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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).
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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



A WD e

© 00 ~N o O

10

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

21
22
23
24
25
26
27

28
29
30
31

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
34



~N oo oA WO N e

[e0)

10
11
12

13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

30
31

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 PAMSs; 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 ionizacgdo 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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5. Conclustes

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

atividade antibacteriana nas concentracdes e formulagdes testadas sobre MRSA.

A combinacdo de melitina com oxacilina mostrou ser sinérgica e bactericida para
MRSA, apresentando inibi¢do na formacéo de biofilmes de MRSA e sem apresentar atividade
hemolitica em eritrocitos humanos ou citotoxicidade sobre queratindcitos humanos (HaCaT).
Essa associacdo também mostrou acdo sobre a integridade e permeabilidade da
membrana celular de MRSA e em varios 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.
80
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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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