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Resumo 

A resistência bacteriana é um problema de saúde pública mundial e isolados resistentes como 

o Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA), frequentemente causam infecções 

graves e de difícil tratamento. A pesquisa por novos agentes antimicrobianos é necessária e 

produtos naturais como os peptídeos antimicrobianos têm sido evidenciados, como é o caso 

da melitina, uma fração do veneno da abelha Apis mellifera, que já possui ação 

antimicrobiana reportada. A melitina pode apresentar atividade hemolítica, sendo ideais novas 

estratégias como um sinergismo com antibióticos ou associada a sistemas nanocarreados, 

como nanopartículas ou nanoemulsões. Os objetivos desse trabalho foram sintetizar uma 

nanopartícula de ouro conjugada com melitina (AuNPs melitina) e duas formulações 

diferentes de nanoemulsões contendo melitina, avaliar a atividade antibacteriana da melitina, 

da sua associação com oxacilina, dos antibióticos oxacilina e cefalotina, da AuNPs melitina e 

das nanoemulsões sobre MRSA ATCC 33591 e um MRSA isolado clínico, avaliar atividade 

antibiofilme dos produtos que apresentaram atividade antibacterina e investigar os seus 

mecanismos de ação sobre MRSA. As nanopartículas de ouro (AuNPs) foram funcionalizadas 

com citrato de sódio e ativadas com 1-etil-3-(3- dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) e N-

hidroxisuccinimida (NHS) e posterior conjugação da melitina; também foi realizada a síntese 

de duas formulações diferentes de nanoemulsões contendo melitina. A atividade 

antibacteriana sobre os isolados foi realizada de acordo com a metodologia Resazurin 

Microtiter Assay (REMA), para determinar a concentração inibitória mínima (CIM) da 

melitina, antibióticos, AuNPs melitina e nanoemulsões com melitina. O sinergismo da 

melitina com antibióticos (oxacilina e cefalotina) foi testado por meio da curva de 

sobrevivência (time kill curve). A ação antibiofilme de melitina, oxacilina e da associação de 

melitina com oxacilina (mel+oxa) e a ação desses produtos sobre a membrana celular dos 

isolados foram verificadas. Ensaios de atividade hemolítica e de citometria de fluxo, 

citotoxicidade em células HaCaT, foram realizados. Os mecanismos de ação dos produtos 

testados com atividade antibacteriana foram investigados por meio da análise proteômica, 

sendo que a cepa MRSA ATCC foi tratada com concentrações subinibitórias dos tratamentos. 

As AuNPs melitina e as duas nanoemulsões diferentes contendo melitina foram sintetizadas, 

obtendo uma concentração final de 250 μg/mL de melitina em cada nanoestruturado, sendo 

que nenhum nanoestruturado apresentou ação antibacteriana frente à MRSA. A melitina 

apresentou uma CIM de 5,3 µg/mL sobre MRSA ATCC e de 4,0 µg/mL para MRSA isolado 

clínico; já a oxacilina apresentou CIM de 16 µg/mL para MRSA ATCC e de 8 µg/mL para 



 

 

MRSA isolado. A associação mel+oxa mostrou ser sinérgica e bactericida para ambos MRSA. 

Concentrações subinibitórias da mel+oxa foram capazes de reduzir a formação de biofilme de 

MRSA ATCC e concentrações suprainibitórias foram capazes de erradicar biofilmes 

estabelecidos. A melitina e mel+oxa mostraram ter ação sobre a permeabilidade da membrana 

celular pelo aumento na condutividade elétrica relativa, extravasamento de proteínas, 

liberação de ácidos nucleicos e efluxo de íons potássio e fosfato. A taxa de hemólise da 

melitina em sua CIM foi de 0,2%, já a combinação de mel+oxa, em sua CIM não apresentou 

hemólise em eritrócitos humanos. A melitina e mel+oxa não causaram apoptose ou morte 

tardia em células de queratinócitos HaCaT. A análise proteômica sobre MRSA ATCC 

mostrou que a melitina, oxacilina e mel+oxa causaram uma expressão diferencial de proteínas 

em relação ao controle, indicando ação sobre a síntese proteica e metabolismo energético. Os 

nanoestruturados contendo a melitina não apresentaram atividade antibacteriana nas 

concentrações e formulações testadas sobre MRSA. O tratamento mel+oxa mostrou atividade 

antibacteriana e antibiofilme sobre MRSA, não apresentou hemólise no valor da CIM e nem 

citotoxicidade em células HaCaT e mostrou ação sobre a membrana celular de MRSA e sobre 

diferentes alvos intracelulares, afetando principalmente o metabolismo energético e a síntese 

proteica de MRSA. A associação de melitina e oxacilina apresenta considerável potencial para 

o desenvolvimento de agentes antibacterianos ou de novos tratamentos contra MRSA. 

 

Palavras-chave: análise proteômica; atividade hemolítica; 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 

μg/mL of melittin in each nanostructure, showed no antibacterial action against MRSA. 

