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RESUMO

O surgimento de bactérias resistentes pode ser observado desde a introdugao
na pratica clinica, dos primeiros agentes antimicrobianos. Desde entdo, a rapida
disseminagao destes patdégenos multirresistentes tem representado uma séria
ameaca, considerando-se fatores como as altas taxas de mortalidade, a restricdo de
tratamentos e a alta prevaléncia de bactérias resistentes aos antimicrobianos no
ambiente hospitalar. Até o momento, sdo considerados, pela comunidade cientifica
internacional, patégenos multirresistentes causadores de infecgbes/colonizagdes
relacionadas a assisténcia em saude: Enterococcus spp resistente aos
glicopeptideos, Staphylococcus spp.resistente ou com sensibilidade intermediaria a
vancomicina, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanii, e Enterobactérias
resistentes a carbapenémicos (ertapenem, meropenem ou imipenem), destacando-
se entre estas a Klebsiella pneumoniae e as espécies de Enterobacter,spp. Os
peptideos antimicrobianos (PAM), sao capazes de exercer uma atividade
antimicrobiana potente contra diferentes e numerosos micro-organismos, além da
grande vantagem de nao apresentar nenhuma toxicidade as células animais, ou uma
toxicidade extremamente baixa. Neste contexto, o estudo de peptideos isolados da
peconha de artropodes pegonhentos tem apresentado um grande potencial.Vespas
sociais produzem peptideos com atividade muito superior, até dezoito vezes maior,
que espécies solitarias, os quais agem como barreira inicial contra a invasao
microbiana das colénias. A peconha de vespas sociais € constituida por uma
variedade de compostos bioativos, com diversas agdes farmacoldgicas, entre elas a
antimicrobiana. Neste trabalho foi feita uma avaliagao da atividade antimicrobiana de
um novo peptideo isolado da peconha da vespa social Polybia dimorpha, em testes
de inibicdo do crescimento bacteriano de cepas sensiveis e multirresitentes, gram
negativas e gram positivas, por metodologia de disco difusdo e microdiluicdo em
caldo, comparando os resultados aos do desempenho de antimicrobianos
convencionais utilizados na ultima linha de tratamento de infecgbes graves. Isolou-se
um peptideo de pequeno tamanho, de cadeia linear, que demonstrou potente
atividade antimicrobiana contra bactérias gram positivas e gram negativas. O
peptideo descrito nesta pesquisa apresenta atividade contra bactérias padrao,
conhecidamente sensiveis aos antibidticos comerciais, ndo portadoras de genes de
resisténcia, e também sobre cepas multirresistentes, nestas Ultimas em
concentracdes inferiores a 1ug/mL. A capacidade de inibicdo do crescimento
bacteriano foi maior e mais potente nas cepas com expressdo de elaborados
mecanismos de resisténcia. O estudo da peconha de vespas tem proporcionado
uma gama de novos compostos, com ag¢des farmacologicas diferenciadas e que
podem ser utilizados como farmacos modelo para o desenvolvimento de novos
antimicrobianos.

PALAVRAS CHAVES: Peptideo Antimicrobiano; Bactérias Multirresistentes,

Vespas Sociais.



ABSTRACT

The emerging of multi-drug resistant bacteria can be observed since the introduction
of clinical practice of the first antimicrobial agents. Ever since, the rapid spread of
these multi-drug resistant pathogens is representing a serious threat, considering
factors such as high rates of mortality, treatment restrictions and high prevalence of
multi-drug resistant bacteria into the hospital environment. Nowadays, the scientific
community considers as multi-drug resistant, the pathogens which are able to cause
infections/colonizations related to health assistance: glycopeptides resistant
Enterococcus spp; vancomycin resistant or reduced susceptibility Staphylococcus
spp; Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanii and carbapenem-resistant
enterobacterias (ertapenem, imipenem or meropenem), among those, highlighting
Klebsiella pneumoniae and Enterobacter spp. The antimicrobial peptides (PAM) are
capable of produce a powerful antimicrobial activity against different and various
microorganisms, also presenting the great advantage of having no toxicity
consequences to animal cells, or an extremely low toxicity. In this sense, the study of
those peptides isolated from the venom of poisonous arthropods has shown a great
potencial. Social wasps can produce peptides with a much higher superiority, up to
eighteen times more, than lonely species, which act as an initial barrier against
microbial invasion of the colonies. The venom of social wasps comprises a variety of
bioactive compounds, with many pharmacologic actions, including antimicrobial. In
this study, an evaluation of the antimicrobial activity of a new peptide isolated from
the venom of the social wasp Polybia dimorpha was made, with bacterial inhibition of
growth tests using strains of multi-drug resistant gram-negative and gram-positive
bacteria, by disk-diffusion and microdilution methodology, comparing the results with
the performance from conventional antimicrobial used in the last line treatment for
severe infections. An small-sized, straight chained peptide was isolated,
demonstrating a powerful antimicrobial activity against both gram-negative and gram-
positive bacteria. The described peptide in this research represented activity against
standard strains (noncarriers of multi-resistance genes), recognizably sensible
against commercialized antimicrobials, and also against multi-drug resistant strains,
at concentrations less than 1ug/mL. The bacterial growth inhibition capacity was
greater and more powerful in the strains representing more elaborated resistance
mechanism expression. The study of the wasps venom is providing a series of new
compounds, with differentiated pharmacology actions which can be used as model
drugs for the development of new antimicrobials.

KEY-WORDS: Antimicrobial Peptide, Multi-drug resistant Bacterias, Social Wasps
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1. Introducgao

O surgimento de bactérias resistentes pode ser observado desde a introdugao
na pratica clinica, dos primeiros agentes antimicrobianos. Desde ent&do, a rapida
disseminagao destes patdégenos multirresistentes tem representado uma séria
ameaca, considerando-se fatores como as altas taxas de mortalidade, a restricdo de
tratamentos e a alta prevaléncia de bactérias resistentes aos antimicrobianos no
ambiente hospitalar (Walshet al,2005).

O primeiro antibiético, a penicilina, foi descoberto por Alexander Fleming, em
1929, em um hospital londrino. Anos mais tarde, durante a Segunda Guerra Mundial,
a penicilina foi amplamente utilizada contra estafilococos e estreptococos, grandes
causadores de pneumonias, infecgdes aéreas superiores, septicemias. A resisténcia
a nova droga foi descrita quase que imediatamente, bactérias produtoras de
penicilinase (pertencentesao grupo das betalactamases)sobreviviam a terapéutica
clinica, sendo suscetiveis apenas a altas doses cujas concentragdes eram

inatingiveis sem efeitos de toxicidade (Russel e Chopra, 1990; Hawkey,1988).

Inicialmente, o fenbmeno da resisténcia bacteriana nao parecia ser um
problema tdo grande. Foi temporariamente resolvido com a introdugdo de novos
agentes antibacterianos, tais como os aminoglicosideos, macrolideos,
glicopeptideos e ainda,modificagbesestruturais nos compostos ja existentes, que
refletiam em alteracdo de sua atividade e espectro antimicrobiano. Atualmente,se
conhecem micro-organismos multirresistentes, n&o sensiveis a quaisquer dos
antibidticos disponiveis clinicamente, levando rapidamente a morte pacientes
hospitalizados. Esses casos s&o cada vez mais frequentes, inclusive no
Brasil(Gold,1996;Saderet al,1998).

A Portaria 2.616/98 do Ministério da Saude traz diretrizes e normas para o
controle das infecgdes hospitalares. Em seu anexo Il, sdo conceituados critérios
para o diagnostico das infecg¢des, classificando-as em comunitarias ou hospitalares.
Infeccdo hospitalar “E qualquer infeccdo adquirida apds a internacédo do paciente e
que se manifesta durante a internacdo ou mesmo apds a alta, quando puder ser

relacionada com a internagao ou procedimentos hospitalares”(Brasil, 1998).
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Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2010), micro-
organismos multirresistentes séo resistentes a diferentes classes de antimicrobianos
testados em exames microbioldgicos. Ja os pan-resistentes, sdao aqueles com
resisténcia comprovada in vitro a todos os antimicrobianos testados em exame
microbiolégico. S&o considerados, pela comunidade cientifica internacional,
patdogenos multirresistentes causadores de infecgdes/colonizagdes relacionadas a
assisténcia em saude: Enterococcus spp resistente aos glicopeptideos,
Staphylococcus spp.resistente ou com sensibilidade intermediaria a vancomicina,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanii, e Enterobactérias resistentes a
carbapenémicos (ertapenem, meropenem ou imipenem), destacando-se entre estas
a Klebsiella pneumoniae e as espécies de Enterobacterspp (Brasil,2010; Boucher et
al,2009).

A associagdo dos micro-organismos multiresistentes a infecgdo hospitalar é
motivo de grandes preocupacdes para um futuro proximo, se medidas urgentes nao
forem tomadas. O uso inadequado dos recursos diagnosticos e terapéuticos
proporciona aumento significativo do risco de infeccdo. Diante desta situagao, a
infecgcado tem sido apontada como um dos mais importantes riscos aos pacientes

hospitalizados (Andrade e Angerami, 1999).

As infecgdes hospitalares influenciam drasticamente o periodo de
hospitalizagdo. Em especial, os indices de morbimortalidade,que repercutem de
maneira significativa nos custos financeiros, considerando o prolongamento da
internagdo, o consumo de antibidticos, os gastos com isolamento e os exames
laboratoriais (Pittet,2005).

Os pacientes criticos hospitalizados em Unidade de Terapia Intensiva (UTI)
sao mais vulneraveis a infeccdo hospitalar em comparagdo com as demais
unidades. Estes pacientes tém de cinco a dez vezes mais probabilidade de contrair
uma infeccao hospitalar e que pode representar cerca de 20% do total de infecgoes
de um hospital. Pacientes da UTIl sdo comumente agredidos por multiplos
procedimentos invasivos e tém os mecanismos de defesa imunoldgicos
comprometidos, 0 que exige o uso de antimicrobianos, especialmente, os de ultima
geracao. No geral, estes sado fatores determinantes na ocorréncia de infecgdes,

especialmente por cepas multirresistentes. O fendbmeno da multirresisténcia se
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constitui em ameacga a sociedade, sendo importante ressaltar que a industria
farmacéutica se encontra sem resposta terapéutica significativa (Vincent, 2003;
Pilonettoet al, 2004; Martinset al, 2004; Cepedaet al, 2005).

Os antibidticos salvam milhdes de vidas e diminuem o sofrimento dos
pacientesde todas as idades ha mais de 60anos. Esses compostos tém sido
responsaveis pelo grande aumento da expectativade vidanos Estados Unidos e ao
redor do mundo desde o século 20. Entretanto,é inevitavel que,ao longo do tempo,
as bactérias desenvolvam resisténcia aos antibidticos ja existentes (Fridkin e
Gaynes, 1999; Andradeet al, 2006).

Apesar da necessidade urgente de novos medicamentos para tratar
infeccbes resistentes, ndo ha muitos projetos do setor farmacéutico para pesquisa
de novos antimicrobianos. Grandes empresas farmacéuticas estdo perdendo o
interesse em pesquisar antibiéticos apesar de aumentarem os seus orgamentos. E
preocupante a escassez de recursos que estdo sendo investidos na descoberta de
novas drogas antimicrobianas. Esta tendéncia comegou ha mais de 10 anos. Em
1990,metade das grandes empresas farmacéuticas nos Estados Unidos e no Japao
suspenderam ou diminuiram significativamente seus esforgos de descoberta de
antibioticos(IDSA, 2004).

A resisténcia aos antibidticos disponiveis atualmente € um problema sério em
todas as partes do mundo, inclusive na América Latina. Assim, os desafios
regulatorios, financeiros e cientificos que impedem o desenvolvimento de

medicamentos antibacterianos s&do um problema global(Brower e Chalk,2003).

Segundo a Infectious Diseases Society of America (IDSA) este problema pode
ser resolvido reunindo setores politico e cientifico global, de propriedade intelectual e
econbmica, além de politicos,médicos e lideres filantrépicos para desenvolverem
incentivos criativos que estimulem a investigagcdo de novos antibacterianos. O
objetivo da IDSA ¢é a criagao de uma droga antibacteriana global sustentavel e uma
empresa com o poder a curto prazo,de desenvolver 10 novos antibiéticos, seguros e
eficazes para 2020. Para atingir este objetivo, IDSA langou a campanha "10x'20"A
iniciativa. Especificamente, a IDSA apoia o desenvolvimento de 10 novos
medicamentos antibacterianos sistémicos através da descoberta de novas classes
de medicamentos, bem como explorar possiveis novas drogas a partir de classes
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existentes de antibidticos e ainda possibilitar o avango no desenvolvimento de
melhores testes diagndsticos especificos para infecgdes multirresistentes(Gilbert et
al,2010).

1.1. Patégenos “ESKAPE”

Ha muitos relatos recentes do aumento das infec¢gbes causadas por um
grupode patogenos representados pelo acronimo ESKAPE: Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii,
Pseudomonas aeruginosa, e Enterobacter sp. O termo ESKAPE faz referéncia
ambigua, representando tanto a dificuldade de eliminar as infecgdes por estes
patdogenos devido aos diversos mecanismos de escape que apresentam, quanto a
intencdo de descoberta de novas drogas antimicrobianas, capazes de eliminar as

infeccdes por eles causadas(Boucheret al,2009).

Apesar de n&o compartilharem os mesmos mecanismos de indugdo de
resisténcia, todos tem em comum uma prevaléncia que vem crescendo
progressivamente em virtude da pressdo seletiva exercida pelas politicas (ou
auséncia delas) de uso de antimicrobianos, principalmente nas UTls (Cooper e
Shlaes, 2011).

1.1.1.Pseudomonas aeruginosa

Pseudo, significa falso, mona, uma unidade e aeruginosa,cheio de ferrugem,
ou verde. A espécie Pseudomonas aeruginosa pertence a familia
Pseudomonadaceae. Em sua maioria, sdo micro-organismos de vida livre, habitam o
solo, a agua, matéria organica em decomposicao, podendo infectar diversas
espécies de animais e plantas. Sdo encontradas em todo ambiente hospitalar,
distribuidas em varios reservatérios, como alimentos, pias, banheiros, equipamentos
de terapia respiratéria e diadlise, até mesmo em solugbes desinfetantes e agua
destilada. Possuem facil adaptacdo as condigdes ambientais de temperatura e

umidade, minimas necessidades nutricionais, capacidade de superar o0s
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mecanismos de defesa do hospedeiro, constituindo a principal caracteristica dessa
bactéria, o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos.
Devido a essas caracteristicas, esta espécie € de grande importancia clinica
(Pollack, 2000; Cedricet al, 2005; Warrelet al, 2012).

Caracteriza-se como bastonete gram-negativo reto ou ligeiramente curvo,
medindo 0,5 a 1,0 um de largura e 1,5 a 5,0 um de comprimento, ndo esporulado,
aerobio estrito, exceto na presenga de nitrato, circunstancia em que cresce em
condigdes anaerobias. Nao € capaz de utilizar a glicose por via fermentativa,mas sim
por oxidacdo. Da mesma forma, é capaz de oxidar a xilose, sendo incapaz de utilizar
maltose por qualquer via. Pode ser observada como células isoladas, aos pares ou
em cadeias curtas, sendo a maioria movel, em grau variado, na dependéncia do
numero e das posi¢cdes dos flagelos polares monotriqueos. As reagdes positivas
para catalase, oxidase, indofenol, arginina-hidrolase, presengca de citocromo
oxidase, sdo usadas para diferencia-la do grupo das enterobactérias (Konemanet al,
2008).

Os fatores de viruléncia para esta bactéria incluem componentes estruturais,
toxinas e enzimas. Os componentes estruturais melhor estudados sdo o alginato ou
capsula de polissacarideo, pili, lipopolissacarideo e a piocianina (Cedricet al,2005).
O alginato € um polissacarideo extracelular, que confere a forma mucodide das
colénias, permitindo maior aderéncia as superficies celulares epiteliais. Protege o
micro-organismo da fagocitose e da acédo de antibidticos. Pode agir como uma
barreira para moléculas hidrofébicas téxicas, tais como detergentes, e promover a
aderéncia a outras bactérias ou aos tecidos do hospedeiro. Além disso, o alginato
suprime a atividade dos neutréfilos e linfécitos eproduz um biofilme de
polissacarideo, estabelecendo uma comunidade de bactérias, protegendo da agao
dos antimicrobianos como os aminoglicosideos e das defesas do hospedeiro. Sua
produgcao esta sob uma complexa regulagdo, podendo cepas mucdides reverter o
fendtipo ndo-mucoide sem causa conhecida (Ojeniyiet al,1985). Os pili e as
adesinas nao-fimbrias, sao filamentos retos, mais finos e menores que o flagelo,
estendem-se a partir da superficie celular e sdo importantes na adesao das células
epiteliais do hospedeiro. Ha produgado de neuraminidase, que remove os residuos
do acido sialico a partir do pili receptor, aumentando a aderéncia da bactéria as

células epiteliais (Konemanet al,2008).
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Em pacientes com fibrose cistica, disturbio hereditario que se caracteriza por
insuficiéncia pancreatica, concentracbes anormais de eletrdlitos no suor e pela
produgao de secregdes brénquicas bastante viscosas, ha uma intensa estase nos
pulmbes, o que dificulta o movimento mucociliar. Isso propicia infecgoes
bacterianas crénicas recorrentes, causadas principalmente por P. aeruginosa,

bronquiectasias e progressivo declinio da fun¢do pulmonar (Gilligan,1991).

Outro importante fator de viruléncia da P. aeruginosa é a endotoxina, que é
um tipo de lipopolissacarideo considerado o principal marcador sorolégico da
membrana externa dos micro-organismosgram negativos. Esta bactéria é capaz de
liberar toxinas no seu meio circundante durante a sua multiplicagado e, mais ainda,
quando morrem, entre as toxinas pode-se citar, a piocianina, as exotoxinas,

leucocidina, elastases, proteases, fosfolipases e o ramnolipideo (Volket al,1991).

