento e desenvolvimento celular, participando de processos de sintese de purinas e
pirimidinas e metabolismo de aminoacidos e nucleotideos (DUCKER; RABINOWITZ, 2017
DAVE; SUNDRANI; JOSHI, 2021).

A Ribosome-binding ATPase YchF (YchF) estd associada a regulacdo da traducéo
durante uma resposta estresse da celula, podendo ter o controle da iniciagcdo da traducédo e da
degradacdo de proteinas (LANDWEHR et al., 2021). A Ribosomal RNA small subunit
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methyltransferase H, outra proteina associada a regulacdo da tradugdo responsavel pelo
processamento de RNAs ribossomais (rRNA), promovendo a metilagio de RNA com S-
adenosylmethionine, também foi afetada pelo tratamento mel+oxa, mostrando sua agéo sobre
a traducdo e a sintese proteica (SWINEHART; JACKMAN, 2015).

A DAHP synthetase e a chorismate mutase (CM) fazem parte da via do chiquimato
que é composta por enzimas que catalisam reagdes levando a biossintese de compostos
aromaticos para a sintese proteica. A primeira parte da via do chiquimato é a sintese da 3-
desoxi-D-arabino-heptulosonato-7-fosfato (DAHP) que ocorre pela DAHP sintase, depois
ocorrem outras seis etapas enzimaticas e por fim a sintese de CM que é usado para biossintese
de fenilalanina, tirosina e triptofano. A via chiquimato esta presente em bactérias e ndo em
humanos, sendo um bom alvo para acdo de agentes antibacterianos. A DAHP de bactérias
geralmente € inibida via feedback pela presenca de aminoéacidos aromaticos. (TZIN;
AHARONI, 2012). No tratamento mel+oxa, a DAHP sintase/corismato mutase se
encontraram super expressa, indicando uma possivel falta de aminoacidos aromaticos em
MRSA.

A GMP reductase (guanosina monofosfato redutase) que catalisa a reacdo de
conversdo de guanosina monofosfato (GMP) em inosina monofosfato (IMP), participa do
processo de sintese de nucleotideos purina, mantendo o equilibrio entre os nucleotideos
adenina e guanina. E a inosine-5'-monophosphate dehydrogenase catalisa a reacdo para
formagéo de xantosina monofosfato (XMP) que depois se converte a GMP. A GMP reductase
e inosine-5'-monophosphate dehydrogenase participam da biossintese de purinas que €
importante para a sintese de DNA e RNA, favorecendo o crescimento bacteriano e ativando
fatores de viruléncia (DENG et al., 2002; PROSISE; LUECKE, 2003; SAMANT et al., 2008;
Ll etal., 2018).

As proteinas de transporte podem afetar a expressdo de genes e o metabolismo de
bactérias. O tratamento mel+oxa afetou proteinas relacionadas ao transporte: ABC transporter,
ATP-binding protein (up-regulated), Phosphoenolpyruvate-protein phosphotransferase
(down-regulated) e PstB (down-regulated). O transportador ABC possui dominios
transmembranas que geram um poro de translocacdo e dominios para ligagdo de nucleotideos,
realizando transporte dependente de ATP, podendo transportar aglcares, ions, peptideos,

agentes antimicrobianos, fator de traducdo e outros substratos, podendo promover energia,
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reparacdo de DNA e viruléncia, sendo up-regulated, podendo estar tentando secretar o
tratamento mel+oxa. Phosphoenolpyruvate-protein phosphotransferase geralmente atua no
sistema de transporte de acucares e o PstB tem papel no transporte de fosfato e é responsavel
pela hidrélise de ATP (DAVIDSON et al., 2008; EITINGER et al., 2011; VASTERMARK;
SAIER, 2014).

A nisina, um peptideo antimicrobiano produzido pela bactéria Lactococcus lactis, em
associacdo com oxacilina também apresentou sinergismo contra MRSA e mostrou
mecanismos de acdo também relacionados a sintese proteica e metabolismo energético como

os da associagdo de melitina com oxacilina frente a MRSA (ALVES et al., 2020).

A associacao entre melitina e oxacilina indica que o mecanismo desse sinergismo nao
afeta somente a estrutura celular de MRSA, membrana e parede celular, como interfere
também na traducdo, afetando a sintese de proteinas, no metabolismo energético dessa
bactéria, na divisdo celular, nos processos de transporte e no metabolismo de purinas, atuando
sobre a sintese de DNA, demonstrando que esse sinergismo entre melitina e oxacilina possui
varios mecanismos de a¢do, afetando proteinas essenciais para diferentes processos biolégicos
de MRSA.

5. Conclusotes

A melitina foi eficaz contra MRSA, mostrando acdo bactericida rapida e com
capacidade de agir na integridade da membrana celular dessa bactéria e ocasionar mudancas
no seu metabolismo energético e na sintese de proteinas. Os nanoestruturados (nanoparticulas
de ouro e nanoemuls@es) contendo a melitina ndo apresentaram uma atividade antibacteriana

nas concentracgdes e formulagdes testadas sobre MRSA.

A combinacdo de melitina com oxacilina mostrou ser sinérgica e bactericida para
MRSA, apresentando inibigdo na formacé&o de biofilmes de MRSA e sem apresentar atividade
hemolitica em eritrocitos humanos ou citotoxicidade sobre queratindcitos humanos (HaCaT).
Essa associagdo também mostrou acdo sobre a integridade e permeabilidade da membrana
celular de MRSA e em vaérios alvos intracelulares como metabolismo energético, sintese
proteica, divisdo celular, transporte e sintese de DNA, causando disturbios em mais alvos do

que a melitina ou oxacilina isoladamente.
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A associagédo entre melitina e oxacilina apresenta a vantagem da combinagédo de dois
antimicrobianos com mecanismos de acdo distintos, visando a diminuicdo das doses dos
antimicrobianos, reducéo dos efeitos adversos e a amenizacdo da resisténcia bacteriana, ja que
a associacdo afeta diversos processos biologicos de MRSA. Essa associacdo apresenta
potencial para o desenvolvimento de um agente antibacteriano ou um novo tratamento contra
MRSA.
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Apéndice 1. Ensaio de concentracdo inibitoria minima, apo6s adigdo de resazurina, em placa
de elisa de 96 pocos. Os pocos rosas indicam crescimento bacteriano e 0s roxos indicam
inbicdo do crescimento bacteriano, podendo ser uma inibi¢do bacteriostatica ou bactericida
(PEREIRA, A.F.M., 2020).
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Apéndice 2. Ensaio de inibi¢cdo da formacdo do biofilme em placa de 96 pocos. A foto foi
tirada ap6s a placa ser corada com cristal violeta, lavada e ressuspendida com &cido acético
para ser lida no espectrofotdmetro (PEREIRA, A.F.M., 2021).

100



1 Apéndice 3. Ensaio da atividade hemolitica, foto tirada do momento em que os produtos
2  testados estdo em contato com as hemécias humanas (PEREIRA, A.F.M., 2022).
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1 Apéndice 4. Placa de 96 pocos do experimento de atividade hemolitica, foto tirada apds o
2  contato dos produtos com as hemacias e depois de levada a centrifugacdo (PEREIRA, A.F.M.,
3 2022).
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Apéndice 5. Ensaio de condutividade elétrica, foto tirada do momento em que os tubos estdo
sendo verificados quanto as suas condutividades elétricas, os tubos contém bactérias ou
glicose em contato com os produtos testados e estdo sendo verificadas as suas condutividades
(PEREIRA, A.F.M., 2022).
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