Melittin had a MIC of 5.3 µg/mL for MRSA ATCC and 4.0 µg/mL for isolate MRSA; 



 

 

oxacillin presented a MIC of 16 µg/mL for MRSA ATCC and 8 µg/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. Introdução 1 

1.1. Aspectos gerais de resistência bacteriana 2 

As pesquisas por alternativas terapêuticas para as doenças infecciosas são necessárias 3 

e devem ser constantes. Além disto, a resistência bacteriana tornou-se um problema de saúde 4 

pública mundial devido ao uso intenso dos antibióticos. Segundo o Centro de Controle e 5 

Prevenção de Doenças dos Estados Unidos (CDC, 2019), essa resistência vem elevando a 6 

mortalidade, morbidade e os custos com saúde sendo que ao redor de 2,8 milhões de pessoas 7 

foram acometidas com infecções por bactérias resistentes aos antibióticos com um custo 8 

estimado em mais de 20 bilhões de dólares por ano. Em 2019, cerca de cinco milhões de 9 

mortes ocorreram no mundo associadas a infecções causadas por bactérias resistentes 10 

(LAXMINARAYAN, 2022).  11 

 Algumas bactérias oportunistas Gram-positivas e Gram-negativas apresentam grande 12 

resistência aos antibióticos, como é o caso das denominadas ESKAPE: Enterococcus faecium, 13 

Staphylococcus aureus (S. aureus), Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, 14 

Pseudomonas aeruginosa e algumas espécies de Enterobacter spp, sendo consideradas 15 

potenciais causadoras de infecções com alta risco de mortalidade. Das bactérias Gram-16 

positivas as que mais podem causar infecções de difícil tratamento são o Staphylococcus 17 

aureus meticilina resistente (MRSA), S. aureus com resistência intermediária à vancomicina 18 

(VISA), S. aureus vancomicina resistente (VRSA) e o Enterococcus vancomicina resistente 19 

(VRE) (PFALZGRAFF; BRANDENBURG; WEINDL, 2018; TSAKOU et al., 2020). 20 

 Os genes de resistência aos antibióticos podem ser inatos da bactéria ou podem ser 21 

adquiridos. A aquisição de genes de resistência pode ocorrer por meio de mutações 22 

cromossomais que acontecem aleatoriamente, em uma frequência estimada de 10-9 por gene, 23 

sendo que o rearranjo de sequências de nucleotídeos pode acontecer por inversões, 24 

duplicações, inserções, deleções e transposições. As bactérias também podem adquirir genes 25 

de resistência por meio de plasmídeos e outros tipos de elementos genéticos móveis por meio 26 

de três processos: via bacteriófagos na transdução, na transformação quando há aquisição de 27 

elementos genéticos que estão no ambiente que foram liberados por bactérias mortas ou pela 28 

conjugação, processo em que bactérias adquirem os elementos genéticos móveis contendo 29 

genes de resistência, geralmente por meio do pili (LAI et al., 2022). 30 
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 Os mecanismos de resistência bacteriana aos antibióticos são distintos com destaque 1 

para a inativação enzimática dos antibióticos, alteração dos sítios alvos do fármaco, alteração 2 

da permeabilidade do fármaco (diminuindo a concentração intracelular dos antimicrobianos) e 3 

pelo uso de bombas de efluxo (expulsão do fármaco do interior da célula) (UDDIN et al. 4 

2021). 5 

 Algumas práticas podem ser aplicadas para tentar controlar a resistência bacteriana, 6 

como regular e controlar a administração de antibióticos para que não haja o uso incorreto 7 

e/ou prescrições erradas de antibióticos na clínica; necessidade de minimizar o uso na criação 8 

animal restringindo apenas o uso em animais doentes e sob supervisão veterinária; reportar e 9 

monitorar o uso de antibióticos e o aparecimento de isolados resistentes; desenvolvimento de 10 

agentes antibacterianos e pesquisa por novos modelos de liberação controlada desses 11 

fármacos como nanopartículas, nanoemulsões e lipossomas (UDDIN et al., 2021). 12 

A resistência antimicrobiana estava restrita aos ambientes hospitalares, até que em 13 

meados de 1990, começaram a aparecer isolados de origem comunitária, com destaque para o 14 

Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA) USA300 que emergiu como um dos 15 

mais prevalentes nos EUA, depois se espalhando para o resto do mundo (LAI et al., 2022). 16 

1.2. Staphylococcus aureus 17 

 O Staphylococcus aureus (S. aureus) é uma bactéria Gram-positiva e comensal, 18 

presente na pele e mucosas, sendo carreada por 30 a 50% da população, principalmente 19 

alojada na mucosa nasal. O S. aureus apresenta capacidade de formação de biofilme e 20 

produção de toxinas e é oportunista, podendo causar infecções de pele e em tecidos moles, 21 

infecções crônicas de feridas, endocardites, bacteremias nosocomiais, infecções sanguíneas, 22 

pneumonias, osteomielite, infecções associadas a dispositivos implantáveis como cateteres, 23 

podendo ocasionar quadros de sepse e até levar os pacientes a óbito (PARASTAN et al., 2020; 24 