A piocianina, um pigmento azul, catalisador da produc¢do de formas toxicas
do oxigénio, como o superoxido e o perdéxido de hidrogénio, estimula a liberagdo de
interleucina 8, acarretando um aumento da atragcdo de neutrdfilos e levando ao
estimulo da resposta inflamatéria. Além da piocianina, a P. aeruginosa produz
também a exotoxina A, um dos mais importantes fatores de viruléncia produzidos
pelas cepas patogénicas, que impede a sintese protéica, produz dano tissular e é
imunossupressora. As exotoxinas S e T sado extracelulares e atuam na sintese
protéica e na imunossupressao. A citotoxina leucocidina produz dano microvascular
pulmonar, interfere na funcdo leucocitaria, € citotoxico para membranas
eucarioticas. Por sua vez, as elastases atuam através de enzimas para degradar
tecidos que contenham elastina, como vasos sanguineos, pele e tecido pulmonar,
colageno, imunoglobulinas e fatores do complemento. A protease alcalina contribui
para destruicdo tecidual, inativacdo do interferon e fator de necrose tumoral alfa. A
fosfolipase C ¢é uma hemolisina termolabil que quebra lipideos e lecitina,
contribuindo para destruicdo dos tecidos, estimulando a resposta inflamatéria. O
ramnolipideo € uma hemolisina estavel que inibe a atividade ciliar pulmonar
(Cedricet al, 2005; Bombergeret al,2009).

A infecgao por este micro-organismo € considerado oportunista, raramente se
torna causa de infecgdes comunitarias, assumindo um importante papel como

agente etioldgico de infecgdes hospitalares, contribuindo para o aumento da taxa de
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morbidade e mortalidade de pacientes hospitalizados, além de aumentar o tempo de
internacao desses pacientes e, consequentemente, o custo do tratamento. O avanco
tecnologico na area de procedimentos invasivos terapéuticos e diagndsticos, o
manuseio da imunossupressao para transplantes e controle de doencas auto-
imunes, levaram a um grande numero de pacientes em estado grave e
imunologicamente comprometidos nos hospitais. Longos periodos de hospitalizagéo,
doencas de base (como diabetes, neoplasias), queimaduras, procedimentos
cirurgicos, utilizagdo de cateteres, uso prévio de antimicrobianos e o uso de
antimicrobianos de amplo espectro, além de falhas relativas ao controle de infeccéo
hospitalar causaram a emergéncia dos bacilos gram negativos nas infecgbes
hospitalares mundiais, uma vez que a velocidade de desenvolvimento e a introducéo
de novas drogas no mercado tém sido superadas pelo desenvolvimento de
mecanismos de resisténcia bacterianos. As taxas de infeccdo por P. aeruginosa
resistentes, sensiveis somente a colistina estdo aumentando e o surgimento de uma
cepa sem opgdes terapéuticas conhecidas é iminente (Aloushet al, 2006;
Mesaros,2007; Hirschet al,2010; Housmanet al,2012).

A Pseudomonas aeruginosa é intrinsecamente resistente a uma variedade de
agentes antimicrobianos e pode desenvolver resisténcia durante a quimioterapia
anti-pseudomonas, ambos comprometendo o tratamento de infec¢des causadas por
este organismo. Resisténcia a multiplas classes de antimicrobianos, em particular, €
cada vez mais comum nessa bactéria, com muitos relatos deisolados pan-
resistentes tratdveis com um unico agente, a colistina. Resisténcia adquirida neste
organismo € multifatorial e atribuivel as mutagdes cromossémicas e aquisicao de
genes de resisténcia através de transferéncia horizontal destes genes (Shuet al,
2012). Mutagdes que resultam em alta resisténcia incluem sistemas de efluxo que
promovem a expulsdo antimicrobiana da célula bacteriana, desrepressdo da AMPC
(betalactamases induziveis do tipo amp C), alteracbes que ampliam a especificidade
da enzima AmpC - substrato , alteracbes da permeabilidade da membrana externa
para limitar a entrada antimicrobiana e alteragbes nos alvos dos

antimicrobianos(Sampathkumar,2010).

Mecanismos adquiridos que contribuem para a resisténcia em P. aeruginosa
incluem producdo debeta-lactamases de espectro estendido (ESBLs) e as

carbapenemases que hidrolisam a maioria dos beta-lactdmicos, inclusive os
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carbapenémicos; enzimas modificadoras de aminoglicosideos, como metilases 16S
rRNA que oferecem alto nivel de resisténcia a varios aminoglicosideo. A propensao
do organismo crescerin vivo como biofilmes tolerantes a antimicrobianos
favorecendo a presenga de cepas hiper-mutantes também pode comprometer a
terapia anti-pseudomonas (Nikaido,1989; Mingeotet al,1999; Bush,2001;Hancocket
al,2002; Livermore,2002; Polottoet al,2012).

1.1.2. Klebsiella pneumoniae produtora de betalactamase de espectro
estendido(ESBL) e carbapenemase do tipo (KPC)

As Enterobactérias s&o bactérias gram-negativas, podendo ser
encontradasem agua, solo e plantas, bem como no trato gastrointestinal dos seres
humanos e animais, podendo estar presentes também no trato respiratério e
geniturinario. Se diferem das gram positivas na organizagdo de suas estruturas que
sdo encontradas externamente a membrana plasmatica. Nas bactérias gram
positivas existe apenas uma estrutura externa a membrana plasmatica, que é
espessa e apresenta uma larga camada de peptideoglicano. Ja nas gram-negativas
as estruturas que envolvem a membrana plasmatica sdo a membrana externa e a
parede celular que, juntas, formam o envelope celular, que apresenta uma fina

camada de peptideoglicano (Costertonet al,1974; Konemanet al, 2008).

Dentro da familia das enterobactérias, encontra-se o género Klebsiella que
tem merecido uma atencdo especial nos ultimos tempos, pois estdo entre os
patdogenos mais frequentemente isolados na microbiologia clinica e, esse numero
vem aumentando tanto nos pacientes hospitalares quanto na comunidade. Além
disso, esse micro-organismo apresenta uma espécie, a Klebsiella pneumoniae, que
esta sendo muito estudada nessas Uultimas décadas por apresentar uma séria
resisténcia a alguns antibioticos. A prevaléncia de infec¢do causada por cepas
multiresistentes de K.pneumoniaetem aumentado vertiginosamente(Tortoraet al,
2000; Gupta et al, 2011). A presenca de Klebsiella deve ser presumida quando se
tem presenga de colénias grandes e mucoides, de coloragdo avermelhada, quando

plagueada em meio sélido McConkey (Koneman et al,2008).
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Antes do advento da quimioterapia, dos antibiéticos e de medidas
imunossupressoras, as doencgas infecciosas relacionadas a essa espécie bacteriana,
estavam relativamente ligadas apenas a sindromes diarréicas acompanhadas de
febre e, nos casos mais graves, poderiam apresentar uma septicemia.
Posteriormente passou a ser conhecida também como a agente causadora da
pneumonia, na qual essa bactéria € responsavel por uma pequena porcentagem de
casos dessa patologia (Calfee, 2008). Sabe-se que pacientes imunocomprometidos
ou debilitados, com cancer, sdo altamente susceptiveis a infecgbes hospitalares,
apods colonizacio por cepas ambientais ou contaminagao a partir de procedimentos
invasivos, tais como: cateterismo, broncoscopias ou até biopsias cirurgicas com 0s
quais membranas mucosas sdo traumatizadas (Lautenbachet al, 2001;Konemanet
al, 2008). A maior prevaléncia de infecgdes por K.pneumoniaedurante os anos 1990,
reflete um aumento das infecgdes em paciente debilitados com diabetes, naqueles
que sugerem um quadro de etilismo, imunossuprimidos, além de uma maior
resisténcia aos antibidticos, pois 90% dos pacientes ndo sao tratados
adequadamente. O amplo e indiscriminado uso de antimicrobianos tem criado
bastonetes gram negativos altamente resistentes (Silva, 1999). Na ultima década
houve um aumento significativo das infecgbes por K.pneumoniae,principalmente, as
portadoras de importantes genes de resisténcia transportados por elementos

genéticos moveis (Guptaet al,2011; Nordmannet al,2011).

E de grande preocupacao o recente aparecimento de cepas de Klebsiella que
possuem plasmideos mediadores de resisténcia a um amplo espectro de drogas -
lactdmicas, incluindo as cefalosporinas de 3° geracéo (Coqueet al, 2008). Essa
forma de resisténcia da-se pela produgéo das enzimas p-lactamases, que sé&o
capazes de catalisar a hidrdlise do anel g-lactamico de penicilinas e cefalosporinas,
dentre outros, impossibilitando dessa forma suas atividades antimicrobianas. Esse é
o principal mecanismo de resisténcia das bactérias gram-negativas aos j-
lactamicos, sendo que o grau de resisténcia ira depender da quantidade de enzima
produzida, de sua habilidade em hidrolisar o antimicrobiano, bem como da

velocidade com que o antibidtico penetra pela membrana externa da bactéria
(Sader, 2000).
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As p-lactamases sdo produzidas por iniUmeras espécies bacterianas, porém
com diversidadesestruturais e localizagbes diferentes. Nas bactérias gram positivas,
as p-lactamases s&o secretadas para o meio extra-celular, dessa forma iréo
apresentar uma atividade menor do que as que sao produzidas em bactérias gram-
negativas. Nessas bactérias, as p-lactamases encontram-se estrategicamente
situadas no espago periplasmatico, espaco situado entre a parede celular e a
membrana externa, podendo alcangar maiores concentragbes e agirem de modo
mais eficaz sobre os p-lactamicos. Podem ser classificadas em trés grandes grupos

de importancia clinica (Konemanet al, 2008):
e pB-lactamases croméssomicas induziveis
o p-lactamases plasmidiais de espectro estendido
o p-lactamases capazes de degradar carbapenens

A p-lactamase de espectro estendido, também conhecida como ESBL ¢ a de
maior siginificado para o estudo da resisténcia em Klebsiellas. Essas podem ser
transferidas horizontalmente entre bactérias de uma mesma espécie ou entre
espéecies diferentes via plasmideos e, por esse motivo, representam um sério
problema clinico, pois a disseminagao ocorre de forma mais facilitada, conseguindo
degradar praticamente todos os B-lactamicos com excegdo dos carbapenens, pois
esse € um antibiotico que apresenta um anel estavel a hidrolise da p-lactamase
(Bush,1995; Bush, 2010).

Klebsiella pneumoniae Carbapenemase, ou KPC, é uma enzima que hidrolisa
os antibidticos carbapenémicos, como imipenem e meropenem (Rasmussen e
Hoiby,2007), além de ser capaz de atuar também na inativagcdo de penicilinas,
cefalosporinas e monobactamicos (Dienstsmannet al, 2010). A KPC é uma
carbapenemase que utiliza serina em seu sitio ativo, sendo inibida (in vitro) somente
pela acdo do &acido clavulanico e pelo tazobactam (Bush, 2010). Pelo sistema
definido por Bush, Jacoby e Medeiros (1995), a KPC pertence ao grupo 2 que
abrange as serina carbapenemases, cefalosporinases, penicilinases e ESBLs (j3-
lactamases de Espectro Estendido), que sao inibidas pelos inibidores de -
lactamase normalmente comercializados (Bushet al, 1995). O grupo 2 apresenta

uma série de subgrupos (a-f), baseados no espectro de atividade enzimatica, sendo
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a KPC pertencente ao subgrupo 2f (Rasmussen e Hoiby,2007; Bush, 1995). Na
classificagdo de Ambler (1980), que divide as carbapenemases em grupos (A a D)
baseados em sua sequéncia de aminoacidos, a KPC se encaixa no grupo A (Ambler,
1980).

Os carbapenens sdo os substratos dessas enzimas que sédo codificadas por
plasmideos (gene blakpc) (Nordmannet al, 2009). A KPC foi classificada por meio de
estudos moleculares, e apés foidocumentada em diferentes tipos de bactérias (KPC
1-4) (Monteiroet al, 2008). Esses tipos diferem entre si por mutagées de ponto, ou
seja, variantes das sequéncias de aminoacidos, tendo como referéncia a sequéncia
presente na KPC-1 (Queenan e Bush, 2007). A KPC-1 foi isolada primeiramente em
2001 de uma amostra de Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenem. A KPC-2
foi isolada posteriormente, em 2003 e 2004, em cepas de Klebsiella pneumoniae,
Klebsiella oxytoca, Salmonella enterica e Enterobacter sp. E a KPC-3 foi isolada
entre 2004 e 2006 em amostras Klebsiella pneumoniae e Enterobacter cloaceae (Cai
et al, 2008).

Para verificacdo fenotipica de resisténcia mediada por KPC, o método mais
utilizado (que apresenta maior especificidade e sensibilidade) é o Teste de Hodge
Modificado (Stuart e Hall, 2010). No Brasil, o teste utilizado para pesquisa de KPC,
era o Teste de Hodge Modificado, padronizado pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), em sua maioria, utilizando-se discos de ertapenem. Esse
procedimento era realizado até outubro de 2010, quando a ANVISA publicou uma
nota técnica padronizando a utilizagdo de discos de imipenem e meropenem,
devendo esses serem testados compulsoriamente. Isso se deve ao fato de ter sido
verificado que um numero elevado de amostras de Klebsiella pneumoniae, por meio
de producao de cefotaximases, apresentava perda de porinas, sendo dessa forma
falsamente detectadas como KPC. Dessa forma, a ANVISA padronizou novos
critérios para pesquisas de carbapenemases em geral, sem especificar nenhum
teste, somente frisando a importéncia de testar imipenem e meropenem, critérios
interpretativos especificos e formas de liberar resultados (se presente, liberar como
‘enterobactéria produtora de carbapenemase’, sem especificar o tipo) (BRASIL,
2010).
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1.1.3.Acinetobacter spp

Acinetobacter spp. € um cocobacilo gram negativo da familia Moraxellaceae.
Entre sua variedade de espécies, a que tem se mostrado de maior importancia
clinica é o Acinetobacter baumanii (Zarrilliet al, 2009). E um patdégeno que emergiu
bastante, sendo um dos principais causadores de infeccbes nosocomiais,
bacteremia, infecgdes do trato urinario e pneumonia, especialmente em UTls. Hoje
em dia, a maioria dos casos de infecgbes por esse patdégeno, € adquirida em
hospitais, principalmente devido ao longo tempo de internacdo (Sengstocket al,
2010). E uma bactéria que pode ser isolada também de ambiente, tendo sido
encontrada em reservatérios de agua, como chuveiros (Guardabassiet al, 1999).
Sua habilidade de sobreviver tanto no hospedeiro quanto no meio ambiente se deve
ao fato de sua capacidade de utilizar recursos presentes nesses meios, como a
obtencao de ferro (Gordon e Wareham, 2009). Essa forma de sobrevivéncia intriga
tanto quanto sua capacidade de formar biofilmes, contribuindo para sua colonizagao
e aderéncia, assim como no desenvolvimento de mecanismos de resisténcia (Leeet
al, 2008). Seu potencial de liberagdo de lipopolissacarideos (LPS, importante
molécula para desenvolvimento de sepse por bactérias gram-negativas) também
pode ser considerado um fator de viruléncia importante, causando liberagdo de

citocinas pro-inflamatorias pelos macrofagos (Erridget al, 2007).

Acinetobacter baumanii possui diversos tipos de mecanismos de resisténcia,
nos ultimos tempos apresentando resisténcia a todas as classes de antibidticos
(Dijkshooret al, 2007). Seus principais mecanismos de resisténcia a B-lactamicos se
devem a produgao de oxacilinases de classe D (classe de B-lactamase), enzimas
que pode ser codificadas por plasmideos ou cromossomos e sao capazes de
hidrolisar penicilinas e carbapenémicos (Mericet al, 2008). As oxacilinases possuem
fraca atividade contra cefalosporinas de largo espectro. O mecanismo de resisténcia
responsavel pela hidrélise de cefalosporinas € a enzima cromossomal AmpC
cefalosporinase (Gordon e Wareham, 2009). Estudos mostram ainda cepas que
apresentaram mecanismos de resisténcia de metalo-B-lactamases dos tipos VIM,
IMP e SIM (Gordon e Wareham, 2009; Zarrilli et al, 2009). Dessa forma, a melhor

opcao de tratamento visada pelos clinicos sdo as polimixinas que, apesar de seu
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efeito nefrotoxico, ainda € considerada a melhor opgao terapéutica (Hawleyet al,
2008). E dessa forma, pelo uso indiscriminado e considerando também o tempo de
internagdo dos pacientes, ja foram relatados casos de cepas de A. baumanii que
sofreram mutagdes em genes, modificando cadeias de lipideos especificos,
conferindo resisténcia a polimixina B e colistina (polimixina E), havendo necessidade

de combinagao terapéutica para tratamento do paciente (Moffattet al, 2010).

1.1.4. Enterococcus faecalis

Um dos principais patdogenos causadores de infecgbes nosocomiais € o
Enterococcus resistente a vancomicina (VRE), sendo encontrado de modo
significativo em infecgbes urinarias, infecgdes de sitio cirurgico e bacteremias
(Furtadoet al, 2005 apud Gold, 2001).

De acordo com o manual de Investigacdo e Controle de Bactérias
Multirresistentes da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os
Enterococcus sado “de natureza saprofita e habitam o solo, os alimentos, o trato
gastrointestinal, o trato geniturinario, crescem em solugbes salinas e em
detergentes. Quanto a coloragdo do gram, sdo gram positivos aerobicos e facultativo
anaerobico”. Sao representados por dezesseis espécies, sendo as duas espécies
principais que causam a maioria das infec¢des o E. faecalis e E. faecium(Furtadoet
al, 2005).

A resisténcia intrinseca a diversos antimicrobianos é uma caracteristica
peculiar do género Enterococcus, sendo observada progressiva aquisigdo de
resisténcia a antimicrobianos utilizados nos tratamentos de infecgées enterocdcicas
(Furtadoet al, 2005 apud Elopoulos,1998). Tem-se observado acelerado aumento na
incidéncia de cepas resistentes aos antimicrobianos de uso continuo. O
desenvolvimento de resisténcia a vancomicina tem sido descrito a partir do final da
década de 80 e desde entdo, foi observado um aumento das infecgdes e
colonizagdes por VRE (Saraivaet al, 1997).

A primeira identificagdo de Enterococcus resistente a vancomicina foi na

Europa em 1987, sendo um marco inicial para um rapido aumento no numero de
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infecgdes hospitalares relatado pelo Centro de Controle e Prevengao de Doencas.
(Titze-De-Almeidaet al, 2004).

Em 1996, o primeiro VRE foi identificado no Brasil, em um hospital de
Curitiba. A partir deste fato, em varios hospitais brasileiros ocorreram notificagdes de
isolamento de VRE, sendo que um estudo realizado pela Escola Paulista de
Medicina demonstrou significativo progresso da resisténcia a vancomicina por esse
género de bactéria, entre 2000 e 2002. E para concluir e demonstrar o rapido
aumento deste patégeno em casos clinicosforam relatados 23 casos de infecgao de
corrente sanguinea por VRE em UTls de adultos e unidades coronarianas em 2005,
segundo dados do Sistema de Vigilancia das Infecgbes Hospitalares do Estado de
Sao Paulo (Vranjac, 2007).