LIU, W. et al., 2021). 25 

 A partir de 1961, isolados de Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA) 26 

associados aos ambientes hospitalares emergiram no Reino Unido e novos clones apareceram 27 

e se espalharam pelo mundo. No final de 1980 e começo de 1990, isolados resistentes de 28 

origem comunitária começaram a surgir. As infecções por MRSA são as mesmas que as de 29 

Staphylococcus aureus suscetível à meticilina (MSSA), porém são de difícil tratamento, alta 30 
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mortalidade e alto custo com maiores estadias no hospital (LIU, Y. et al., 2021; LAI et al., 1 

2022).  2 

 Segundo o CDC, o número de casos reportados de MRSA ultrapassaram 323 mil e 3 

mais de 10 mil óbitos anuais (CDC, 2019); no Reino Unido, mais de 12 mil casos anuais de 4 

bacteremias por MRSA foram relatados (PHE, 2020). MRSA apresenta resistência aos 5 

macrolídeos, aminoglicosídeos, tetraciclinas e fluoroquinolonas, sendo as opções mais viáveis 6 

de tratamento: tigeciclina, linezolida, ceftarolina, teicoplanina, daptomicina e vancomicina 7 

(LIU, W. et al., 2021). 8 

A resistência de MRSA está relacionada com o gene mecA e mecC que é carreado pelo 9 

elemento móvel conhecido como cassete cromossômico estafilocócico (SCCmec). Existem 12 10 

tipos de SCCmec (I-XII) e todos contêm o gene mecA (com exceção do tipo XI que contém o 11 

homólogo mecC) e esse gene codifica a proteína de ligação à penicilina 2a (PBP2a). A PBP2a 12 

possui uma baixa afinidade para os antibióticos β-lactâmicos e na presença desses antibióticos 13 

há inibição da função das quatro proteínas nativas de ligação à penicilina de S. aureus (PBP1, 14 

PBP2, PPB3 e PBP4), fazendo com que esses antibióticos não sejam eficazes (LEE et al., 15 

2018; LIU, W. et al., 2021). 16 

1.2.1. Biofilme 17 

O biofilme é uma comunidade de microrganismos sésseis que se instala em superfícies 18 

abióticas ou bióticas e está envolto por uma camada de matriz extracelular produzida por 19 

essas bactérias. A composição da matriz polimérica inclui: proteínas, polissacarídeos e DNA 20 

externo (eDNA), conferindo a estabilidade e proteção do biofilme. O biofilme pode ser 21 

formado por uma ou mais espécies bacterianas (HØIBY et al., 2010; PARASTAN et al., 22 

2021). O biofilme bacteriano costuma causar infecções crônicas com antibioticoterapia 23 

persistente, inflamação e danos teciduais; e geralmente ocorre nos dentes, válvulas do coração 24 

(endocardite), feridas crônicas e em dispositivos implantáveis como cateteres e stents 25 

(HØIBY et al., 2010). 26 

 A comunidade bacteriana do biofilme altera algumas características como expressão 27 

gênica, produção de proteínas e a susceptibilidade aos antibióticos em relação às células 28 

planctônicas. As bactérias presentes no biofilme apresentam maior resistência, cerca de 100 a 29 

1000 vezes mais resistentes aos antibióticos do que as bactérias na forma planctônica e são 30 
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menos susceptíveis a ação do sistema imune do hospedeiro.  Os fatores que determinam essa 1 

maior resistência são: camada de matriz polimérica extracelular no qual as células estão 2 

embebidas; taxa de crescimento reduzida dentro dos biofilmes devido à baixa concentração de 3 

oxigênio; baixa síntese proteica e baixa atividade metabólica (na superfície essas condições 4 

são favoráveis, mas no centro do biofilme há baixa atividade); e a presença de células 5 

persistentes (células dormentes e não crescentes na matriz do biofilme que são de difícil 6 

erradicação). Nos biofilmes há elevadas taxas de mutação e ocorrem transmissões horizontais 7 

de genes, contribuindo também para a sua resistência aos antimicrobianos (HØIBY et al., 8 

2010; REFFUVEILLE et al., 2014; PARASTAN et al., 2021). 9 

O início da formação do biofilme começa com a bactéria planctônica se aderindo a 10 

uma superfície (biótica ou abiótica) por meio de forças de van der Waals, interações estéricas 11 

e eletrostáticas e interações hidrofóbicas e hidrofílicas, sendo essa adesão irreversível; depois 12 

ela se adere a matriz do hospedeiro por meio dos componentes da superfície microbiana que 13 

reconhecem moléculas adesivas da matriz (MSCRAMMs) e de moléculas adesivas de 14 

repertório expandido (SERAMs). As MSCRAMMs são proteínas que são ancoradas na parede 15 

celular de S. aureus e desempenham função de adesão, invasão de células hospedeiras, evasão 16 

do sistema imune e formação de biofilme. O polissacarídeo intercelular adesina (PIA) ou 17 

poly-N-succinil-β-1,6-glucosamina (PNAG) tem sua síntese controlada pelo locus adesão 18 

intercelular (ica): genes icaADBC e icaR são responsáveis pela adesão intercelular das células 19 

bacterianas e pela adesão das células bacterianas com a superfície. O locus ica está presente 20 

na maioria dos S. aureus, sendo um possível gene acessório (RUMBAUGH; SAUER, 2020; 21 

PARASTAN et al., 2021). 22 

Após a adesão, ocorre a formação das microcolônias que se ligam umas às outras e 23 

começam a produzir a matriz polimérica extracelular que irá recobrir todo o biofilme. O 24 

quarto passo da formação é a maturação das microcolônias e o estabelecimento de canais para 25 

circulação de nutrientes dentro do biofilme, sendo que diferentes lugares do biofilme 26 

apresentam diferentes condições de oxigênio, substrato, pH e diferentes expressões gênicas. 27 

Após sua formação, algumas células bacterianas sésseis conseguem se converter a células 28 

planctônicas e se dispersam em novos locais podendo desenvolver outros biofilmes 29 

(RUMBAUGH; SAUER, 2020; PARASTAN et al., 2021). 30 
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No S. aureus o gene acessório regulador (agr) do sistema de quorum sensing (locus 1 

cromossomal agrBDCA) funciona como uma comunicação entre as células bacterianas do 2 

biofilme, sendo capaz de perceber a quantidade de moléculas sinalizadoras e de identificar sua 3 

densidade populacional e podendo alterar a expressão de genes de acordo. Esse gene é 4 

responsável por regular a formação do biofilme de S. aureus, regular os fatores de virulência, 5 

síntese de enzimas e a resistência aos antibióticos (LIU, W. et al., 2021; PARASTAN et al., 6 

2021). 7 

1.3. Peptídeos antimicrobianos  8 

 Os produtos naturais são uma fonte de compostos ativos, apresentando grande 9 

diversidade estrutural e química e muitos mecanismos de ação, sendo ideais para o 10 

desenvolvimento de novos fármacos e agentes terapêuticos. Os compostos ativos ainda podem 11 

passar por modificações químicas e estruturais visando uma melhor ação antibacteriana. 12 

Cerca de 60% dos compostos químicos com ação antibacteriana são originários de produtos 13 

naturais (ZHANG et al., 2020; MIETHKE et al., 2021). 14 

 Os peptídeos antimicrobianos (PAMs) são moléculas de defesa derivadas de vários 15 

tipos de organismos vivos desde insetos, plantas, anfíbios, microrganismos até mamíferos. 16 

Em geral, os peptídeos costumam ser anfipáticos, catiônicos, pequenos (12 a 50 aminoácidos) 17 

e apresentam amplo espectro de ação contra bactérias, fungos, vírus e parasitas 18 

(PFALZGRAFF; BRANDENBURG; WEINDL, 2018). A melitina, uma fração do veneno da 19 

abelha Apis mellifera, é um exemplo de peptídeo antimicrobiano que vem sendo estudado 20 

devido a sua rápida e eficiente ação contra uma grande variedade de microrganismos. 21 

 São conhecidos mais de 3000 PAMs e alguns são aprovados pela FDA (U.S. Food and 22 

Drug Administration): colistina, gramicidina D, daptomicina, vancomicina, oritavancina, 23 

dalbavancina e telavancina (LI et al., 2021). Os PAMs podem ser classificados em três tipos: 24 

(1) peptídeos lineares que formam α-hélice e não contém resíduos de cisteína; (2) peptídeos 25 

que contém muitos resíduos de prolina e/ou glicina e (3) peptídeos que contém resíduos de 26 

cisteína e formam pontes de dissulfeto internamente (ELEFTHERIANOS et al., 2021). 27 

Existem mecanismos que demonstram como os peptídeos ativos podem romper uma 28 

membrana plasmática: modelo de carpete ou modelo detergente (carpet-like ou detergent-29 
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like), modelo poro barrel-stave e modelo poro toroidal (Figura 1). Os modelos de ação estão 1 

relacionados com a constituição dos PAMs e com suas estruturas secundárias (LI et al., 2021). 2 

 3 

Figura 1. Modelos do modo de ação dos peptídeos antimicrobianos em membranas 4 

plasmáticas: modelo barrel-stave, modelo poro toroidal e modelo de carpete (Fonte: 5 

PASUPULETI et al., 2012). 6 

No modelo de carpete ou detergente, os peptídeos se acumulam na bicamada lipídica e 7 

acabam perturbando a tensão superficial, gerando poros ou defeitos na membrana celular das 8 

bactérias. Para esse modelo ocorrer são necessárias muitas moléculas do peptídeo que acabam 9 

recobrindo a superfície da membrana justificando por isso o nome de carpete. Nessa interação, 10 

os peptídeos ficam orientados de modo paralelo às membranas e acabam perturbando a 11 

ordenação lipídica, facilitando a penetração de água e promovendo a distorção celular seguida 12 

de morte (LI et al., 2021). 13 

Os PAMs no modelo detergente ou carpete estão em uma alta concentração de e se 14 

acumulam na membrana celular, causando um rompimento e formação de micelas. Nos 15 

modelos barrel-stave e poro toroidal, os peptídeos acabam se inserindo na membrana celular; 16 

no barrel-stave ocorre a formação de um poro em forma de barril, onde em seu centro há 17 
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somente a superfície hidrofílica dos peptídeos e sua parte hidrofóbica fica aderida a 1 

membrana celular, funcionando como um canal de íons; já no poro toroidal, os peptídeos e as 2 

cabeças dos lipídios da membrana interagem e se alinham para formar poros hidrofílicos 3 