Em espécies de Enterococcus, a resisténcia adquirida a antimicrobianos do
tipo glicopeptidios (vancomicina), corresponde basicamente a cinco fendtipos
diferentes, denominados como VanA e VanB (sendo estes os mais comuns e
consequentemente com maior importancia clinica), VanD, VanE e VanG (Shepard e
Gilmore,2002).

Essa resisténcia aos glicopeptidios ocorre devido a sintese de distintos
precursores de peptidoglicano que sao incorporados na parede celular e apresentam
certa redugao da afinidade de ligagdo pela vancomicina, impedindo sua agao no

bloqueio da sintese da parede celular (Furtadoet al, 2005).

Os principais fatores de risco para um paciente adquirir uma infecgao por
Enterococcus multirresistentes s&o: ter uso prévio de antimicrobianos de amplo
espectro; ter longa permanéncia hospitalar; internagdo em UITs ou unidades de
queimados; ter infeccdo de sitio cirurgico; leito proximo ao de um paciente
colonizado ou infectado por Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA);

insuficiéncia renal e cateterismo vesical e cateterismo vascular (ANVISA, 2007).

De modo geral, as infecgbes por VRE podem ser causadas pela prépria
microbiota enddégena do paciente, por contato direto entre pacientes, ou transmissao
cruzada com méaos de profissionais de saude ou ambiente contaminado (Moura,
2006), tais como; equipamentos/artigos médicos (termémetros, estetoscopios,
aparelhos de pressao e eletrodos de ECG) e superficies (mesa, maganeta, telefone,
bandeja de medicacao, grade de cama), entre outros (Vranjc, 2007).
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De acordo com o DeLise (2003), os VREs possuem uma significante
sobrevida no ambiente, tendo vida de uma semana a dois meses em balcdes,
alguns dias a trés meses em tecidos diversos e plastico, e mais de sete dias em
tecidos de cadeira. Em relagdo a culturas de quartos, o DMIP constatou a
prevaléncia de 46% de pacientes VRE com diarréia e 15% de pacientes VRE sem
diarréia, sendo que quartos de pacientes colonizados relata prevaléncia de 60 a 70%

em trés ou quatro sitios.

1.1.5.Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus € um coco gram-positivo da Familia Micrococcaceae,
apresentando-se normalmente isolados, em forma de “cachos de uva”. S&o imodveis,
nao-esporulados, e apresentam reagao positiva a catalase. Sdo coagulase positivos,
fermentando manitol e algumas cepas sao capazes de fazer hemodlise em agar
sangue (Trabulsiet al,2002; Warrellet al, 2012). Em sua formagéo, desenvolvem uma
capsula de protecao, formada por uma camada de acido hialurénico, mais externa,
que dificulta a fagocitose, agindo como principal fator de viruléncia dessa bactéria
(Konemanet al,2008). E um micro-organismo que se dissemina facilmente e
apresenta varios mecanismos de ag¢ao e patogenicidade, pois pode sobreviver em
ambientes pouco umidos e podem formar biofilmes (camadas multiplas de bactérias,
associadas ou nao a outros micro-organismos) em diferentes tipos de
superficies,além disso, a produgdo de muitas toxinas e elementos reguladores

podem aumentar a viruléncia em estafilococos (Cordeiro, 2004; Warrellet al,2012).

Staphylococcus aureus é frequentemente isolado de feridas pds-cirurgicas,
podendo causar infecgdes sistémicas,sendo o micro-organismo que apresenta maior
taxa de morbidade e mortalidade em infecgbes hospitalares hoje em dia (Vonberget
al, 2006). Quando causa bacteremia, pode ocasionar endocardite, osteomilelite,
piocardite e meningite. As infecgdes e sindromes clinicas por Staphylococcus aureus

podem ser divididas em trés grupos:

(1)doenca devido a liberagdo de toxinas, levando a doenca em locais remotos

a partir de infeccdo primaria, incluindo (a) sindrome da pele escaldada
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estafilococica, sindrome de liberacdo de toxinas epidermoliticas que conduz a
formagdo debolhas e descamacdo, (b) doengca de origem alimentar, devido a
presencade uma toxina estavel ao calor,que produz vOmitos e diarreia subita, (c)
sindrome do choque téxico, toxinas que sao superantigenoscausando disfuncéo de
multiplos o6rgaos, podendo ser associada ao periodo menstrual (por exemplo,

associado ao uso de tampé&o interno) ou n&o menstrual.

(2) Doenca devido a destruicdo de tecidos local e formagdo de abscessos,
incluindo (a) o impetigo, foliculite e celulite, (b) furdnculos e carbunculos, (c) de
mastite, (d) piomiosite; (e) bursite séptica, (f) artrite séptica; (g) osteomielite; (h)

abscesso epidural; (i) pneumonia; (j) infec¢ao urinaria.

(3) infecgado hematogénica incluindo bacteremia e endocardite (Vonberget al,
2006; Warrellet al, 2012).

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) é um causador
importante deinfec¢des associadas a cuidados de saudee infecgdes na comunidade,
por poderem estar presentes em microbiota nasal, intestinal, epitelial, entre outros,
mas, entre eles, as fossas nasais sdo consideradas o local de maior reproducéo e
colonizagdo (Guzman-Blanco et al ,2009; Liuet al,2011). O MRSA foi descrito pela
primeira vez na Europa, em 1961, espalhando-se globalmente nas décadas
seguintes (Fortalezaet al, 2009; Rodriguez-Noriega e Seas, 2010; Kock, 2010). O
mecanismo de resisténcia a meticilina desenvolvido por essa bactériaesta
relacionado com a producéo das proteinas de ligagcdocom a penicilina, as PBPs. O
S. aureus produz quatro tipos de PBPs: de PBP1 a PBP4. As cepas MRSA
expressam uma nova PBP, a PBP2a ou 2’, adquirida de outras espécies de
estafilococos e codificada pelo gene MEC A que codifica a mudanca o sitio de
ligagdo da meticilina a bactéria. APBP2a mostra baixa afinidade, ndo apenas a
meticilina e a oxacilina, mas praticamente a todos os antibidticos beta-lactamicos.
(Tomasz,et al1989).Algumas cepas podem apresentar-se resistentes a todos os
tipos de B-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas e carbapenems), assim como de
outras classes de antimicrobianos (quinolonas, clindamicina, entre outros). O alvo de
atuacao dos B-lactdmicos é a parede celular (sua sintese mais especificamente),
impedindo a formagao da camada de peptideoglicano, causando a morte da bactéria
(Menegotto e Picoli,2007).
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Na comunidade, ndo € raro encontrar essa bactéria na pele e fossas nasais,
mesmo em pessoas saudaveis que tiveram ou ndo contato com servicos de saude.
Essa bactéria, referida como Comunity-associated MRSA ou CA-MRSA, esta mais
relacionada com feridas superficiais (Johnstonet al, 2007). Existe ainda a Health-
associated MRSA ou HA-MRSA, que ocorre em ambiente hospitalar, principalmente
em pacientes imunocomprometidos e histérico de hospitalizagdo, podendo causar
infeccbes muito graves, como septicemia e pneumonia. A maioria das infeccoes
causadas por MRSA sao relacionadas a ambiente hospitalar, sendo fatores de risco
para a mortalidade associada a HA-MRSA:a malignidade hematoldgica, transplante
de células hematopoiéticas, infeccdo secundaria a infec¢gdo de corrente sanguinea,
MRSA com a concentragéao inibitéria minima (MIC) = 2,0 ug / mL para vancomicina,
ventilagdo mecanica, e interrupcdo tardia de terapia empirica com falha
terapéutica(Weber, 2008; Mahajanet al,2012).

Os primeiros casos documentados de infecgoes por CA-MRSA ocorreram
entre aborigines australianos e nativos americanos no Canada, no inicio da década
de 90. Posteriormente, estas infecgdes se propagaram pelo mundo, incluindo
diversos surtos, tanto nos Estados Unidos como em diversos outros paises (Lopes,
2005).Foi descrita uma alarmante epidemia causada por cepas CA-MRSA,
causando infeccbes graves que resultaram em fasceitenecrosante e até mesmo a
morte em adultos saudaveis fora dos ambientes de saude, assim como toxinfecgao
alimentar (Chambers, 2005; Milleret al, 2005; Robertset al, 2006).

As CA-MRSA possuem fatores de viruléncia unicos, como a exotoxina
formadora de poros, chamada Panton-Valentine Leucocidina (PVL), que esta
relacionada com infeccoes severas de pele, pneumonia necrotizante e
osteomielite(McAdamset al, 2008; Hermoset al, 2010). Atualmente, houve um
aumento na incidéncia de infecgdes de pele e tecidos moles causadas por esta
variante (Quallset al, 2012). Além disso, as cepas de CA-MRSA podem apresentar
resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos, além dos betalactdmicos, como
clindamicina, eritromicina e mupirocina, sendo este Ultimo indicado na

descolonizagao nasal de portadores desta bactéria(Wanget al, 2012).
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1.2. Peptideos Antimicrobianos (PAM)

Peptideos antimicrobianos (PAM) s&do convencionalmente definidos como
substancias antimicrobianas polipeptidicas, codificadas por genes e sintetizados por
ribossomos, com menos de 100 residuos de aminoacidos. Esta definicdo os
distingue da maioria (mas n&o todos) dos antibioticos peptidicos de bactérias e
fungos, os quais sdo sintetizados por vias metabdlicas especializadas e muitas

vezes incorporam aminoacidos exoticos(Ganz,2003).

Os PAM,presentes na maioria dos seres vivos, em geral, representam
moléculas do sistema imune inato,que sdo capazes de exerceruma atividade
antimicrobiana potente contra diferentes e numerosos micro-organismos, além da
grande vantagem de nao apresentar nenhuma toxicidade as células animais, ou uma
toxicidade extremamente baixa. Pesquisassobre a imunidade inata levaram a
obtencdo de muitasinformacgdes que oferecem perspectivas para o desenvolvimento
de novos farmacoscom atividade antimicrobiana (Skarnes e Watson, 1957; Boman,
1991; Boman,1995; Boman, 2003; Bulletet al, 2004; Sang e Blecha, 2008).

A evolugdo no campo da biologia molecular colaborou para a sintese de
diferentes PAMs com o objetivo de obter moléculas de maior efetividade terapéutica,
contra micro-organismos gram positivos e gram negativos, aliada a menor toxicidade
e a conhecida toxicidade seletiva destes compostos. (Maloy e Kari, 1995; Machadoet
al, 2004 Reshmyet al, 2011; Jianget al, 2012; Wanget al, 2012).Esta se baseia em
diferengas bioquimicas e estruturais entre as membranas demicro-organismos e
animais. A bicamada lipidica da membrana bacteriana é composta por fosfolipideos
com carga negativa, voltados para fora da célula. J4 nos animais, a composi¢ao da
membrana é de fosfolipideos neutros direcionados para o meio intracelular. Outra
molécula que parece influenciar a seletividade é o colesterol, presente nas células
animais, diminuindo a acdo dos PAMs, e ausente nas células bacterianas(Hancock,
1998;Matsuzaki, 1998).

Existem mais de 1.700 peptideos antimicrobianosisoladosa partir de micro-
organismos, plantase animais vertebrados ou invertebrados. O principal alvo de
alguns destes peptideos é a bicamada da membrana das células atacadas,

enquanto outros atravessam a membrana e causam lise celularatravés da ativagéo
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de estruturas intracelulares(Marcotteet al, 2003; Brown e Hancock, 2006; Jiang,
2012). Peptideos capazes de penetrar a célula provaram ser um eficiente sistema
de entrega intracelular. O mecanismo de internalizagdo peptidica primeiro envolve a
interacdo com a matriz extracelular eé seguido, em muitos casos, por endocitose.
Finalmente, dependendo do tipo de endocitose, um alvo intracelular é
atingido(Pujalset al, 2006).Propriedades, como a anfipaticidade, alto conteudo de
peptideos especificos (lisina ou glicina) e hidrofobicidade, sédo relatados como

essenciais para um peptideo atravessar uma membrana celular(Giraltet al/, 2006).

A analise de peptideosantimicrobianos de bactérias, plantas, insetos e
anurosdemonstrou que residuos de glicina(Gly)e alanina (Ala)s&do mais abundantes
em peptideos bacterianos;residuos Ala,Cys (cisteina) e Gly, mais comuns em
peptideos de plantas,Glye Lys (lisina) sdao frequentemente encontrados em
peptideos de insetos, e os residuos de Leu (leucina), Ala, Gly e Lys tém
percentagens superiores a 10% em peptideos de anuros. Um resumo destes
resultadosindica a notavel utilizagdo do residuo Glyem peptideos antimicrobianos
em trés reinos. Em contraste, o residuo metionina (Met)é usado raramente (<1,5%).
Curiosamente,Lys catidnico é preferido em relagdo Arg (arginina) em todos os reinos
(Wanget al, 2008).

Classificar todos os PAM descobertos € uma tarefa complicada, portanto
alguns autores desenvolveram sistemas de classificagao baseados em sua estrutura
secundaria, sendo que outros associam a esta descricdo, a composicdo de

aminoacidos na molécula peptidica.

SegundoWang em seu livro “Antimicrobial Peptides”, podem ser encontradas
quatro tipos de estruturaspeptidicas: a hélice, Folha B, a hélice e folha  combinadas
e,ndo a B (extendido), sendo estas ultimas, ricas em um determinado tipo de

aminoacido conforme a figura 1 (Wang, 2011).
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(A) a-hélice (B) B-folha

DOI:10.2210/pdb2mag/pdb DOI10.2210/pdb1k)S5/pdb

(C) Estendido (D) ap combinadas

¢ A"'.%_«

Figura 1:Modelos representativos das diferengas estruturais entre as quatro classes de
peptideos antimicrobianos. Todas as estruturas foram obtidas livremente da Protein Data
Bank RCSB (PDB) (http://www.pdb.org/).

Os PAM podem ser ainda classificados dependendo da localizagado de seus
alvos: a membrana, ou outras estruturas nao pertencentes a membrana. Em sua
maioria, interagem com os fosfolipides aniénicos das membranas de procariontes
resultando em despolarizagdo, aumento da permeabilidade, possibilitando o efluxo
de ions e nutrientes essenciais com consequente lise da célula. A ruptura da
membrana pode ser provocada por trés mecanismos distintos (Figura
2)(Tuennemannet al, 2010; Peterset al, 2010; Wang, 2011):

e Formacdo de poros tipo barril: funcionando com canais que
possibilitam o livre transporte de ions para dentro e fora da célula
(Brodgen, 2005);

e Formacdo de poros toroidais: possibilitam o livre transporte de

macromoléculas e ions através da membrana;

e Formacédo de um tapete na superficie da membrana: age como

detergente e destréi completamente a membrana.
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(A)

@)

e

Figura 2:0s diversos mecanismos de acao propostos para peptideos antimicrobianos em
células microbianas. (A) Rompimento da membrana celular: (1) Insercdo aleatéria na
membrana, (2) Alinhamento de sequéncias hidrofdbicas, e (3) Remocédo de porgcbes da
membrana e formacgao de poros. (B) Inibicdo da sintese de DNA. (C) Bloqueio da sintese de
RNA. (D) Inibicdo das enzimas necessarias para ligacdo de proteinas estruturais da
membrana celular. (E) Inibicao da fungao ribossomal e sintese de proteina. (F) Bloqueio das
proteinas chaperona e de proteinas necessarias para dobramento adequado das mesmas.
(G) Direcionamento para mitocondria (alvo): (1) inibicdo da respiracdo celular (2)
rompimento da membrana celular da mitocéndria e efluxo de ATP e NADH.Todas as
estruturas foram obtidas livremente da Protein Data Bank RCSB (PDB)
(http://www.pdb.org/).

PAM catibnicos sao inicialmente atraidos para as cargas negativas existentes
na membranaexterna de bactérias gramnegativas, por exemplo, fosfolipideos
aniénicos egrupos fosfato em lipopolissacarideo (LPS) enquanto nas gram positivas,
sao atraidos pelosacidos teicdicospresentes na superficie da superficie da célula. Ha
também indicios de que os peptideos podem utilizar este mecanismo para atingir
outros alvos tais como a membrana citoplasmatica. Também se conhece a
capacidade dos peptideos em interferir na funcdo ou sobrevivéncia da célula pela
interacdo com alvos intracelulares,podendo inclusive, interferir no transporte de
acidos nucléicos (Giraltet al, 2006; Wang, 2011).


http://www.pdb.org/
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O desenvolvimento de resisténcia microbiana contra PAM é raro (Peschel e
Sahl,2006). No entanto, alguns patogenos tém a capacidade de expressar
mecanismos para contornar o alvo do peptideo antimicrobiano e fugir das defesas
do hospedeiro (Yeaman, 2003; Sperandioet al, 2008).Peptideos antimicrobianos
representam uma das mais promissoras estratégias para combater infecgdes e
resisténcia a medicamentos antimicrobianos. Existe um grande interesse no
desenvolvimento de novas classes de antimicrobianos, ja que em quatro décadas
somente trés foram encontradas. Além da provada atividade antibacteriana dos PAM
utilizados isoladamente, ainda ha a possibilidade de utiliza-los em associagao
sinérgica com moléculas ja existentes (Marr,2006). Como a necessidade de novos
antimicrobianos torna-se mais proeminente, a questdo permanece:. pode-se
desenvolver novos medicamentos com base nos principios de design de moléculas

primitivas (Peterset a/,2010)?

Os invertebrados apresentam um mecanismo de defesa contra micro-
organismos baseado na producao de diferentes peptideos antimicrobianos, uma vez
que nao sao capazes de produzir moléculas com reconhecimento especifico contra
agressores, como as imunoglobulinas (Buletet al,1999; Hoffmannet al/,1999). Uma
grande quantidade de novos PAM tem sido isolada da hemolinfa e da pegonha
dediversos insetos e aracnideos (Xuet al,2009; Zhaoet al,2011; Otero-Gonzaleset
al,2010; Jimenezet al,2012).

Neste contexto, os compostos isolados da peconha de artropodes tém
despertado grande interesse cientifico na prospecgéo de novas drogas terapéuticas.
Nos dias atuais, com o uso de novas técnicas de isolamento e identificacdo de
compostos bioativos, o estudo da pegonha de animais proporciona uma abundancia
de possibilidades para a descoberta de compostos com potencialidade

antimicrobiana (Mortariet al, 2012).