(EBENHAN et al., 2014; LI et al., 2021). 4 

Os PAMs que são catiônicos apresentam uma afinidade pelas membranas plasmáticas 5 

aniônicas das bactérias (ricas em fosfolipídeos, fosfatidilglicerol, cardiolipina e 6 

fosfatidilserina) e também ocorrem interações hidrofóbicas entre os domínios anfipáticos dos 7 

peptídeos e cadeias-acil da membrana lipídica (BROWN; HANCOCK, 2006; 8 

WIRADHARMA; LIU; YANG, 2012; LI et al., 2021). A ação dos PAMs sobre as bactérias 9 

provoca lise celular devido ao extravasamento de íons e conteúdos intracelulares, 10 

despolarização do potencial da membrana e rompimento da membrana celular (LIU, Y. et al., 11 

2021). Os PAMs apresentam vários mecanismos de ação, não atuando somente nas 12 

membranas celulares das bactérias, mas também sobre alvos intracelulares. Um potencial alvo 13 

dos peptídeos é o DNA genômico que afeta a expressão gênica e inibição da síntese de 14 

macromoléculas ou destruição de substâncias necessárias para o metabolismo celular. Os 15 

PAMs também podem agir sobre os ribossomos impedindo a síntese protéica além de poder 16 

atuar sobre enzimas intracelulares e organelas (LI et al., 2021). 17 

1.3.1.Melitina 18 

O veneno da abelha Apis mellifera contém diversos compostos ativos e há dois que são 19 

mais abundantes: a melitina, que representa cerca de 50% do peso seco do veneno e a 20 

fosfolipase A2 que representa em média de 10 a 12% do peso seco. Também estão presentes 21 

substâncias como: aminas biogênicas (histamina, dopamina, noradrenalina), peptídeos ativos 22 

(apamina e peptídeo degranulador de mastócitos – MCD), componentes enzimáticos 23 

(hialuronidase e fosfatase), entre outros componentes. Alguns peptídeos derivados desse 24 

veneno já tem ação antimicrobiana reportada na literatura: melitina, apamina e secapina, 25 

sendo a melitina destacada por suas várias atividades biológicas e efeitos terapêuticos 26 

relatados, porém com elevada toxicidade (RADY et al., 2017; CARPENA et al., 2020). 27 

 A melitina é um peptídeo linear, catiônico, anfipático e pequeno que apresenta 26 28 

resíduos de aminoácidos (PARAY et al., 2021). Possui atividade hemolítica, devido a sua 29 

capacidade de se ligar aos eritrócitos induzindo a liberação de hemoglobina e promovendo 30 

liberação de conteúdos citoplasmáticos (GUHA et al., 2021). A melitina apresenta várias 31 
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propriedades biológicas já reportadas na literatura tais como antibacteriana, antiviral, 1 

antifúngica, anticâncer, antiparasitária além de poder desempenhar um papel 2 

imunoterapêutico e ter efeitos anti-inflamatório e analgésico (GUHA et al., 2021; PARAY et 3 

al., 2021). 4 

 A capacidade de redução da formação de biofilmes da melitina em algumas bactérias 5 

já vem sendo relatada (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, 6 

Acinetobacter baumannii e Klebsiella pneumoniae), podendo inclusive ocasionar a destruição 7 

de biofilmes, impedir a ligação das bactérias com a superfície e matar as bactérias que estão 8 

na matriz extrapolimérica (DOSLER; KARAASLAN; GERCEKER, 2016; BARDBARI et al., 9 

2018; PICOLI et al., 2017; GUHA et al., 2021). 10 

A estrutura da melitina em soluções foi determinada por meio da espectroscopia de 11 

ressonância magnética nuclear (RMN). Na sequência primária a melitina é anfipática, a parte 12 

N-terminal é mais hidrofóbica que a porção C-terminal, essa parte é polar e catiônica. Quando 13 

a melitina se dobra e fica em conformação α-hélice, ela continua apresentando uma parte 14 

hidrofóbica na superfície e uma parte polar na superfície oposta (GUHA et al., 2021). Em 15 

soluções onde a melitina se encontra com baixa força iônica e/ou em pouca concentração, ela 16 

se conforma como monômero e quando se encontra em alta concentração e/ou com alta força 17 

iônica, ela se conforma em um tetrâmero de estrutura α-hélice. Quando a melitina interage 18 

com as membranas da bicamada lipídica, ela apresenta conformação em α-hélice, podendo 19 

causar rompimento na membrana (GUHA et al., 2021; PARAY et al., 2021).  20 

 A interação da melitina com membranas plasmáticas causa uma permeabilização dessa, 21 

permitindo a passagem de íons, água e metabólitos através da membrana, causando morte 22 

celular. A ação da melitina em membranas vai variar de acordo com a composição dos 23 

lipídios, concentração de lipídios, temperatura e a concentração de melitina. Então não há 24 

uma certeza de qual modo a melitina age no rompimento das membranas e nem dos processos 25 

moleculares que levam a esse rompimento (PANDIDAN; MECHLER, 2019; GUHA et al., 26 

2021).  27 

 A melitina pode apresentar atividade hemolítica em eritrócitos humanos e também é 28 

citotóxica para vários tipos celulares (PARAY et al., 2021), sendo que essa citotoxicidade 29 

pode ser avaliada por meio da citometria de fluxo, identificando a apoptose e necrose das 30 

células. Visando evitar os seus efeitos colaterais, a melitina pode ser utilizada em associação 31 
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com antibióticos ou em sistemas nanocarreadores como nanopartículas ou nanoemulsões para 1 

uma melhor estabilidade e eficiência (LI et al., 2021)   2 

1.4. Sinergismo com antibióticos 3 

 O sinergismo de produtos com ação antimicrobiana e antibióticos convencionais visa o 4 

aumento da eficácia da atividade antibacteriana; redução da dose dos antimicrobianos; 5 

diminuição dos efeitos colaterais e evitando o desenvolvimento de resistência já que a 6 

associação utiliza diferentes mecanismos de ação (LAI et al., 2022). 7 

 O uso combinado de antimicrobianos pode ser uma boa alternativa quando há 8 

atividade sinérgica como por exemplo: o uso de gentamicinas com beta-lactâmicos para o 9 

tratamento de endocardite por Streptococcus sp.; para evitar o risco de resistência aos 10 

antibióticos; em infecções com mais de uma bactéria envolvida; e também visando aumentar 11 

o espectro de ação em casos de infecções por bactérias resistentes (EDWARDS et al., 2021). 12 

 Os peptídeos antimicrobianos em associação com os antibióticos podem ser uma 13 

combinação eficiente devido a ação dos peptídeos sobre membranas como formação de poros 14 

e com isto permitindo a permeabilização da membrana e consequente morte celular. Isto 15 

também pode atuar facilitando a entrada dos antibióticos no interior das células bacterianas 16 

agindo sobre alvos intracelulares (LI et al., 2021; LIU, Y. et al., 2021). 17 

A melitina apresenta sinergismo com outros peptídeos ativos, como a nisina e com 18 

antibióticos convencionais e possui atividade bactericida contra bactérias resistentes aos 19 

antibióticos convencionais (DOSLER; GERCEKER, 2012; DOSLER; KARAASLAN; 20 

GERCEKER, 2016 BARDBARI et al., 2018; GUHA et al., 2021). 21 

1.5. Nanoemulsões 22 

 Os compostos ativos de produtos naturais podem ter sua ação melhorada pela 23 

nanotecnologia por ser possível a sua conjugação em nanopartículas ou nanoemulsões, 24 

podendo obter maior solubilidade e aumento dos efeitos farmacológicos com melhor eficácia 25 

e menos efeitos indesejados (ZHANG et al., 2020). 26 

 A nanoemulsão é uma dispersão coloidal composta de dois líquidos não solúveis que 27 

são estabilizados por um agente surfactante. As nanoemulsões podem atuar como sistemas de 28 
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liberação controlada de fármacos e possuem tamanho médio que varia de 50 a 1000 nm 1 

(CHANGEDIYA; JANI; KAKDE, 2019). 2 

A diferença entre nanoemulsões e emulsões se dá pelo tamanho e formato das 3 

partículas na solução. Existem duas formas clássicas de preparação de nanoemulsão sendo 4 

estes métodos de alta energia ou baixa energia. No método de alta energia, são necessárias 5 

energias mecânicas e/ou químicas, fazendo com que haja uma homogeneização de alta 6 

pressão, sendo comum o uso de ultrassonicadores; enquanto o de baixa energia só se aproveita 7 

das características físico-químicas do sistema (CHANGEDIYA; JANI; KAKDE, 2019). 8 

Existem alguns métodos de preparação de nanoemulsões, sendo eles:  9 

 Inversão de fase: a nanoemulsão é gerada por meio da energia química 10 

resultante do processo de emulsificação; 11 

 Inversão de fase por temperatura: a composição é constante, apenas a 12 

temperatura é alterada, modificando as afinidades dos surfactantes pela água e 13 