1.3. PeptideosAntimicrobianos de Vespas

A peconha das vespas constitui-se de componentes especificos, os quais sdo
produtos desenvolvidos ao longo de um elaborado processo evolutivo e utilizados

efetivamente para a auto-defesa, captura e/ou imobilizacido das presas.A peconha
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de vespas sociais € formada por uma variedade de compostos bioativos, com
diversas agbes farmacologicas, entre elas a antimicrobiana (Habermann, 1972;
Nakajima, 1986; Mortariet al, 2005; 2007; 2012). Vespas sociais produzem
peptideos com atividade muito superior, até dezoito vezes maior, que espécies
solitarias, produzidos como barreira inicial contra a invasdo microbiana das col6nias
(Stowet al,2007; Hoggardet al,2011). Diversos peptideos bioativos foram isolados
dapeconha de vespas. Tais peptideos sao classificados em familias, segundo suas
atividades bioldgicas e estruturas moleculares (Nakajima, 1986; Monteiroet al, 2009).
Neste contexto, a classe mais amplamente descrita de peptideos isolados a partir da
peconha de vespa sao os mastoparanos (Mendes et al, 2004). Essa classe é
caracterizada por peptideos ricos em lisina e desempenham um papel fundamental
na estimulagao e liberacdo de aminas biogénicas como a histamina dos mastocitos,
além disso, os mastoparanos apresentam uma potente atividade antimicrobiana
(Mendeset al, 2005). Estruturalmente, os mastoparanos sao peptideos anfifilicos e
apresentam-se em conformagao a-hélice, sem cisteinas em sua sequéncia primaria
que possui de 10 a 14 residuos de aminoacidos (Nakajima et al, 1986). A grande
quantidade de residuos de lisina em suas cadeias tem como provavel funcio facilitar
a liberacdo de histamina dos mastécitos e conferir carga positiva a molécula
aumentando sua afinidade com membranas biolégicas que apresentem carga

negativa (Higashima etal, 1990; Konno et al, 2000).

A atividade antimicrobiana destes peptideos € gerada por interagbes com os
lipidios de membrana e representa uma grande vantagem aos peptideos antibidticos
comerciais, devido ao fato da composicao lipidica dessas membranas ser altamente
conservada durante a evolugdo dos organismos. Como consequéncia, a atividade
litica é independente de receptores na membrana, o que dificulta o desenvolvimento
de mecanismos de resisténcia, conferindo a estes peptideos um grande potencial
para serem utilizados como substitutos de antibidticos convencionais ou como novos
desinfetantes (Mortariet al,2012).
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2. Objetivos

2.1.Objetivo Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana de um novo peptideo isolado da peconha
da vespa socialPolybia dimorpha, em testes de inibicdo do crescimento bacteriano
de cepas sensiveis e multirresitentes, por metodologia de disco difusédo e

microdiluicdo em caldo.

2.2.Objetivos especificos

e |Isolar e identificar peptideos com atividade antimicrobiana da pegonha

da vespa social Polybia dimorpha

e Determinar a atividade antimicrobiana do peptideo, comparativamente
em cepas sensiveis e multirresistentes, de bactérias gram positivas e

de bactérias gram negativas;

e Comparar a concentragao inibitéria minima do peptideo e estudo e de

antimicrobianos convencionais;
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3. Materiale Métodos

3.1.Coleta

Foi coletadoum ninho da vespa social Polybia dimorpha na regidao Centro-
Oeste em Brasilia-DF, com a devida autorizacdo de acordo com a Instrucéo
Normativa n°® 154, de marco de 2007 do IBAMA (licenca do IBAMA numero 21723-1).

Os espécimes de himenodpteras coletados foram gentilmente identificados
pelo Prof. Dr. Fernando B. Noll do Departamento de Zoologia e Botéanica da Unesp e
exemplares foram depositados na Colegcdo de Hymenoptera da UNESP e na

Colecao do Laboratério de Toxinologia da UnB.

Figura 3:Foto de exemplar de uma fémea de Polybia dimorpha (foto de Fernando B. Noll).

3.2.Preparacgédo da pegonha — Obtencao e Preparacgao

ApoOs a coleta, os exemplares foram eutanasiados por congelamentoa -20°C
para posterior retirada da pegonha. Os reservatorios contendo a pegonha bruta e as
glandulas produtoras de pegonha foram retirados com uma pinga e acondicionados
em um tubo plastico de 1,5 mL, durante este processo, todo o material foi mantido

resfriado entre 6°C. Em seguida, este material era macerado, homogeneizado em
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agua deionizada e centrifugado a 10.000 xg por 3 minutos a 4°C. Por fim, o
sobrenadante foi retirado, congelado e seco no speedVac, obtendo-se assim os

extratos brutos da pegonha liofilizados.

A peconha bruta entdo foi solubilizada em 1:1 de agua e acetonitrila e
ultrafiltrada utilizando um filtro Microcon (Millipore®), ao final obteve-se apenas os
compostos com massas moleculares inferiores a 3000 Da, denominados compostos

de baixa massa molecular (CBMM).

3.3.Separacao dos componentes

O isolamento dos componentes da peconha foi realizado por meio de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em um sistema Shimadzu®
Prominence. Foi utilizada uma coluna de fase reversa (C18 ODS, 15 uym, 250 x 10
mm Phenomenex®) utilizando 0,1% de acido trifluoroacético (TFA) em agua, como
solvente A e 0,1% de TFA em acetonitrila, como solvente B, em gradiente linear, com
fluxo de 1,5 mL/min. A absorbancia foi monitorada a 216 e 280nm, sendo as fragdes

coletadas manualmente, e secas a vacuo.
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3.5.Linhagens Bacterianas

BACTERIAS GRAM POSITIVAS:Staphylococcus aureus ATCC (American
Type Culture Colection) 25923,Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA);Enterococcus faecalis ATCC 29212; Enterococcus faecalis resistente a

vancomicina.

BACTERIAS GRAM NEGATIVAS: Escherichia coli ATCC25922;
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853;Acinetobacter baumanii ATCC
19606;Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase do tipo KPC;
Escherichia coli produtora de betalactamase de espectro estendido (ESBL);
Pseudomonasaeruginosa resistente a carbapenens por produgdo de metalo-

betalactamases.

As cepas padrdago ATCC foram adquiridas da empresa BioMerieux,
encontradas como parte integrante dos kits “Lyfocults ®”, de controle da qualidade
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do equipamento Vitek 2®, BioMérieux. Ja as cepas mutirresistentes fazem parte de
uma bacterioteca das pesquisadoras, mantida congelada em freezer a -70°C , no

Laboratdrio deMicrobiologia do Centro Universitario de Brasilia (UNICEUB).

3.6.Reconstituicao das cepas para os ensaios

Cepas ATCC que foramadquiridas como uma solucdo de controle de
qualidade, com estirpes licenciadas pela ATCC (American Type Culture Collection),
acondicionados em um frasco independente descartavelpassaram porumahidratagéo
imediata, sem pré-incubacgao, e a vareta de inoculacaofoi utilizada para o isolamento
em placa. Para a utilizagdo,o frasco que contém o diluente foi rompido, reidratando
assim o organismo liofilizado, que foi transferido imediatamentepara uma placa de

Agar sangue a 5%, e incubada por 20 horas entre 35 e 37 °C.

As cepas de micro-organismos multirresistentes estdo armazenadas
congeladas em criotubos contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI) com 2,5% de
glicerol e migcangas removiveis. Apos a retirada do tubo do freezer, retirou-se uma
das migangas e esta foi colocada em tubo contendo caldo BHI, levado a estufa entre
35 e 37° C, por 4 a 8 horas, ou até ser possivel observar turbidez no caldo.
Posteriormente, uma pequena parte foi transferida com um alga bacteriolégica para

placas de Agar Sangue de carneiro a 5%, submetidas a uma incubagéo overnight.

As colbnias crescidas nas placas foram submetidas a identificacdo e
antibiograma no equipamento de automacdo Vitek 2® (BioMerieux), para
confirmacdo do comportamento fenotipico esperado, avaliando a correta
identificacdo bacteriana e a estabilidade nos testes de sensibilidade aos

antimicrobianos.

Feitas as confirmacdes necessarias, que demoraram em média 7 horas, as
coldénias das placas foram utilizadas nos ensaios com o peptideo antimicrobiano

estudado.
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3.7.Preparagéao do inéculo

Para a preparagao do inoculo foram selecionadas de trés a cinco colbnias,
bem isoladas, e uma suspensao direta da colbnia foi realizada em tubos contendo
10 mL de caldo Mueller Hinton cations ajustado (Plastlabor ®), conforme padrao 0,5
da escala de MacFarland. A turbidez da suspensao foi medida por absorbancia em
espectrofotdbmetro, utilizando-se um comprimento de onda igual a 625

nm.Alcangando leitura entre 0,08 e 0,10 a diluicdo pode ser utilizada(CLSI, 2012).

Foi realizada uma confirmacdo daobtengdo da turbidez necessaria em
densitdbmetro do equipamento automatizado Vitek 2 ® BioMerieux.No caso de

discordancia entre as leituras, a suspensao foi descartada, e nova dilui¢ao realizada.

3.8. Ensaio de Disco-difusao

Para os testes de disco-difusao foi utilizada umasuspensdo a0,5 de
McFarland, que alcanga uma concentracdo deaproximadamente de 1 x 108
UFC/mL.Esta solugao foi semeada em agar Mueller-Hinton e em seguida, discos de
papel de filtroestéreis (6 mm) impregnados com 10uL de uma solugéo do peptideo,
com DMSO 2,5%,nas respectivas concentragdes(1, 30, 50, 100, 150, 200 e 400
pg/mL)foram colocados sobre a superficie do agar inoculado. Apés incubagéo por
+24horas a 35°C+2°C, procurou-se a formacao de halos de inibicdo do crescimento
bacteriano ao redor do disco. Os solventes bem como os diluentes utilizados na

dissolucao do filtradoforam usados como controle negativo.

3.9. Ensaio de Microdiluicao em Caldo

Para a realizagao de microdiluicdo em caldo, foi necessaria uma diluicdo de
1:15 a partir da suspensao inicial padrao 0,5 de MacFarland, em caldo Mueller
Hinton cations ajustado para obtengdo de uma concentragéo de 1x105UFC/mL. Em
pocos de placa de Elisa de 96 pocgos, foram adicionados 20 uL do inéculo.Todos os
testes foram realizados em ftriplicata.
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3.9.1. Diluigdo dos antimicrobianos para o controle positivo de inibicao

Foram utilizadas como controle positivo da inibicdo do crescimento
Polimixina B (Sigma®) e Meropenem (Sigma®), para as cepas gram negativas
e Vancomicina (Sigma®) para as cepas gram positivas. As drogas foram
diluidas em 180 pl decaldo Mueller-Hinton com DMSO a 2,5%, e pipetadas nos
pocos de controle exatamente nas mesmas proporgdes que o peptideo em

estudo, em apenas duas concentragdes,10 pyg/mL e 100ug/mL.

3.9.2. Diluigao do peptideo

As dilui¢gdes do peptideo foram realizadas em caldo Mueller-Hinton com
DMSO a 2,5%, nas seguintes concentragdes: 1, 30, 50, 100, 150, 200 e 400
pg/mL. Cada pogo recebeu 180 pL de caldo com o peptideo diluido e 20 pL de

inoculo bacteriano.

3.10. Controle negativo de inibigao

Como controle de crescimento bacteriano,ou seja, controle negativo de
inibicdo foi utilizado 20 uL de inoculo bacteriano, €180 pyL de caldo Mueller-

Hinton com DMSO a 2,5%, sem adi¢ao de antimicrobianos ou do peptideo.

3.11. Controle negativo de crescimento (branco)

Para o controle negativo de crescimento foi utilizado apenas 200 pL de
caldo Mueller-Hinton com DMSO a 2,5%.
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3.12. Leitura do resultado

Foi realizada na leitora de ELISA MultiSkan F C® Thermo Scientific,

em faixa de leitura de 595 nm.

3.13. Calculo da porcentagem de inibigao do crescimento bacteriano

Para a interpretacdo dos testes de microdiluigdo em caldo foi realizada a
determinacdo da Concentragao Inibitoria Minima (MIC), que € a menor concentragéo
de droga capaz de inibir o crescimento bacteriano (50 e 100%)(Lorian, 1996; CLSI,
2012).

A porcentagem de crescimento bacteriano 24 horas apods o inicio do

experimento foi calculada através da formula:

(DO obtida - DO contr. negativo)
(DO contr. positivo - DO contr. negativo)

% de crescimento =

O numero resultante deste calculo corresponde a porcentagem de
crescimento em cada poc¢o de teste. Posteriormente, O resultado deste calculo foi
entdo subtraido de 100, para encontrar a porcentagem de inibigdo de crescimento,
aquela capaz de inibir 50 e 100% do crescimento bacteriano ficou entao

determinada como a MIC 59 € MIC 1¢p do peptideo, respectivamente.



4. Resultados

39



44

4.4. Atividade antimicrobiana

Inicialmente, foram realizados testes para verificar o melhor método para a
avaliacdo de peptideos isolados de vespas. Para tanto, foram utilizados dois
métodos de antibiograma: inibicdo por método de disco de difusdo e inibicao por
microdiluicdo em caldo. Nos dois testes, a atividade antibacteriana do peptideo em
estudo,nas concentracdes de 1pg/mL; 5ug/mL;30pg/mL;50pg/mL;
100pg/mL;150ug/mL;200ug/mL; 400ug/mL, foi testada contra bactérias padréao
ATCC, apenas no teste de microdiluicao foi avaliada a atividade do peptideo em
relagdo a cepas multirresistentes.

Nos ensaios de disco difusdo, para avaliagdo da zona de inibicao de
crescimento bacteriano, ndo foi evidenciada atividade em nenhuma das cepas
padrao testadas. Em todos os ensaios ndo houve formacado de halos de inibicao de
crescimento na superficie das placas de agar Mueller Hinton. Em contrapartida, nos
ensaio por microdiluicdo em caldo,o peptideo apresentou atividade contra as quatro

bactérias padrao testadasconforme apresentado na TABELA 01.


http://www.ebi.ac.uk/Tools/MPsrch
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Tabela 1: Resposta nos testes de disco difusdo e microdiluigdo em caldo.

Disco — Microdiluicdo em
MICRORGANISMOS
difusédo caldo
Staphylococcus aureus ATCC 25923 - +
Enterococcus faecalis ATCC 29212 - +
Gram
Positivos Staphylococcus aureus resistente a NA +
meticilinaMRSA
Enterococcus faecalis resistente a NA +
vancomicina
Escherichia coli ATCC 25922 - +
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - +
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 - +
Gram Escherichia coli (ESBL+) NA +
Negativos
Klebsiella pneumoniae (KPC +) NA +
Pseudomonas aeruginosa resistente a NA +
carbapenens
Acinetobacter baumannii Complex NA +

resistente a carbapenens

Legenda: (-) Impossibilidade de leitura. (+) Leitura com possibilidade de analise. NA, ndo
avaliado.

Uma vez que o efeito somente foi observado utilizando o método de diluigao
em caldo, optou-se por realizar os testes para a determinagcao do MIC e das curvas
dose-resposta apenas com este método.

A acao do peptideo em estudo sobre o crescimento de cepas padrdo ATCC
pode ser visualizada na tabela 02 e figuras 7 a 11. O efeito do peptideo foi mais
significativo contra cepas de Staphylococcus aureus, com uma MIC50 de 4,1ug/mL
do peptideo. Contra as cepas de Pseudomonas aeruginosa seriam necessarias
concentragbes superiores a 400ug/mL, logo, neste estudo n&o foi possivel calcular

com maior precisdo a MIC50 ou MIC100. O desempenho do peptideo para inibir
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50% dos micro-organismos viaveis, também foi eficaz frente as cepas
deEnterococcus faecalis (73,2ug/mL), Acinetobacter calcoaceticcus(84ug/mL), e em
Escherichia coli (50,73 pg/mL), sendo esta ultima, a bactéria gram negativa com
uma resposta mais significativa.

Em relacdo ao MIC100, foram observados valores iguais ou superiores a 400

pg/mL do peptideo para todas as bactérias testadas.

Tabela 2: Comparacgao entre MIC50 e MIC100 em Cepas Padrao

Concentragio Inibitéria Minima do Peptideo em Cepas Padrdo ATCC (ug/mL)

MIC S.aureus E.faecalis E.coli P.aeruginosa A. calcoaceticcus
MICs, 4,1(1,5-11,5) 73,2(56,0-95,6) 50,73 (33-78) > 400 84 (65-109)
MIC 100 400 400 > 400 > 400 > 400

A relacdo entre o aumento das doses de peptideo e a inibicgdo do
crescimento bacteriano é bem evidenciada nas referidas curvas dose-resposta, que
possibilitam inclusive, a percepcdo da MIC50 e do efeito dose dependente. Sendo
assim, os percentuais de inibigdo encontrados demonstraram que a atividade sobre
o0 crescimento bacteriano € proporcional ao aumento da dose testada.
Nafigura7pode-se obervar a potente inibicdo do peptideo sobre as cepas de

Staphylococcus aureus.
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Figura 7: Taxa de inibicao de crescimento de bactérias Staphylococcus aureus pelo
peptideo identificado da peconha da vespa social Polybia dimorpha. R2=0,7253.

Na figura 8, é apresentado o impacto da presencga do peptideo sobre a taxa

de crescimento de Enterococcus faecalis.

Enterococcus faecalis- ATCC 29212
100~
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Taxa de Inibicdo de crescimento (%)

Figura 8:Taxa de inibicdo de crescimento de bactérias Enterococcus faecalis pelo peptideo
identificado da peconha da vespa social Polybia dimorpha. R2=0,9125.

Entre as bactérias gram negativas ensaiadas, a Escherichia coli, cuja curva
do comportamento pode ser avaliada na figura 9, sofreu inibicdo do crescimento na

presenca de doses menores que o observado em Pseudomonas e o Acinetobacter,
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e se comparada com 0s cocos gram positivos, obteve um desempenho também

melhor que os enterococos.

Escherichia coli - ATCC 25922
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Figura 9:Taxa de inibicdo de crescimento de bactérias Escherichia coli pelo peptideo
identificado da peconha da vespa social Polybia dimorpha. R2=0,8538.

A figura 10 representao desempenho do peptideo contra o crescimento das
bactérias da cepa de Acinetobacter calcoaceticcus, sendo possivel afirmar, que
também neste caso, a resposta a presenca deste peptideo é dose dependente,
sendo o efeito mais discreto que o encontradopara aE. coli.
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Figura 10:Taxa de inibicdo de crescimento de bactérias Acinetobacter baumannii pelo
peptideo identificado da pegonha da vespa social Polybia dimorpha. R2= 0,9414.