pelo óleo; 14 

 Composição da Inversão de fase: a composição da nanoemulsão é alterada em 15 

temperatura constante. Nesse método a água ou óleo é adicionado 16 

frequentemente sobre a misturas de óleo/surfactante ou água/surfactante; 17 

 Sonicação: tamanho da gotícula é reduzido por meio da sonicação; 18 

 Ultrassonicação: a sonda do ultrassonicador entra diretamente em contato com 19 

o líquido provocando vibração mecânica e induzindo a cavitação (fenômeno 20 

físico em que ocorre a vaporização de um líquido, formando bolhas de vapor 21 

em um meio fluido, por causa da redução da pressão); 22 

 Microfluidizador: processa fluidos em altas pressões, nesse sistema são 23 

produzidos impacto, cisalhamento e cavitação, produzindo então a 24 

nanoemulsão; 25 

 Emulsificação de alta energia: algumas nanoemulsões precisam de energias 26 

mecânicas ou químicas para serem formadas. Nos métodos de alta energia, a 27 

energia mecânica é aplicada por homogeneizadores de alta pressão, agitação de 28 

alto cisalhamento e/ou geradores de ultrassom, fazendo com que haja o 29 

rompimento das fases de água e óleo e a formação de nanoemulsões; 30 
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 Homogeneizador de alta pressão: utiliza o homogeneizador para produzir 1 

nanoemulsões de até 1 nm, através de forças de cisalhamento hidráulico, 2 

turbulência intensa e cavitação, pode ser utilizado para gerar gotas do tamanho 3 

desejado; 4 

 Agitação de alto cisalhamento: as gotículas podem ser reduzidas utilizando 5 

esse processo, porém o tamanho médio delas não irá passar de 200 nm; 6 

 Emulsificação de baixa energia: nesse método há formação de gotículas 7 

pequenas e uniformes em relação ao processo de alta energia. Nesse método 8 

são usadas altas concentrações de emulsificantes sintéticos; 9 

 Nanoemulsificação espontânea: ocorre de maneira espontânea por meio da 10 

diluição em temperaturas constantes não havendo transição de fases durante a 11 

síntese. A fase oleosa contém uma substância solúvel em água e quando 12 

misturada com a água são formadas gotículas de óleo em água 13 

(CHANGEDIYA; JANI; KAKDE, 2019). 14 

O índice de polidispersão (PDI) sugere a homogeneidade do sistema, quanto mais alto 15 

o PDI, menor é a uniformidade do tamanho da gota das nanoemulsões. O PDI e o tamanho 16 

das partículas são avaliados por meio da espectroscopia de correlação de fótons (PCS). 17 

Também devem ser analisadas a estabilidade das nanoemulsões frente a mudanças de 18 

temperatura, umidade e luz (CHANGEDIYA; JANI; KAKDE, 2019). 19 

1.6. Nanopartículas de ouro 20 

As nanopartículas (NPs) são partículas com diâmetro que pode variar de 1 a 100 nm, 21 

sendo diferenciadas de materiais bulk por suas características físicas, químicas, mecânicas 22 

(dispersão de tamanho, área e razão de volume, estruturas de superfície, forma e aglomeração) 23 

e terapêuticas. As nanopartículas na biologia são muito utilizadas para detecção de imagens 24 

médicas (exemplo de uso em ressonância magnética); em ensaios biomoleculares; na 25 

distribuição de medicamentos em um alvo específico; e no rastreamento celular (HAMMAMI 26 

et al., 2021). 27 

As nanopartículas de ouro (AuNPs) costumam ser melhores que outras nanopartículas 28 

metálicas, pois apresentam alta estabilidade, boa solubilidade, biocompatibilidade e são 29 

inertes (HAMMAMI et al., 2021). As AuNPs quando expostas a luz formam espectros de 30 

absorção na UV-Visível, pois o campo elétrico oscilante (fóton incidente) é constante com a 31 
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excitação coletiva dos elétrons de condução, absorvendo radiação eletromagnética em uma 1 

certa energia sendo esse fenômeno conhecido como ressonância plasmônica de superfície 2 

localizada (LSPR). (PHILIP, 2008; KHAN; SAEED; KHAN, 2019). A mudança de cor que 3 

ocorre na formação das AuNPs, de vermelho escuro para roxo, se deve ao aumento do 4 

tamanho das partículas e isso ocorre devido LSPR e está na região visível do espectro 5 

eletromagnético, podendo ser avaliada através da espectroscopia UV-Visível (MENON; 6 

RAJESHKUMAR; KUMAR, 2017). 7 

A síntese de AuNPs pode ocorrer por meio de diferentes processos físicos, químicos 8 

e/ou biológicos. Alguns parâmetros podem modificar o tamanho das AuNPs: pH, temperatura 9 

da reação, tempo de incubação, concentração do extrato de plantas (síntese verde), 10 

concentração do sal metálico, entre outros. Alguns dos processos clássicos de síntese das 11 

AuNPs são:   12 

 Síntese verde: os extratos de plantas são utilizados como redutores do ouro, 13 

convertendo o Au3+ para Au0 e estabilizando as AuNPs. Os extratos de plantas 14 

que contém algumas biomoléculas de polifenóis, flavonoides, polissacarídeos, 15 

amionoácidos, fenóis e proteínas podem ser utilizados para esse fim; 16 

 Método de Turkevich-Frens: AuNPs podem ser sintetizadas com o agente 17 

redutor citrato de sódio que tem uma boa atividade de peroxidase, o citrato é 18 

negativamente carregado e apresenta um grande número de grupos carboxila 19 

na superfície das AuNPs. Nessa reação, o citrato de sódio mais o ácido 20 

tetracloroáurico na presença de água, sendo então o citrato oxidado a acetona 21 

dicarboxílica (funciona como estabilizador) e o ácido tetracloroáurico é 22 

reduzido a ouro metálico, formando as AuNPs estabilizadas; 23 

 Método de Brust-Schiffrin: nessa síntese há a formação de AuNPs 24 

estabilizadas por tiolato. É uma metodologia simples, AuNPs com alta 25 

estabilidade e é fácil para funcionalizar as AuNPs; 26 

 Método de Martin: o agente redutor é o borohidreto de sódio (NaBH4) e o 27 

ácido clorídrico (HCl) e o hidróxido de sódio (NaOH) são utilizados como 28 

agentes estabilizadores (FAN; CHENG; SUN, 2020; HAMMAMI et al., 2021). 29 

A conjugação de PAMs com nanopartículas podem apresentar certas vantagens como 30 

aumento da afinidade e da especificidade aos alvos das bactérias; efeito sinérgico com ação 31 
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bactericida, inclusive contra bactérias resistentes; facilitar a entrada dos PAMs; garantir a 1 

ação sob os alvos intracelulares; menor toxicidade; alto espectro de ação contra bactérias 2 

Gram-positivas e Gram-negativas; e baixa probabilidade de desenvolvimento de resistência 3 

devido aos vários mecanismos de ação dos PAMs (GERA; KANKURI; KOGERMANN, 4 

2021; HAN et al., 2021). 5 

1.7. Análise Proteômica 6 

A análise proteômica serve para o estudo de uma mistura de proteínas complexas, 7 

como por exemplo um lisado de bactéria, podendo quantificar e identificar as proteínas de 8 

uma amostra. Para a realização desse estudo, a amostra precisa ter as suas proteínas e/ou 9 

peptídeos separados antes da inserção no espectrômetro de massas. Um dos métodos 10 

utilizados para essa separação é a separação de proteínas por meio da eletroforese em gel 11 

bidimensional (2DE), seguida pela digestão da amostra com tripsina e por fim a amostra é 12 

separada por cromatografia líquida (LC), tipicamente de fase reversa, podendo já ser acoplado 13 

com um instrumento de ionização por eletrospray (ESI) ou por meio do Orbitrap, as amostras 14 

podem só passar pela digestão por tripsina e já passarem pelo espectrômetro (TSAKOU et al., 15 

2020). 16 

Para o estudo de lisados bacterianos, as modificações pós-traducionais (MPTs) de 17 

proteínas costumam apresentar uma relevância biológica, podendo ser utilizadas para avaliar 18 

diferenças entre tratamentos, sendo interessante não só a identificação, como a quantificação 19 

das proteínas presentes na amostra, fornecendo um melhor entendimento do mecanismo 20 

biológico investigado. Existem duas técnicas para o estudo de lisados bacterianos, sendo a 21 

iTRAQ (método baseado na marcação de peptídeos) e a label-free (baseada na intensidade do 22 

sinal precursor ou na contagem espectral) (TSAKOU et al., 2020). 23 

A proteômica pode servir para identificar os perfis de proteínas em bactérias 24 

resistentes; descobrir novos biomarcadores; analisar as interações patógeno e célula 25 

hospedeira; avaliar a resposta das bactérias frente aos antimicrobianos e verificar ação das 26 

nanotecnologias sobre as bactérias. Alterações dos perfis proteicos de um isolado bacteriano 27 

podem demonstrar os níveis de resistência ou as diferentes reações fenotípicas da bactéria 28 

frente a um antimicrobiano, podendo ser realizado um estudo comparativo (TSAKOU et al., 29 

2020). 30 
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5. Conclusões

A melitina foi eficaz contra MRSA, mostrando ação bactericida rápida e 

com capacidade de agir na integridade da membrana celular dessa bactéria e ocasionar 

mudanças no seu metabolismo energético e na síntese de proteínas. Os nanoestruturados 

(nanopartículas de ouro e nanoemulsões) contendo a melitina não apresentaram uma 

atividade antibacteriana nas concentrações e formulações testadas sobre MRSA. 

A combinação de melitina com oxacilina mostrou ser sinérgica e bactericida para 

MRSA, apresentando inibição na formação de biofilmes de MRSA e sem apresentar atividade 

hemolítica em eritrócitos humanos ou citotoxicidade sobre queratinócitos humanos (HaCaT). 

Essa associação também mostrou ação sobre a integridade e permeabilidade da 

membrana celular de MRSA e em vários alvos intracelulares como metabolismo 

energético, síntese proteica, divisão celular, transporte e síntese de DNA, causando 

distúrbios em mais alvos do que a melitina ou oxacilina isoladamente. 

29 
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A associação entre melitina e oxacilina apresenta a vantagem da combinação de dois 1 

antimicrobianos com mecanismos de ação distintos, visando a diminuição das doses dos 2 

antimicrobianos, redução dos efeitos adversos e a amenização da resistência bacteriana, já que 3 

a associação afeta diversos processos biológicos de MRSA. Essa associação apresenta 4 

potencial para o desenvolvimento de um agente antibacteriano ou um novo tratamento contra 5 

MRSA.  6 
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