Interessantemente, no estudo com a cepa de Pseudomonas aeruginosa, a
inibicdo do crescimento também foi positiva, entretanto, a utilizacao de doses mais
elevadas foi necessaria. A figura 11 evidencia a fraca inibicdo desta bactéria, mesmo

diante de concentragbes mais elevadas do peptideo.

g Pseudomonas aeruginosa- ATCC 27853
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Figura 11:Taxa de inibicao de crescimento de bactérias Psudomonas aeruginosa pelo
peptideo identificado da pegonha da vespa social Polybia dimorpha. R2= 0,6593.
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Para a validacdo dos testes, farmacos antimicrobianos comerciais foram
testados frente as mesmas cepas padrdo, para as quais as taxas de inibicao
encontradas foram elevadas, e estdo compondo a tabela 3. Estes dados ja eram
esperados, pois estas cepas nao expressam genes de resisténcia e a sua utilizacao,

como citado anteriormente, é importante para o controle da qualidade dos ensaios.
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Tabela 3:Taxa de Inibicdo deFarmacos antimicrobianos comerciais avaliados contra cepas padrdao ATCC

Taxa de Inibicdo do Crecimento Bacteriano Média + EPM (%) em Cepas Padrao ATCC

A. calcoaceticcus

Farmaco Dose (pg/mL) S. aureus E. faecalis E. coli P. aeruginosa

10 909+1,3 746 +2,3 NT NT NT
Vancomicina

100 95,2+0,7 89,7+0,4 NT NT NT

10 NT NT 97,5+1,7 949+4,8 99,0+ 0,6
Meropenem

100 NT NT 96,1+ 0,05 96,7 £ 5,3 100,1+0,8

10 NT NT 87,6 +6,7 98,9+0,1 92,5+1,75
Polimixina B

100 NT NT 85,3+5,3 97,9+2,0 99,8 +£0,1

Legenda: NT- Néao testada por n&o haver indicagdo de uso.
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Para a confirmacdo do comportamento esperado das cepas utilizadas neste
estudo, foram testados farmacos comerciais com agao reduzida ou inexistente na
presencga de bactérias com a expresséo de genes de resisténcia, como por exemplo
a vancomicina em cepas VRE, e o meropenem em cepas de Pseudomonas
aeruginosa e Acinetobacter, sp. Paralelamente, foram ensaiados antimicrobianos
indicados no tratamento das infecgbes causadas pelos micro-organismos
multirresistentes estudados nesta pesquisa, como por exemplo a vancomicina em
cepas MRSA e polimixina B nas cepas de Pseudomonas aeruginosa e
Acinetobacter, sp . A tabela 4 permite observar que a agao da vancomicina sobre as
cepas de MRSA foi obtida semelhantemente nas concentragbes de 10ug/mL e 100
pg/mL, acima de 90%. A cepa de VRE apresentou taxas de inibicdo muito baixas,
inferiores a 30%, pois a resisténcia expressa por este micro-organismo € justamente
a vancomicina. Quanto aos resultados do imipenem, observou-se apenas inibigao
da E.coli produtora de ESBL, que é a unica bactéria gram negativa multirresistente
testada que responde a terapia com este farmaco. As bactérias KPC, P.aeruginosa e
A. calcoaceticcus baumannii Cplx, expressam resisténcia a carbapenens, mantendo

a suscetibilidade a polimixina B.



Tabela 4: Taxa de inibicado de farmacos comerciais contra bactérias multirresistentes (MDR).
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Taxa de Inibicdo do Crescimento Bacteriano Média £+ EPM (%) em Bactérais Multirresistentes

CGPBGN
Farmaco Dose (ug/mL) MRSA VRE E. coli ESBL KPC P. aeruginosa | Acinetobacter sp.

10 NT NT | 93,002 0,7+0,07 1,8+0,4 0,9+0,05
Meropenem

100 NT NT | 986%05 0,8 +0,02 0,5+0,1 1,4+£04

10 NT NT | 100,5+0,5 | 99,0+0,7 99,8 + 0,0 88,5+ 1,2
Polimixina B

100 NT NT | 99,8+0,05 | 100,0+0,5 99,4 +0,5 98,3+1,3

10 90,7 £ 0,05 | 26,5+ 0,8 NT NT NT NT
Vancomicina

100 954+ 0,4 | 29,0+0,2 NT NT NT NT

Legenda: NT- Nao testada por néo haver indicagao de uso
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A avaliagdo da capacidade inibitéria do peptideo contra as cepas com
expressao de mecanismos de resisténcia pode ser visualizada na tabela 5. A
atividade encontrada contra as cepas multirresistentes € muito superior a das cepas
padrdo. Taxas de inibigdo tendendo a 100% foram obtidas com todas as dilui¢des de
peptideo testadas, o que ndo permitiu o calculo da MIC50. Mesmo quando a
concentracdo de 1 pg/mL foi utilizada, a reposta foi intensa. Como os resultados
foram muito préximos em todas as diluicbes, a confeccdo de graficos para

acompanhamento do desempenho dos testes foi prejudicada.
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Tabela 5: Comportamento das Cepas MDR, frente ao peptideo.

Taxa de Inibicao de Crescimento Bacteriano Média *EPM (%)

Dose Log de Dose CGP BGN BGNNF
(Mg/mL) MRSA VRE E.coliESBL+ KPC P.aeruginosa Acinetobacter,sp
400 2,6 105,5 0,8 106,0+ 1,9 100,1+ 0,3 109,6+ 0,8 101,6% 0,5 103,3+ 0,4
200 2,3 105,1+ 0,1 108,7+13,4 99,8+ 0,5 108,0+ 0,5 101,1£ 0,3 103,3+ 0,7
150 2,2 104,4+0,4 105,7+14,4 99,7+ 0,7 107,0+1,7 99,8+ 0,2 101,9+ 0,2
100 2,0 102,4+0,4 104,9+13,8 99,1+ 0,1 105,5+0,1 99,5+ 0,2 101,9+ 0,5
50 1,7 101,5+0,3 105,2+12,6 100,0+ 0,4 105,1£ 0,7 100,3% 0,6 101,3 0,2
100,3+ 0,9
30 1,5 101,30,2 102,7£13,5 99,7+ 0,1 104,24 0,2 100,7+ 0,2
5 0,7 99,240,8 99,4111,5 100,02 0,1 102,74 1,2 100,92 1,1 100,1 0,6
1 0,0 97,6+0,1 98,5+11,6 100,2 + 0,3 97,8+ 1,3 100,940 ,3 87,4+ 1,7
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5. Discussao

A crescente preocupacdo com a capacidade de adaptagdo das bactérias
frente a imensa disponibilidade de compostos quimicos usados especificamente
como antimicrobianos, mas também aqueles utilizados na agricultura, pecuaria,
domicilios, como pesticidas, promotores de crescimento e produtos de limpeza
respectivamente, tem motivado a pesquisa de novos compostos capazes de exercer

algum tipo de atividade contra micro-organismos patogénicos.

Com a evolugado dos procedimentos médicos, observa-se um aumento na
incidéncia de infecgbes graves. O prolongamento da vida dospacientes pelo uso de
novas técnicas e drogas tem aumentado consideravelmente a expectativa de vida
desde a descoberta de antibioticos, mas também aumentam o tempo de
permanéncia no hospital,tornando estes pacientes continuamente suscetiveis a

inumeras infecgdes por bactérias da microbiota enddgena, e da microbiota exdgena.

A presenca de mecanismos de resisténcia em bactérias pertencentes a
microbiota enddégena € um fator de preocupagéo a mais no manejo das infecgdes,
como pdde ser observado com o surgimento da Klebsiella pneumoniae produtora de
carbapenemase do tipo KPC. Isto é relevante porque diferentemente das bactérias
ambientais como Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumanii Complex,
quando bactérias enddgenas colonizam tecidos aos quais as mesmas sao
adaptadas, ndao é possivel reverter o quadro de portador, e o paciente permanece
colonizado indefinidamente, mesmo que os testes de triagem sejam negativos.
Pacientes portadores de micro-organismos resistentes sao freqlentes
disseminadores dos mesmos, principalmente quando sao reintegrados ao convivio
social. Com isto, o perfil das infeccbes vem mudando, primeiramente, ndo sendo
mais relacionadas ao local onde o paciente é tratado, e sim ao tipo de assisténcia
recebida, independente de ser prestada no hospital, em clinicas de hemodialise, de
hemoterapia, quimioterapia ou servicos de home-care, e os relatos de infecgcdes por
bactérias multirresistentes tem se tornado frequente em pacientes da comunidade
(Cohen,1992; Calfee e Jenkins, 2008; Nordmannet al, 2011).

De forma divergente, a disponibilidade de novas drogas antimicrobianas

diminui de forma preocupante, resultado de uma série de fatores que conjuntamente
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ameacam a capacidade de combate a infec¢des, por mais simples que possam ser.
A possibilidade de perda da acado e eficacia das moléculas que demandaram
grandiosos investimentos financeiros, pelo simples compartilhamento de elementos
genéticos moveis entre as bactérias, as crescentes quebras de patentes em varios
paises, inclusive no Brasil, a impossibilidade de acesso homogéneo aos novos
medicamentos langados no mercado, em contraste com a demanda gerada pelos
medicamentos de uso continuo, tornou a pesquisa de novos antimicrobianos, um
potencial gerador de déficit ou de escassos e efémeros lucros para as grandes
industrias farmacéuticas. Sendo assim, as promissoras descobertas resultantes das
pesquisas sobre producdo de peptideos antimicrobianos relacionados a imunidade

natural, projetam potencial sucesso na incessante luta contra bactérias patogénicas.

O peptideo utilizado nesta pesquisa foi isolado da pegconha da vespa social
Polybia dimorpha encontrada no cerrado brasileiro.Os resultados demonstram uma
importante atividade antimicrobiana contra bactérias sensiveis, mas também, contra
bactérias portadoras dos mais elaborados mecanismos de resisténcia descritos até o

momento.

Na tabela 1 estdo apresentados os dados gerados comparativamente entre as
metodologias de disco-difusdo e microdiluigdo em caldo para todos os micro-
organismos estudados. Como as bactérias padrao ATCC foram utilizadas na triagem
da sensibilidade ao peptideo e na validade e acuidade das técnicas utilizadas, nao

ha dados referentes a este método para as cepas multirresistentes.

A técnica de disco-difusdo ndo se mostrou eficaz, pois em nenhum dos
ensaios realizados foi observado halo de inibigdo do crescimento bacteriano. Tal fato
possivelmente ocorreu em fungédo do carater hidrofébico do peptideo, visto que ele
elui em uma porcentagem de 60% de ACN na cromatografia. A hidrofobicidade é
uma caracteristica comum aos peptideos antimicrobianos isoladas da pegonha de
vespas, como os mastoparanos que sao eluidos na mesma faixa de concentracao
de ACN que o peptideo do presente estudo (Mendes et al, 2004; Mendes et al,
2005). Isto pode ter favorecido sua adesao ao papel de filtro utilizado como ponto
inicial de difusdo no agar, e dificultado a difusdo no meio sélido, mesmo estando
dissolvido em 2.5 % de dimetilssulféxido (DMSO). Em contrapartida, nos ensaios
realizados pela técnica de microdiluicdo em caldo houve inibicdo do crescimento
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tanto das cepas padréo, quanto das multirresistentes testadas. Estes testes iniciais
foram importantes para confirmar a validade e acuidade do método para pesquisar a
interacao entre o peptideoe os micro-organismos testados,permitindo a realizacao

dos testes com cepas multirresistentes, que sao o objetivo maior da pesquisa.

Wang e colaboradores 2012 também demonstraram atividade inibitoria de
peptideos de vespas da espécie Polybia paulista contra cepas padrdo gram
negativos e gram positivos, as mesmas testadas nesta pesquisa. Como o trabalho
destes autores objetivou a descricdo de peptideos para serem usados como

preservativos em alimentos, nido foi avaliada a atividade contra cepas resistentes.

A inibicdo do crescimento bacteriano encontrada nestes ensaios contra
bactérias padrédo, foi também demonstrada por Rangel e colaboradores 2011 em um
estudo que descreveu quatro novos peptideos extraidos de vespas Eumenes
rubrofemoratus e Eumenes fraterculus. Os resultados obtidos contra cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 entre outras cepas padrdo, mostraram uma eficiente
inibicdo do crescimento em baixas concentragdes dos quatro peptideos testados,
com MICs variando entre 30uM e > 60uM nas bactérias gram positivas e entre 15uM
e > 60uM nas bactérias gram negativas. Nesta dissertacdo também obteve-se uma
importante inibigdo do crescimento das mesmas cepas citadas no estudo realizado
por Rangel e colaboradores 2011, a saber: Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Acinetobacter baumanii ATCC 19606.

O peptideo deste estudo mostrou efetividade na inibicdo do crescimento
bacteriano das cepas padrao, alcangando uma inibicao de 100% em concentragdes
superiores a 400 pg/mL. Através do calculo da MICs, pode=se comparar a resposta
entre as diferentes cepas testadas. Na tabela 2 pode-se verificar que apesar dos
resultados de inibigao total ocorrerem em todas as cepas na maior dose utilizada,
com excegao da P.aeruginosa, € evidente a melhor resposta contra S. aureus, pois a
MICs, foi atingida com uma dose de 4,1 ug/mL. E. faecalis respondeu de forma
mais discreta, necessitando de doses consideravelmente maiores que S.aureus.
Classicamente o enterococo é conhecido por apresentar resisténcia intrinseca a

uma série de antimicrobianos, consequéncia da baixa permeabilidade da membrana
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a algumas moléculas, por exemplo, os betalactamicos, podendo existir também uma
menor permeabilidade ao peptideo aqui estudado, o que explicaria a resposta

inferior a do estafilococo (Shepard e Gilmore,2002).

Ao examinar os bacilos gram negativos, encontra-se a resposta da
enterobactéria E.coli, melhor que a das nao fermentadoras P.aeruginosa e
Acinetobacter calcoaceticcus,muito  possivelmentetambém em funcdo das
membranas menos permeaveis, componentes da estrutura celular destas ultimas,
que sao descritas como bactérias com elaborados mecanismos de resisténcia
intrinseca (Nikaido,1989; Livermore,2003; Harbarth e Samore,2005).

Um estudo comparativo dos graficos 07 a 11 permite uma visualizagdo mais
objetiva do desempenho do crescimento de cada cepa ATCC na presenca do
peptideo. Existe uma relacdo de dependéncia entre o aumento do log de dose e a
resposta de inibicao em todos os graficos, inclusive para P.aeruginosa, que nao teve

sua reproducao reduzida de forma equivalente as demais cepas.

A tabela 3 reune os dados de resposta das cepas padrao frente aos farmacos
escolhidos para acompanhamento da suscetibilidade classica destes micro-
organismos. As taxas de inibicdo foram elevadas e podem servir de referéncia para
comparagdes com nosso peptideo.A analise da capacidade de inibicado do peptideo
comparada a dos antimicrobianos convencionais para as cepas padrao de gram
negativos, demonstrou uma menor atividade quando comparadas as concentragdes
suficientes para promover inibicdo equivalente entre o peptideo e as drogas
meropenem e polimixina B. Para as bactérias gram positivas, nos testes com
Enterococcus faecalis foram encontradas porcentagens de inibicdo em doses
médias superiores a evidenciada com utilizacdo de vancomicina. Quando se avalia
oStaphylococcus aureus, a resposta ao peptideo tendeu a similaridade com a
vancomicina se a analise for exclusivamente pela MICsy, mas mostra-se inferior
quando o foco é a MIC1q, ja que a menor concentracdo necessaria neste caso foi
superior a 400 pug/mL, muito superior aos 100ug/mL de vancomicina que resultam

em taxa média de inibicao de 95,2%.

Os resultados encontrados demonstram que o desempenho do peptideo no controle
do crescimento bacteriano de bactérias sensiveis & inferior ao dos antimicrobianos

convencionais, muito possivelmente porque estes tém sitios de ligagcdo especificos
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na estrutura bacteriana e na auséncia de mecanismos de resistencia podem chegar
com maior facilidade aos sitios alvo e se ligar livremente a eles (Konget al, 2010). O
acumulo de agentes antimicrobianos no seu local de ac¢do, é a soma do transporte
para a ceélula, da inativagao durante o processo de transporte e da eliminagao do
agente antimicrobiano da célula (Konemanet al, 2008). Como nestas cepas padrao
nao ha inativagdo, nem eliminagdo do antimicrobiano da célula, todas as moléculas
transportadas conseguem atingir seus sitios alvo, com consequente sucesso na

eliminagdo do micro-organismo.

O comportamento fenotipico dos micro-organismos gram negativos
multirresistentes testados difere das cepas padréao pela capacidade de producao de
betalactamases de espectro estendido e carbapenemases. Estas, presentes em
grande concentracbes no espago periplasmaticos, inativam os betalactamicos por
hidrolise do anel.O principal mecanismo de resisténcia das bactérias gram positivas
€ caracterizado pela mudanca dos sitios alvo das moléculas de antimicrobianos,
geralmente localizados na membrana plasmatica ou na parede celular
(Hancock,1998; Slama,2008;Rice,2006; Konget al/,2010).

Os micro-organismos resistentes escolhidos para este estudo apresentam
expressao de elaborados mecanismos de resisténcia adquirida, que foram descritos
fenotipicamente nos estagios de selecdo e confirmagdo de identificacdo e
suscetibilidade das cepas a serem testadas. Assim como para as bactérias padrao,
o0 acompanhamento da resposta aos farmacos indicados para tratamento de
infecgdes por estas cepas possibilita o controle do desempenho da qualidade dos
testes aqui realizados, mas também é objeto de comparacao da eficacia da molécula
proposta com nova alternativa por esta pesquisa. Na tabela 4, a suscetibilidade a
polimixina B encontrada nas cepasque apresentam resisténcia aos carbapenens
salienta a diferenca mais marcante entre estas cepas e as padrao ATCC. Os
resultados sdo compativeis com o esperado para cepas multirresistentes e atestam
a boa acuracia e sensibilidade dos ensaios. As mesmas colocagbes podem ser

aplicadas aos ensaios com 0s cocos gram positivos em relagdo a vancomicina.

A tabela 5 agrupa as médias de concentragdes inibitérias minimas resultante
da exposicdo das cepas multirresistentes ao peptideo  estudado.

Surpreendentemente, houve uma potente inibigdo do crescimento bacteriano, até
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mesmo na menor concentracdo de peptideo utilizada. As menores concentragcdes
das solugdes de peptideo utilizadas 1 ug/mL e 5 yg/mL foram capazes de inibir 100
% do crescimento em gram negativas e gram positivas respectivamente. A resposta
foi tdo intensa, que os calculos estatisticos aplicados a andlise das cepas padréao
foram inviabilizados para estes dados. A MICsy n&o foi calculada e os graficos de
acompanhamento da curva de crescimento ndo sao suficientes para expressar a
relacdo dose/resposta, uma vez que uma resposta semelhante foi encontrada em

todas as doses ensaiadas.

A anadlise dos resultados em bactérias multirresistentes demonstra uma
tendéncia de desempenho muito superior a apresentada nas cepas sensiveis. As
bactérias gram negativas foram inibidas por pequenas concentracées do peptideo,
inferiores inclusive, as concentragdes dos antimicrobianos convencionais, como a
polimixina B e o meropenem, que na presenca de diferentes mecanismos de
resisténcia representam as unicas opg¢des terapéuticas. Diferentes mecanismos de
resisténcia expressos isoladamente e em associagcdo resultam em resisténcia a
cefalosporinas, aminoglicosideos, quinolonas e outras classes de antimicrobianos,
que seriam alternativa terapéutica no tratamento de infec¢gdes por bactérias gram
negativas (Tenover,2006; Yamachikaet al,2012). As infecgbes por bactérias
multirresistentes tém se tornado cada vez mais freqlentes, fazendo da escolha da

terapia empirica, um desafio (Orsini,2012).

Nas cepas de Escherichia coli produtoras de betalactamses de espectro
estendido (ESBL), com o uso de 10ug/mL e 100 pg/mL de polimixina B a taxa de
inibicdo do crescimento foi de 100% e com o uso de 10 yg/mL e 100pug/mL de
meropenem, encontrou-se uma taxa de inibicdo do crescimento de 93% e 98%
respectivamente. A mesma taxa de inibicdo foi encontrada com 1ug/mL do
peptideo.Um estudo realizado por Lin e colaboradores em 2012; obteve resultados
muito semelhantes aos desta pesquisa, testando um mastoparano também extraido
de vespas, contra cepas de E.coli padrao e multirresistentes. O mastoparano testado
no referido estudo, apresentou potencial de inibicdo do crescimento sobre as cepas
sensiveis e também as resistentes, com atividade superior a dos farmacos
convencionais.Uma ressalva a este estudoentretanto, é que as moléculas
convencionais por eles testadas ndo sao as opg¢des de escolha na terapia das

infeccbes por bactérias com os genes de resisténcia descritos no estudo.
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No presente estudo, a escolha das moléculas convencionais foi guiada pela
terapia indicada para bactérias multirresistentes, o que permite salientar a
comparabilidade do peptideo ensaiado, com farmacos que representam com grande
frequéncia, a ultima linha de tratamento. Ainda no estudo de Lin et al (2012) foi
demonstrada uma atividade sinérgica entre o mastoparano e drogas convencionais,
desenvolvendo um tema abordado primeiramente por Cirione e colaboradores em
2008, quando avaliou o sinergismo entre um mastoparano e uma molécula classica
contra cepas de Pseudomonas aeruginosa.Osresultados que se apresentam na
leitura das tabelas com taxas de inibicdo superior a 100% possivelmente refletem
uma precipitacdo das particulas sélidas do meio Mueller Hinton, que se depositaram
no fundo do pogo, levando a uma absorbéancia inferior ao controle e resultados com
porcentagem superior a 100%. Pode-se verificar pequenas particulas de precipitado
no fundo dos pogos, e apesar de ndo constar da metodologia, a suspensao destes
pocos foi semada em &gar sangue, com objetivo de descartar crescimento
bacteriano contaminante. Foi feita a incubacao por 48 horas em temperatura padrao,

e como esperado, ndo houve crescimento bacteriano.

As ESBL sdo enzimas mediadas por genes plasmidiais, ndo induziveis,
capazes de hidrolisar a cadeia oximino-beta-lactamica presente na estrutura quimica
da droga, o que faz com que seu espectro de acado se estenda aos betalactamicos
de amplo espectro como as cefalosporinas de amplo espectro e monobactamicos,
mas nao conferem resisténcia aos carbapenens (Bush, 2001). Estudos recentes
descrevem a perda do cefepime para tratamento de cepas de E.coli produtoras de
ESBL, restando como unicas opgbdes entre o antimicrobianos betalactamicos, a
piperacilina/tazobactam e os carbapenens, classe a qual pertence o meropenem
(Parket al, 2012). Como as betalactamases se localizam no espaco periplasmatico
de gram negativos, alcangando altas concentragées, os antimicrobianos s&o

inativados logo apds sua passagem pela membrana externa.

Um provavel mecanismo de agao do peptideo em estudo € adesestabilizagao
da membrana externa bacteriana, provocando o livre fluxo de compostos para dentro
e fora da célula, levando a sua lise.Portanto, 0 mecanismo de produgéo de enzimas
inativadoras, um conhecido mecanismo de resiséncia, ndo tem ag¢ao sobre esta

molécula. Mesmo que o micro-organismo produza altas concentragdes de enzimas,
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nao ha afinidade, nem contato com o peptideo, ja que este se concentra na

membrana externa, localizada externamente ao espago periplasmatico.

A Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase do tipo KPC, também
representa um grande desafio no manejo das infec¢des, assim com as ESBL, as
carbapenemases sao enzimas que nhao representam o primeiro ou 0O Unico
mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos, mas sao notaveis, porque elas
muitas vezes nao sado detectadas por antibiogramas de rotina e por possuir um
potencial excepcional de disseminagao. Além dos desafios ao controle de infecgbes
que surgiram, as infecgdes causadas por estes organismos apresentam desafios
clinicos no tratamento de infec¢gbes graves, devido a limitagdo das opgbes de
antibioticos. (Yigitet al, 2001). Os resultados encontrados deixam explicita, a potente
atividade desta molécula, sendo superior a polimixina B, que neste caso pode
representar a unica opgao de tratamento. A inibicado do crescimento bacteriano foi de
100% na concentracdo de 5ug/mL do peptideo objeto de estudo, contra uma
média99% em 10ug/mL e 100ug/mL de polimixina. Nao foram encontrados relatos
na literatura, de testes que avaliem a atividade de novos peptideos antimicrobianos
em cepas produtoras de carbapenemases do tipo KPC. Jiang e colaboradores
(2012) relatam testes de um peptideo antimicrobiano e seus derivados, com
atividade contra isolados clinicos de Klebsiella pneumoniae, apresentando MICs que
variaram de 0,5ug/mL a 4pg/mL, mas nao se referem a presenca de mecanismos de
resisténcia nos isolados utilizados no estudo. Ainda neste estudo, encontraram

inibicdo também contra cepas padrao de K.pneumoniae, com MIC de 2ug/mL.

Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumanii Complex sao bactérias
frequentemente ambientais, capazes de sobreviver em meios Uumidos por longos
periodos e com diversificados mecanismos de producédo rapida de resisténcia. A
diminuicdo da permeabilidade da membrana externa pela delecdo ou reducdo da
expressao de porinas em combinagdo com diferentes mecanismos de efluxo de
drogas da célula bacteriana e seus mecanismos intrinsecos de resisténcia,
contribuem para o impacto causado por Pseudomonas nas infec¢des relacionadas a
assisténcia. Foram as primeiras espécies a produzir as carbapenemases,
principalmente do tipo metalo-betalactamases, que s&o enzimas capazes de
hidrolizar todas as cefalosporinas anti-pseudomonas e os carbapenens. A opgao

para tratamento das infec¢gdes graves por estas bactérias € a polimixina B, mas
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atualmente s&o comuns os relatos de Pseudomonasaeruginosa e Acinetobacter spp
com sensibilidade diminuida ou resisténcia a este farmaco. (Lépez-Rojaset al,2011;
Viedmaet al,2012). O peptideo em estudo pode representar uma alternativa no
tratamento das infecgdes por estas bactérias, ja que inicialmente sdo atraidos para
as cargas negativas existentes na membrana externa de bactérias gram negativas,
culminando em lise celular. Os resultados alcangados nesta pesquisa evidenciaram
inibicdo completa do crescimento bacteriano com concentragdes de 1ug/mL para
Pseudomonas aeruginosa e 5ug/mL para Acinetobacter baumanii. Nas mesmas
condi¢gbes de testes, 0 meropenem, mesmo em concentragdo de 100 pg/mL , n&o
exerceu atividade inbitéria em ambas as bactérias. A polimixina B demonstrou
atividade inibitéria de A.calcoaceticcus variando entre 88, 5 e 98,3 em
concentragbes de 10 pg/mL e 100 pyg/mL respectivamente. Em P.aeruginosa a

inibicdo deem média de 99% foi obtida em ambas as diluigdes da droga.

Varios estudos descrevem atividade inibitéria de diferentes PAM sobre cepas
de Pseudomonas aeruginosa, e poucos estudam Acinetobacter baumanii, entretanto
nenhum dos estudos demonstrou atividade tdo potente quanto a aqui encontrada.
Um estudo realizado em 2008 apresentou uma proposta diferente, utilizando testes
de terapia combinada entre um PAM alfa helicoidal e rifampicina em cepas de
Pseudomonas aeruginosa. Como os PAM em geral tém influéncia sobre a
permeabilidade da membrana, a tentativa de obter sinergismo com um
antimicrobiano convencional, que tenha um sitio especifico internamente a esta
membrana, pode alcangcar resultados promissores. O referido estudo abriu
precedente para uma série de testes de combinagdes sinérgicas entre PAM e
antimicrobianos convencionais. Também nestes modelos de estudos, acredita-se
que a molécula aqui estudada tenha resultados animadores, ja que ficou clara a sua
independéncia de diferentes mecanismos de resisténcia, sendo mais eficaz contra
cepas multirresistentes que contra cepas sensiveis (Cirione et al,2008; Jiang et
al,2012; Wang et al,2012). Apesar de poucos estudos utilizando cepas de
Acinetobacter sp, um estudo de 2012, testou diferentes moléculas de mastoparanos
também contra cepas padrao e multirresistentes, e os resultados encontrados sao
semelhantes aos apresentados por nosso estudo: uma atividade muito mais intensa,
de até quatro vezes maior, nas cepas resistentes que nas selvagens, para 3 das 15
moléculas estudadas. No referido estudo, que foi realizado por Farraes et al, a
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resposta dos mastoparanos foi avaliada em bactérias com perfil de resisténcia
diferente do nosso estudo, ja que a expressao de resisténcia utilizada foi a colistina,
ou seja, resisténcia a polimixina B, a qual as cepas utilizadas em nossos ensaios

eram sensiveis. (Farraeset al,2012).

No ano de 2002, Vizioli e Salzet, ja sugeriam a utilizagdo de novas moléculas
extraidas de animais invertebrados, como alternativas ao desafio de tratar as recém
emergentes cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilna e Enterococcus

faecalis resistentes a vancomicina.

Os resultados dos testes com as bactérias gram positivas foram tao
promissores quanto com as gram negativas. Observou-se inibigdo do crescimento
de 100%, com apenas 30 pg/mL do peptideo, para Staphylococcus aureus MRSA e
Enterococcus faecalis VRE. O antimicrobiano utilizado para comparacdo foi a
vancomicina, mesmo o Enterococcusfaecalis apresentando resisténcia conhecida a
este farmaco, pois como testamos concentracdes muito maiores que as utilizadas na
definigado de resisténcia para este conjunto droga/bactéria, definimos como um bom
fator de comparagéo. A vancomicina foi capaz de inibir 95% dos Staphylococcus
aureus nas concentragbes de 10ug/mL e 100ug/mL, enquanto os Enterococcus

faecalis tiveram uma inibicdo de somente cerca de 29% em ambas as diluigdes.

Um estudo realizado no ano de 2007, com extratos brutos de esponjas
encontradas no litoral brasileiro, apresentou atividade antimicrobiana em cepas
padrao de Staphylococcus aureus e também contra cepas clinicas de MRSA, sendo
que dos quatro extratos estudados, trés se mostraram eficazes contra as cepas
padrdao, com MICs que variaram entre 170ug/mL e 1250ug/mL; e apenas um se
mostrou eficaz contra as cepas multirresitentes, com MIC de 85ug/mL (Kossugaet al,
2007). Estes dados sédo concordantes com os encontrados na presente pesquisa , ja
que verificou-se uma atividade melhor nas cepas com resisténcia que nas cepas

sensiveis, fato que ressalta a importancia do peptideo em questao.

Um recente trabalho avaliando a atividade antimicrobiana de peptideos
extraidos da pele de ras descreve atividade inibitéria do crescimento de cepas
padrao Staphylococcus aureus, com MICsmuito superiores aos encontrados neste

trabalho: variando de 35ug/mL a 42ug/mL, dos dois compostos pesquisados.
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Também no referido trabalho, ndo foi avaliada a atividade em cepas expressando

padrdes de resisténcia (Azoodehet al, 2012).

O peptideoglicano, que proporciona rigidez e estabilidade funcional a célula
bacteriana, € formado por filamentos alternados de aminoagucares, em ligagao
cruzada pelos peptideos. A camada de peptideoglicano das bactérias gram positivas
€ uma camada espessa, externa a membrana celular unica. A biossintese do
peptideoglicano consiste em diversas etapas que comegam no citoplasma e
terminam fora da membrana celular. E neste processo de biossintese, que os
antimicrobianos betalactdmicos encontram seus alvos. O mais importante
mecanismo de resisténcia em gram positivos, principalmente os estafilococos, € a
alteracdo nas proteinas ligadoras de penicilina, impedindo o acesso a cadeia de
peptideoglicano em crescimento. Também nestas cepas, o peptideo utilizado em
nossa pesquisa consegue um desempenho melhor, pois como ndo depende de
ligacao especifica a sitios alvo que possam sofrer mutagdes, consegue exercer sua
atividade de quebra da integridade da membrana, sem sofrer interferéncia por

alteragbes estruturais.

As cepas de Staphylococcus aureus tém um potencial de viruléncia maior que
a das bactérias gram negativas e de muitos outros gram positivos, originando
infeccbes com resposta inflamatdria local intensa, e tendéncia a evolugao para
bacteremia devido ao seu poder de invasao tecidual, com potencial capacidade de
progressao para choque séptico (Rybacet al, 2011). Existem relatos de cepas
multirresistentes que se originaram na comunidade, acometem individuos higidos e
tém alta viruléncia. O surgimento de moléculas com capacidade de agir de forma
eficaz sobre estas cepas pode representar a possibilidade terapéutica, com potencial

sucesso para impedir o agravamento do quadro clinico.

Todos os dados resultantes desta pesquisa evidenciam a eficacia desta nova
molécula na inibicdo do crescimento de bactérias gram positivas e gram negativas, a
comparacao destes resultados com resultados de diferentes estudos, com os mais

variados tipos de peptideos, comprova a superioridade do seu desempenho in vitro.
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6. Conclusao

Neste trabalho, estudamos uma nova molécula, isolada a partir da pegonha
de vespas sociais encontradas no cerrado brasileiro, na regido de Brasilia, Distrito
Federal. Isolamos um peptideo de pequeno tamanho, de cadeia linear, que
demonstrou potente atividade antimicrobiana contra bactérias gram positivas e gram
negativas. O peptideo descrito nesta pesquisa, apresenta atividade contra bactérias
padrdo, conhecidamente sensiveis, ndo portadoras de genes de resisténcia, e
também sobre cepas multirresistentes. A capacidade de inibicdo do crescimento
bacteriano foi maior e mais potente nas cepas com expressdo de elaborados
mecanismos de resisténcia, o que representa uma grande promessa para pesquisas
futuras, sobre sua introdugdo como alternativa terapéutica, com potenciais chances

de sucesso.

A atividade antibacteriana foi obtida com baixas concentragdes da molécula
em estudo, mostrando-se muito melhor que as moléculas de antimicrobianos

tradicionais.

A molécula aqui estudada comprova que o estudo dos peptideos
antimicrobianos pode levar a descoberta de moléculas inéditas, para as quais nao
existe resisténcia conhecida, com capacidade de atuar de forma rapida e eficaz
sobre as bactérias que tém causado altos indices de morbi-mortalidade nos

pacientes com processos infecciosos.



68
7. Referéncias

ALOUSH, V.; et al. Multidrug-Resistant Pseudomonas aeruginosa: Risk Factors and
Clinical Impact. Antimicrobial Agents and Chemotherapy. Vol. 50, n° 1, p. 43-48,
2006.

AMBLER, R. P. The structure of B-lactamases.Philosophycal Transactions of The
Royal Society B. Biological Science.Vol. 289, n° 1036, p. 321-331, 1980.

ANDRADE, D.; ANGERAMI, E.L.S. Reflexbes acerca das infecgdes hospitalares as
portas do terceiro milénio. Medicina, Ribeirao Preto. Vol. 32, p.492-497, 1999.

ANDRADE, D.,LEOPOLDO, V. C.; HAAS, V. J. Ocorréncia de bactérias
multiresistentes em um centro de Terapia Intensiva de Hospital brasileiro de
emergéncias.Revista Brasileira Terapia Intensiva. Vol. 18, n° 1, p. 27-33, 2006.

ARJONA, A. Innate immune control of West Nile virus infection. Cellular
Microbiology. Vol. 13, n° 11, p. 1648-1658, 2011.

ASOODEH, A.; ZARDINI, H. Z.; CHAMANI, J. Identification and characterization of
two novel antimicrobial peptides, temporin-Ra and temporin-Rb, from skin secretions
of the marsh frog (Rana ridibunda).Journal of Peptide Science.Vol. 18, n° 1, p.10-
16, 2012.

BOMAN, H. G. Peptide antibiotics and their role in innate immunity.Annual Review of
Immunology.Vol.13, p. 61-92, 1995.

BOMAN, H. G. Antibacterial peptides: key components needed in immunity. Cell.Vol.
65, n° 2, p. 205-207, 1991.

BOMAN, H. G. Antibacterial peptides: basic facts and emerging concepts. Journal of
Internal Medicine. Vol. 254, n° 3, p. 197-215, 2003.

BOMBERGER, J. M. et al. Long-Distance Delivery of Bacterial Virulence Factors by
Pseudomonas aeruginosa Outer Membrane Vesicles.PLoS Pathogens.Vol. 5, n° 4,
p. 1-13, 2009.

BOUCHER, H. W. et al. Bad Bugs. No Drugs: no ESKAPE! an update from the
Infectious Diseases Society of America. Clinical Infectious Diseases. Vol. 48, n°1,
p.1-12, 2009.

BRASIL, Ministério da  saude. Portaria  2616/98. Disponivel em:
http://www.ccih.med.br/portaria2616.htmL. Acesso em 26/01/2012.

BRASIL, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Manual de Controle e
Investigacdo de Bactérias Multirresistentes. Geréncia de Investigacdo e Prevencéao
das Infeccbes e dos Eventos Adversos (Gipea). Geréncia Geral de Tecnologia em
Servigos de Saude (GGTES). Maio, 2007.


http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=ANDRADE,+DENISE+DE
http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=LEOPOLDO,+VANESSA+CRISTINA
http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=HAAS,+VANDERLEI+JOSE
http://www.ccih.med.br/portaria2616.html.%20Acesso%20em%2026/01/2012

69

BRASIL, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Medidas para Identificagao,
Prevencéo e Controle de Infecgdes Relacionadas a Assisténcia a Saude por Micro-
organismos Multirresistentes. Nota Técnica, n. 1/2010, 9 p; 2010.

BRASIL, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Nota Técnica 1/2010. Disponivel
em: http://portal.anvisa.gov.br/wps/portal/anvisa/home/produtossaude. Acesso em:
26/01/2011

BROGDEN, K. A. Antimicrobial Peptides: Pore Formers or Metabolic Inhibitors in
Bacteria? Nature.Vol. 3, p. 238-250, 2005.

BROWER J; Chalk P. The global threat of new and emerging infectious diseases:
Reconciling U.S. national security and public health policy.Emerging Infectious
Diseases.Vol. 9, n° 9, p. 1189-1190, 2003.

BROWN, K. L.; HANCOCK, R. E. W. Cationic host defense (antimicrobial)
peptides.Current Opinion of Immunology.Vol.18, n° 1, p. 24-30, 2006.

BULET, P. et al. Antimicrobial peptides in insects; structure and
function.Developmental & Comparative Immunology.Vol. 23, n° 4-5, p. 329-344,
1999.

BULET, P.; STOCKLIN, R.; MENIN, L. Anti-microbial peptides: from invertebrates to
vertebrates. Immunological Reviews.Vol. 198, n° 1, p. 169-184, 2004.

BUSH, K; JACOBY, G; A; MEDEIROS, A; A. A Functional Classification Scheme for
B-Lactamases and Its Correlation with Molecular Structure. Antimicrobial Agents
and Chemotherapy, Vol. 39, n° 6, p. 1211-1233, 1995.

BUSH, K. New beta-lactamases in gram-negative bacteria: diversity and impact on
the selection of antimicrobial therapy. Clinical Infectious Diseases.Vol. 32, n° 7, p.
1085-1089, 2001.

BUSH, K. Review: The Role of B-Lactamases in Antibiotic-resistant Gram-negative
Infections. Bush Critical Care. Vol. 14, n° 224, p. 1-8, 2010.

CAl, J. et al. Emergence of Serratia marcescens, Klebsiella pneumoniae, and
Escherichia coli Isolates Possessing the Plasmid-Mediated Carbapenem-Hydrolyzing
B-Lactamase KPC-2 in Intensive Care Units of a Chinese Hospital. Antimicrobial
Agents and Chemotherapy.Vol. 52, n° 6, p. 2014-2018, 2008.

CALFEE, D.; JENKINS, S. G. Use of Active Surveillance Culturesto Detect
Asymptomatic Colonization With Carbapenem-Resistant Klebsiella pneumoniae in
Intensive Care Unit Patients. Infection Control and Hospital Epidemiology.

Vol. 29, n° 10, p. 966-968, 2008.

CEDRIC, M. et al. Microbiologia Médica.Elsevier, Rio de Janeiro, 2005.


http://portal.anvisa.gov.br/wps/portal/anvisa/home/produtossaude

70

CEPEDA, J. A. et al. Isolation of patients in single rooms or cohorts to reduce spread
of MRSA in intensive-care units: prospective two-centre study. Lancet.Vol. 365, n°
9456, p. 295-304, 2005.

CHAMBERS, H.F. Community-associated MRSA-resistance and virulence converge.
The New England Journal of Medicine.Vol. 352, p. 1485-1487, 2005.

CIRIONE,Oet al.Protective effects of the combination of a-helical antimicrobial
peptides and rifampicin in three rat models of Pseudomonas aeruginosa
infection.Journal of Antimicrobial Chemotherapy. Vol. 62, n° 6, p. 1332-1338,
2008.

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Performance standard for
antimicrobial susceptibility testing. Document M100-S22.CLSI, Wayne, PA; 2012.

CODY, W. L. et al. Pseudomonas aeruginosa AlgR Controls Cyanide Production in
an AlgZ-Dependent Manner.Journal of Bacteriology.Vol. 191, n° 9, p. 2993-3002,
2009.

COHEN, M. L. Epidemiology of drug resistance: implications for a post-antimicrobial
era. Science. Vol. 257, n° 5073, p. 1050-1055, 1992.

COOPER, M. A.; SHALES, D. Fix the antibiotics pipeline.Nature. Vol. 472, n° 7341,
p. 32, 2011.

COQUE, T. M.; BAQUERO, F.; CANTON, R. Increasing prevalence of ESBL-
producing Enterobacteriaceae in Europe.Eurosurveillance. Vol. 13, n° 47, p. 1-11,
2008.

CORDEIRO, R., P. Estudo de perfil de sensibilidade/resisténcia de cepas de
Staphylococcus aureus MRSA do Hospital das Clinicas de Pernambuco. Recife.
UFPE. 2004. Dissertacdo (Mestrado) Programa de pos graduagcdo em Ciéncias
Farmacéuticas.Recife, 2004.

COSTERTON, J. W.; INGRAM, J. M.; CHENG, K. J. Structure and Function of the
Cell Envelope of Gram-Negative Bacteria. Bacteriology Reviews.Vol. 38, n° 1, p.
87-110, 1974.

DELISLE, S.; PERL, T. M. Vancomycin-resistant enterococci: a road map on how to
prevent the emergence and transmission of antimicrobial resistance. Chest. Vol.
123, P. 504-518, 2003.

DIENSTMANN, R. et al. Avaliagcao fenotipica da enzima Klebsiella pneumoniae
carbapenemase (KPC) em Enterobacteriaceae de ambiente hospitalar. Jornal
Brasileiro de Patologia Médica e Laboratorial. Vol. 46, n. 1, p. 23-27, 2010.

DIJKSHOORN, L.; NEMEC, A.; SEIFERT, H. An increasing threat in hospitals:
multidrugresistant Acinetobacter baumanii. Nature Reviews Microbiology.Vol. 5, p.
939-951, 2007.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=1509255&dopt=Abstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Coque%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19021958
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Baquero%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19021958
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Canton%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19021958
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19021958

71

DURR, M.; PESCHEL, A. Chemokines Meet Defensins: the Merging Concepts of
Chemoattractants and Antimicrobial Peptides in Host Defense. Infection and
Immunity.Vol. 70, n° 12, p. 6515-6517, 2002.

ERRIDGE, C. et al. Acinetobacter baumaniilipopolysaccharides are potent
stimulators of human monocyte activation via Toll-like receptor 4 signalling. Journal
of Medical Microbiology.Vol. 56, n° 2, 165-171, 2007.

FARRAES, X. V. et al.In vitro activity of several antimicrobial peptides against colistin
susceptible and colistin-resistant Acinetobacter baumanii.Clinical Microbiology and
Infection. Vol. 18, n° 4, p. 383-387, 2012.

FORTALEZA, C. R.; MELO, E. C.; FORTALEZA, C. M. C. B. Colonizagéao nasal por
Staphylococcus aureus resistente a meticilina e mortalidade em pacientes de uma
unidade de terapia intensiva. Revista Latino-Americana de Enfermagem. Vol. 17,
n° 5, p. 1-6, 2009.

FURTADO, G. H. C. et al. Incidéncia de Enterococcus resistente a vancomicina em
hospital universitario no Brasil. Revista de Saude Publica. Vol. 39, n°.1, p. 41-46,
2005.

FRIDKIN, S. K.; GAYNES, R. P. Antimicrobial resistance in intensive care
units.Clinics in Chest Medicine.Vol. 20, n° 2, p. 303-316, 1999.

GANZ, T. The Role of Antimicrobial Peptides in Innate Immunity.Integrative &
Comparative Biology. Vol. 43, n° 2, p. 300-304, 2003.

GENTZ, M. C. et al. Comparison Of The Peptidome And Insecticidal Activity Of
Venom From A Taxonomically Diverse Group Of Theraphosid Spiders. ToxiconVol.
53, n° 5, p. 496-502, 2009.

GILBERT, D. N. et al. The 10 _ ‘20 initiative: pursuing a global commitment to
develop 10 new antibacterial drugs by 2020. Clinical Infectious Diseases.Vol. 50,
n° 8, p. 1081-1083, 2010.

GILLIGAN, P. H. Microbiology of airway disease in patients with cystic fibrosis.
Clinical Microbiology Reviews.Vol. 4, n° 1, p. 35-51, 1991.

GIRALT, E. et al. Design, synthesis and structure of peptides and proteins.IRB
Barcelona (Institute for Research in Biomedicine) Annual Report 2005-2006.
Chemistry and Molecular Pharmacology Programme.

GOLD, H. S.; MOELLERING, R. C. Jr. Antimicrobial-Drug Resistance.The New
England Journal of Medicine.Vol. 335, n° 19, p. 1445-1453, 1996.

GORDON, N. C.; WARECHAM, D. W.Multidrug-resistant Acinetobacter baumanii:
mechanisms of virulence and resistance.International Journal of Antimicrobial
Agents.Vol. 35, n° 3, p. 219-226, 2010.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010109000762
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00410101
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00410101
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00410101/53/5
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924857909005159
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924857909005159
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09248579
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09248579
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09248579/35/3

72

GUARDABASSI, L.; DALSGAARD, A.; OLSEN, J. E. Phenotypic characterization
and antibiotic resistance of Acinetobacter spp. isolated from aquatic sources.Journal
of Applied Microbiology.Vol. 87, n° 5, p. 659-667, 1999.

GUPTA, N. et al. Carbapenem-Resistant Enterobacteriaceae: Epidemiology and
Prevention. Clinical Infectious Diseases.Vol. 53, n°1, p. 60-67, 2011.

GUZMAN-BLANCO, M. et al. Epidemiology of methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (MRSA) in Latin America.International Journal of Antimicrobial
Agents.Vol. 34, n° 4, p. 304-308, 2009.

HABERMANN, E. Bee and wasp venoms.Science, Vol. 177, n° 46, p. 314-322,
1972.

HANCOOK, R. E.Resistance mechanisms in Pseudomonas aeruginosa and other
nonfermentative gram-negative bacteria.Clinical Infectious Diseases. Vol. 27, p. 93
-99, 1998.

HANCOCK, R. E.; BRINKMAN, F. S. Function Of Pseudomonas Porins In Uptake
and Efflux. Annual of Review Microbiology.Vol. 56, p. 17-38, 2002.

HARBATH, S.; SAMORE, M. H. Antimicrobial resistance determinants and future
control. Emerging Infectious Diseases.Vol. 11, n° 6, 794-801, 2005.

HAWLEY, J. S.; MURRAY, C. K.; JORGENSEN, J. H. Colistin heteroresistance in
Acinetobacter and its association with previous colistin therapy. Antimicrobial
Agents and Chemotherapy.Vol. 52, n° 1, p. 351-352, 2008.

HAWKEY, P.M. The Origins and Molecular Basis Of Antibiotic Resistance. BMJ.Vol.
317, n° 7159, p. 657-660, 1998.

HERMOS, C. R.; YOONG, P.; PIER, G. B. High Levels of Antibody to Panton-
Valentine Leukocidin Are Not Associated with Resistance to Staphylococcus aureus—
Associated Skin and Soft-Tissue Infection. Clinical Infectious Diseases. Vol. 51, n°
10, p. 1138-1146, 2010.

HOFFMANN, J. A. et al. Phylogentic Perspectives In Innate Immunity. Science.Vol.
284, n° 5418, p. 1313-1318, 1999.

HOGGARD, S. J. et al. Social Complexity and Nesting Habits Are Factors in the
Evolution of Antimicrobial Defences in Wasps. PLoS ONE.Vol. 6, n° 7, p. 1-5, 2011.

HIRSCH, E. B.; TAM, V. H. Impact of multidrug-resistant Pseudomonas
aeruginosa infection on patient outcomes.Expert Rev Pharmacoecon Outcomes.
Vol. 10, n° 4, p. 441-451, 2010.

HOUSMAN, S. T.; SUTHERLAND, C.; NICOLAU, D. P. In Vitro Evaluation Of Novel
Compounds Against Selected Resistant Pseudomonas
Aeruginosa lIsolatesAntimicrobial Agents and Chemotherapy. Vol. 56, n° 3, p.
1646-1649, 2012.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hancock%20RE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9710677
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9710677
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3071543/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3071543/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3294881/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3294881/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3294881/

73

IDSA: Infection Disease Of Society American: ldentification And Characterization Of
Porins In Pseudomonas aeruginosa. Report: Bad Bugs, No Drugs: As Antibiotic
Discovery Stagnates, a Public Health Crisis Brews; July 2004 Disponivel em:
http://www.idsociety.org/10x20.htm; Acesso em 26/01/2011.

JIANG, H. J. et al. The Design and Construction of K11: A Novel a-Helical
Antimicrobial Peptid. International Journal of Microbiology.Vol. 2012, p. 1-6, 2012.

JILL, C. R. et al. Community-Associated Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus
Epidemic Clone USA300 in Isolates from Florida and Washington. Journal of
Clinical Microbiology.Vol. 44, n° 1, p. 225-226, 2006.

JIMENEZ, GMS; HERNANDEZ, AB; BRAUER, JME.Bioactive Peptides and
Depsipeptides with Anticancer Potential: Sources from Marine Animals. Marine
Drugs.Vol. 10, p. 963-986, 2012.

JOHNSTON, C. P. et al. Staphylococcus aureus Colonization Among Healthcare
Workers at a Tertiary Care Hospital. Infection control and hospital
epidemiology.Vol. 28, n°® 12, p. 1404-1407, 2007.

JONES, T. F. et al. An Outbreak of Community-Acquired Foodborne lliness Caused
by Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus. Emerging Infectious Diseases.Vol.
8,n° 1, 2002.

KOCK, R. et al. Methicillin-Resistant Staphylococcus Aureus (MRSA): Burden Of
Disease And Control Challenges In Europe.Eurosurveillance. Vol. 15, n° 41, p. 1-9,
2010.

KONEMAN, Diagnéstico Microbioldgico: texto e Atlas colorido; Guanabara Koogan,
Rio de Janeiro, 62Ed, 2008.

KONG, F. K. et al. Beta-lactam Antibiotics: From Antibiosis to Resistance and
Bacteriology.APMIS.Vol. 118, n° 1, p. 1-36, 2010.

KOSSUGA, M. H. et al. Isolamento e atividades biologicas de produtos naturais das
esponjas monanchora arbuscula, aplysina sp. petromica ciocalyptoides e topsentia
ophiraphidites, da ascidia didemnum ligulum e do octocoral carijoa riisei. Quimica
Nova. Vol 30, n° 5, p. 1194-1202, 2007.

LAUTENBACH, E. et al. Extended-Spectrum B-Lactamase-ProducingEscherichia
coli and Klebsiella pneumoniae: Risk Factors for Infection and Impact of Resistance
on Outcomes.Clinical Infectious Diseases. Vol. 32, n° 8, p. 1162-1171, 2001.

LEE, H. W. et al. Capacity of multidrugresistant clinical isolates of Acinetobacter
baumanii to form biofilm and adhere to epithelial cell surfaces. Clinical Microbiology
and Infection.Vol.14, n° 1, p. 49-54, 2008.


http://www.idsociety.org/WorkArea/linkit.aspx?LinkIdentifier=id&ItemID=5554
http://www.idsociety.org/WorkArea/linkit.aspx?LinkIdentifier=id&ItemID=5554
http://www.idsociety.org/10x20.htm

74

LIN, C. H. et al.In vitro activity of mastoparan-AF alone and in combination with
clinically used antibiotics against multiple-antibiotic-resistant Escherichia coli isolates
from Animals. Peptides.Vol. 36, n° 1, p. 114-120, 2012.

LIU, C. et al. Clinical Practice Guidelines by the Infectious Diseases Society of
America for the Treatment of Methicillin-Resistant StaphylococcusAureusinfections in
Adults and Children. Clinical Infectious Diseases. Vol. 52, n° 3, p. 18-55, 2011.

LIVERMORE, D. M. Multiple mechanisms of antimicrobial resistance in
Pseudomonas aeruginosa: our worst nightmare? Clinical Infectious Diseases.Vol.
34, n° 5, p. 634-640, 2002.

LIVERMORE, D. M. Bacterial resistance: origins, epidemiology, and impact. Clinical
Infectious Diseases. Vol. 36, n° 1, p.11-23, 2003.

LOPES, H. V. CA-MRSA: um novo problema para o infectologista. Rev Panam
Infectol. Vol. 7, n° 3, p. 34-36, 2005.

LOPEZ-ROJAS, R. et al. Impaired Virulence and In Vivo Fitness of Colistin-
Resistant Acinetobacter baumanii. The Journal of Infectious Diseases. Vol. 203, n°
4, p. 545-548, 2011.

LORIAN, J. Antibiotics in laboratory medicine. Baltimore, EUA: Ed. William & Wilkin,
1996.

MACHADO, A. et al.Sinteses quimica e enzimatica de peptideos: principios basicos
e aplicagbes.Quimica Nova. Vol. 27, n° 5, p. 781-789, 2004.

MALQY, W. L.; KARI, U. P. Structure—activity studies on magainins and other host
defense peptides.Biopolymers.Vol. 37, n° 2, p. 105-122, 1995.

MAHAJAN, S. N. et al. Characteristics and Outcomes of Methicillin-
Resistant Staphylococcus aureus Bloodstream Infections in Patients with Cancer
Treated with Vancomycin: 9-Year Experience at a Comprehensive Cancer Center.
The Oncologist. Vol. 17, n° 10, p. 1329-1336, 2012.

MARCOTTE, I. et al. Interaction of antimicrobial peptides from Australian amphibians
with lipid membranes.Chemistry and Physics of Lipids.Vol. 122, n° 1-2, p. 107-
120, 2003.

MARR, A. K.; GOODERHAM, W. J.; HANCOCK, R. E. Antibacterial Peptides for
Therapeutic Use: Obstacle and realistic outlook. Current Opinion in
Pharmacology.Vol 6, n° 5, p. 468-472, 2006.

MARTINS, S. T. et al. Application of control measures for infections caused by multi-
resistant gram-negative bacteria in intensive care unit patients. Memorias do
Instituto Oswaldo Cruz.Vol.99, n° 3, p. 331-334, 2004.

MATSUZAKI, K. Magainins as paradigm for the mode of action of pore forming
polypeptides. Biochimica at Biophysica acta. Vol.1376, n° 3, p.391-400, 1998.


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/bip.v37:2/issuetoc

75

MCADAMS, R. M. et al. Spread of methicillin-resistant Staphylococcus aureus
USA300 in a neonatal intensive care unit. Pediatrics International, Vol. 50, n° 6,
p810-815, 2008.

MENDES, M. A.; DE SOUZA, B. M.; PALMA, M. S. Structural and biological
characterization of three novel mastoparan peptides from the venom of the
neotropical social wasp Protopolybia exigua (Saussure). Toxicon, Vol. 45, n° 1, p.
101-106, 2005.

MENEGOTTO, F. R.; PICOLI, S. U. Staphylococcus aureus oxacilina resistente
(MRSA): incidéncia de cepas adquiridas na comunidade (CA-MRSA) e importancia
da pesquisa e descolonizagdo em hospital. Revista Brasileira de Analises
Clinicas.Vol. 39, n° 2, p. 147-150, 2007.

MERIC, M. et al. Emergence and spread of carbapenem-resistant Acinetobacter
baumanii in a tertiary care hospital in Turkey. FEMS Microbiology Letters.\Vol. 282,
n° 5, p. 214-218, 2008.

MESAROS, N. et al. Pseudomonas aeruginosa: resistance and therapeutic options
at the turn of the new millennium. Clinical Microbiology and Infection.Vol. 13, n° 6,
p. 560-578, 2007.

MILLER, L. G. et al. Necrotizing Fasciitis Caused By Community-Associated
Methicillin Resistant Staphylococcus aureus In Los Angeles.The New England
Journal of Medicine.Vol. 352, p. 1445-1453, 2005.

MINGEOT-LECLERCQ, M. P.; GLUPCZYNSKI, Y.; TULKENS, P. M.
Aminoglycosides: activity and resistance. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy.Vol, 43, n° 4, p. 727-737, 1999.

MOFFATT, J. H. et al. Colistin Resistance in Acinetobacter baumaniils Mediated by
Complete Loss of Lipopolysaccharide Production. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy.Vol. 54, n° 12, p. 4971-77, 2010.

MONTEIRO, J; SANTOS, A. F. First report of KPC-2-producing Klebsiella
pneumoniae Strains in Brazil. Antimicrobial Agents and Chemotherapy.Vol. 53, n°
1, p. 333-334, 20089.

MONTEIRO, M. C.; ROMAQO, P. R.; SOARES, A. M. Pharmacological perspectives of
wasp venom.Protein and Peptide Letters.Vol. 16, n° 8, p. 944-952, 2009.

MORTARI, M. R. et al. Comparative toxic effects of the venoms from three wasp
species of the genus Polybia (Hymenoptera, Vespidae).Journal of Biological
Sciences.Vol. 5, n° 4, p. 449-454, 2005.

MORTARI, M. R. et al. Neurotoxins from invertebrates as anticonvulsants: from basic
research to therapeutic application. Pharmacology & Therapeutics.Vol. 114, n° 2,
p. 171-183, 2007.



76

MORTARI, M. R. et al. Pharmacological characterization of Synoeca cynea venom:
Na aggressive social wasp widely distributed in the Neotropical region. Toxicon.Vol.
59, n° 1, p. 163-170, 2012.

MULLARD, A. Immune Evasion: Overcoming Defensins. Nature Reviews
Microbiology.Vol. 6, p. 415, 2008.

NAKAJIMA, T. Pharmacological biochemistry of vespid venoms. In: Venoms of the
Hymenoptera (Piek, T., Ed.) New York: Academic Press, p. 309-327, 1986.

NIKAIDO, H. Outer Membrane Barrier as a Mechanism of Antimicrobial Resistance.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy.Vol. 33, n° 11, p. 1831-1836, 1989.

NIKAIDO, H.; NIKAIDO, K.; HARAYAMA, S. Identification and Characterization of
Porins in Pseudomonas aeruginosa.The Journal of Biological Chemistry.Vol. 15,
n°® 266, p. 770-779, 1991.

NORDMANN, P. et al. Superbugs In The Coming New Decade; Multidrug Resistance
And Prospects For Treatment Of Staphylococcus aureus,Enterococcus spp. and
Pseudomonas aeruginosa in 2010. Current Opinion in Microbiology.Vol 10, n° 5,
p. 436-440, 2007.

NORDMANN, P.; CUZON, G.; NASS, T.The real Threat of Klebsiella pneumoniae
carbapenemase-producing bacteria.The Lancet Infection Diseases.Vol. 9, n° 4, p.
228-236, 2009.

NORDMANN, P.; NAAS, T.; POIREL, L. Global Spread of Carbapenemase
producing Enterobacteriaceae.Emerging Infectious Diseases.Vol, 17, n° 10, p.
1791-1798, 2011.

NTWASA, M.; GOTO, A.; KURATA, S. Coleopteran Antimicrobial Peptides:
Prospects for Clinical Applications. International Journal of Microbiology.Vol.
2012, p. 1-8, 2012.

OJENIYI, B.; BAEK, L.; HOIBY, N. Polyagglutinability due to loss of O-antigenic
determinants in Pseudomonas aeruginosa strains isolated from cystic fibrosis
patients. Acta Pathologica, Microbiologica, et Immunologica.Vol. 93, n° 1, p. 7-
13, 1985.

WARRELL, David A; Timothy M Cox, Jonh D Firth. Oxford Textbook Of Medicine
Fifty Edition StaphylococciOTM (2012) 5(1): med-9780199204854-chapter
disponivel em:
http://oxfordmedicine.com/view/10.1093/med/9780199204854.001.1/med-
780199204854-chapter-070604> acesso em : 09/12/2012.

ORSINI, J. et al. Microbiological profile of organisms causing bloodstream infection in
critically ill patients. Jounal of Clinical Medicine Research.Vol. 4, n° 6, 371-377,
2012.


http://www.jbc.org/search?author1=H+Nikaido&sortspec=date&submit=Submit
http://oxfordmedicine.com/view/10.1093/med/9780199204854.001.1/med-%20780199204854-chapter-070604
http://oxfordmedicine.com/view/10.1093/med/9780199204854.001.1/med-%20780199204854-chapter-070604
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Orsini%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23226169

44

OTERO-GONZALEZ, A. J. et al. Antimicrobial Peptides From Marine Invertebrates
As A New Frontier For Microbial Infection. FASEB Journal.Vol. 24, n° 5, p. 1320-
1334, 2010.

PARK, Y. S. et al.Clinical and Microbiologic Characteristics of Cephalosporin-
Resistant Escherichia coliat Three Centers in the United States. Antimicrobial
Agents Chemotherapy.Vol. 56, n° 4, p. 1870-1876, 2012.

PESCHEL, A.; SAHL, H. G. The Co-Evolution Of Host Cationic Antimicrobial
Peptides And Microbial Resistance. Nature Reviews Microbiology.Vol. 4, p. 529—
536, 2006.

PETERS, B. M.; SHIRTLIFF, M. E.; JABRA-RIZK, M. A. Antimicrobial Peptides:
Primeval Molecules Or Future Drugs? PLoS Pathog. Vol. 6, n° 10, p. 1-4, 2010.

PILONETTO, M. et al. Hospital Gowns As A Vehicle For Bacterial Dissemination In
An Intensive Care Unit. Brazilian Journal of Infectious Diseases.Vol. 8, n° 3, p.
206-210, 2004.

PITTET, D. Infection control and quality heath care in the new millennium.American
Journal of Infection Control.Vol. 33, n° 5, p. 258-267, 2005.

POLOTTO, M. et al. Detection Of P.aeruginosa Harboring Blactx-M-2, Blages-1 And
Blages-5, Blaimp-1 And Blaspm-1 Causing Infections In Brazilian Tertiary-Care
Hospital. BMC Infectious Diseases. Vol. 12, n° 176, p. 1-8, 2012.

POLLACK M. Pseudomonas aeruginosa. In: Mandell GL, Bennett JE, Dolin R,
eds. Principles and Practice of Infectious Diseases. 5" ed. New York, NY: Churchill
Livingstone; p. 2310-2317, 2000.

PUJALS, S. et al. Mechanistic aspects of CPP mediatedintracellular drug delivery:
relevance of CPP self-assembly. Biochemica et Biophysica Acta. Vol. 1758, n° 3,
p. 264-279, 2006.

QUALLS, M. L. et al. Emergency Department Visit Rates for Abscess Versus Other
Skin Infections During the Emergence of Community-Associated Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus, 1997-2007. Clinical Infectious Diseases. Vol. 55, n° 1, p.
103-105, 2012.

QUEENAN, A. M.; BUSH, K. Carbapenemases: the Versatile B-Lactamases. Clinical
Microbiology Reviews.Vol. 20, n° 3, p. 440-458, 2007.

RANGEL, M. et al. Chemical and biological characterization of four new linear
cationic a-helical peptides from the venoms of two solitary eumenine wasps.
Toxicon. Vol. 57, n° 7-8, p. 1081-1092, 2011.

RASMUSSEN, J. W.; HOIBY, N. Class A Carbapenemases.Journal of
Antimicrobial Chemotherapy.Vol. 60, p. 470-482, 2007.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rangel%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21549739
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21549739

78

RESHMY, V. et al. Three novel antimicrobial peptides from the skin of the Indian
bronzed frog Hylarana temporalis (Anura: Ranidae). Journal of Peptide
Science.Vol.17, n° 5, p. 342-347, 2011.

RICE, L. B.Antimicrobial resistance in gram-positive bacteria.The American Journal
of medicine.Vol. 34, n° 5, p. 11-19, 2006.

ROBERTS, J. C. et al. Community-Associated Methicillin-Resistant Staphylococcus
aureuskEpidemic Clone USA300 in Isolates from Florida and Washington. Journal of
clinical microbiology.Vol. 44, n° 1, p. 225-226, 2006.

RODRIGUEZ-NORIEGA, E.; SEAS, C.The Changing Pattern Of Methicillin-
Resistant Staphylococcus Aureus clones In Latin America: Implications For Clinical
Practice In The Region. Brazilian Journal of Infectious Diseases.Vol.14, n°2, p.
87-96, 2010.

RUSSELL, A. D.; CHOPRA, |. Understanding antibacterial action and resistance, 1st
ed. Ellis Horwood, London, 1990.

RYBAK, W. B. et al.Activity of Antimicrobial Peptides and Conventional Antibiotics
against Superantigen Positive Staphylococcus aureus Isolated from the Patients with
Neoplastic and Inflammatory Erythrodermia.Chemotherapy Research and Practice.
Vol. 2011, p. 1-6,2011.

SADER, H. S. et al. Vancomycin-Resistant Enterococcus faecium: First Case in
Brazil. The Brazilian Journal of Infectious Disease.Vol. 2, n° 3, p. 160-163, 1998.

SADER, H. S. Antimicrobial Resistance in Brazil: Comparison of Results from Two
Multicenter Studies.The Brazilian Journal of Infectious Disease.Vol. 4, n° 2, p. 91-
99, 2000.

SANG, Y.; BLECHA, F.Antimicrobial peptides and bacteriocins: alternatives to
traditional antibiotics. Animal Health Research Reviews. Vol. 9, n° 2, p. 227-235,
2008.

SARAIVA, I. H. et al. Avaliagdo da sensibilidade a antimicrobianos de 87 amostras
clinicas de enterococos resistentes a vancomicina. Revista Ass Med Brasil. Vol. 43,
n° 3, p. 214-222, 1997.

SILVA, C., H., M., et al. Bacteriologia e Micologia para o laboratério clinico. Primeira
edicao, Editora Revinter, capitulos 12 e 26, Sao Paulo — SP, 2006.

SLAMA, T. G. Gram-negative antibiotic resistance: there is a price to pay. Critical
Care.Vol. 12, n° 4, p. 1-4, 2008.

STOW, A. et al. Antimicrobial defences increase with sociality in bees. Biology
Letters.Vol. 3, n° 4, 422-424, 2007 .

SAMPATHKUMAR et al. Structure of a putative BenF-like porin from Pseudomonas
fluorescens Pf-5 at 2.6 A’ resolution.2008. Published online 23 July 2010 in Wiley


http://www.ajicjournal.org/article/S0196-6553(06)00837-6/abstract
http://www.ajicjournal.org/issues?issue_key=S0196-6553(06)X0135-9
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18983725
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Blecha%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18983725
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18983725

79

Online Library (wileyonlinelibrary.com). DOI: 10.1002/prot.22829. Acesso em
20/02/2013.

SENGSTOCK, D. M. et al. Multidrug-resistant Acinetobacter baumanii: an emerging
pathogen among older adults in community hospitals and nursing homes.Clinical
Infectious Diseases. Vol. 50, n° 12, p; 1611-1616, 2010.

SHEPARD, B. D.; GILMORE, M. S. Antibiotic-resistant enterococci: the mechanisms
and dynamics of drug introduction and resistance. Microbes and Infection.Vol. 4, n°
10, p. 215-224, 2002.

SHU, J. C. et al. Interplay between mutational and horizontally acquired resistance
mechanisms and its association with carbapenem resistance amongst extensively
drug-resistant Pseudomonas aeruginosa (XDR-PA).International Journal of
Antimicrobial Agents.Vol. 39, n° 3, 217-222, 2012.

SKARNES, R. C.; WATSON, D. W. Antimicrobial Factors of Normal Tissues and
Fluids. Antimicrobial Tissue Factors.Vol. 21, n° 4, p. 273-294, 1957.

SPERANDIO, B. et al. Virulent Shigella flexneri subverts the host innate immune
response through manipulation of antimicrobial peptide gene expression.The
Journal of Experimental Medicine. Vol. 205, n° 5, p. 1121-1132, 2008.

STUART, J. C. et al. Guideline for Phenotypic Screening and Confirmation of
Carbapenemases in Enterobacteriaceae. International Journal of Antimicrobial
Agents.Vol. 36, n° 3, p. 205-210, 2010.

TENOVER, F.C. Mechanisms of Antimicrobial Resistance in Bacteria.The American
Journal of Medicine.Vol. 119, n° 6, p.3—10, 2006.

TITZE-de ALMEIDA et al. Molecular Epidemiology and Antimicrobial Susceptibility of
Enterococci Recovered from Brazilian Intensive Care Units.The Brazilian Journal of
Infectious Diseases.Vol. 8, n° 3, p. 197-205, 2004.

TOMASZ, A. et al. New Mechanism for Methicillin Resistance in Staphylococcus
aureus: Clinical Isolates That Lack the PBP 2a Gene and Contain Normal Penicillin-
Binding Proteins with Modified Penicillin-Binding Capacity. Antimicrobial angents
and chemotherapy.Vol. 33, n° 11, p. 1869-1874, 1989.

TRABULSI, L., R., et al. Microbiologia. Terceira edicao, Editora Atheneu, Biblioteca
Biomédica, Capitulo 18. Sao Paulo, 2002.

Tuennemann et al Cell-penetrating peptides — uptake, toxicity, and applications. UL
Biotechnology Series (Membrane active peptides), p. 9-329, 2010.

VIEDMA, E. et al. VIM-2-Producing Multidrug-Resistant Pseudomonas aeruginosa
ST175 Clone, Spain.Emerging Infectious of Diseases.Vol. 18, n° 8, p. 1235-1241,
2012.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sengstock%20DM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20462357
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20462357
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20462357

80

VINCENT, J. L. Nosocomial Infections In Adult Intensive-Care Units.The Lancet.Vol.
361, n°.9374, p. 2068-2077, 2003.

VIZIOLI, J.; SALZET, M. Antimicrobial Peptides From Animals: Focus On
Invertebrates. TRENDS in Pharmacological Sciences.Vol. 23, n° 11, 2002.

VOLK W, Benjamin D, Kadner R, Parsons Jt. Essentials Of Medical Microbiology. 4
ed. Grand Rapids, J. B. Lippincott, 1991.

VONBERG, R. P. et al. How Often Do Asymptomatic Healthcare Workers Cause
Methicillin- Resistant  Staphylococcus aureus Outbreaks? A  Systematic
Evaluation.Infection control and hospital epidemiology.Vol. 27, n° 10, p. 1123-
1127, 2006.

VRANJAC, A. Nota Técnica - Enterococo resistente a vancomicina (ERV
ouVRE).Secretaria de Estado da Saude, Coordenadoria de Controle de Doengas —
CCD, Centro de Vigilancia Epidemiolégica, Sdo Paulo, 2006.

WALSH, T. R. et al. Metallo-B-Lactamases: The Quiet Before The Storm? Clinical
Microbiology Reviews.Vol. 1, n° 2, p. 306-325, 2005.

WANG, G.; LI, X.; WANG, Z. APD2: the updated antimicrobial peptide
database and its application in peptide design. Nucleic Acids Research.Vol. 37, p,
933-937, 2009.

WANG, G. Antimicrobial Peptides.2011 Stylus Pub LLC.12 edig&o.

WANG, K. et al. Membrane-Active Action Mode of Polybia-CP, a Novel Antimicrobial
Peptide Isolated from the Venom of Polybia paulista.Antimicrobial Agents
Chemotherapy. Vol. 56, n° 6, p. 3318-3323, 2012.

WANG, H. et al. Identification and characterization of antimicrobial peptides from
skin of Amolops ricketti (Anura: Ranidae). Peptides.Vol. 33, n° 1, p. 27-34, 2012.

WANG,L. et al. Multidrug-Resistant Clones Of Community-Associated Meticillin-
Resistant Staphylococcus aureus lIsolated From Chinese Children And The
Resistance Genes To Clindamycin And Mupirocin. Journal of Medical
Microbiology.Vol. 61, n° 9, p. 1240-1247, 2012.

WEBER, C., J. Update on methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA).
Urologic nursing, Vol. 28, n° 2, abril, 2008.

YAMACHIKA, S. et al. Correlation between PBP2 mutations and carbapenem-
resistance in E. coli. Journal of Medical Microbiology.Vol. 62, n° 3, p. 429-436,
2013.

YEAMAN, M. R.; YOUNT, N. Y. Mechanisms of antimicrobial peptide action and
resistance.Pharmacology reviews.Vol. 55, n° 1, p. 27-55, 2003.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20K%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yamachika%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23222859
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23222859

81

YIGIT, H. et al. Novel carbapenem-hydrolyzing beta-lactamase KPC-1 from a
carbapenem-resistant strain of Klebsiella pneumoniae. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy.Vol. 45, n° 4, p. 1151-1161, 2001.

Xu P.; SHI, M.; CHEN, X. X. Antimicrobial Peptide Evolution in the Asiatic Honey Bee
Apis cerana.PLoS ONE.Vol. 4, n° 1, p. 1-9, 2009.

ZARRILLI, R. et al. Carbapenem resistance in Acinetobacter baumanii: the molecular
epidemic features of an emerging problem in health care facilities.Journal of
Infection in Developing Countries.Vol. 3, n° 5, p. 335-341, 2009.

ZASLOFF, M. Antimicrobial Peptides Of Multicellular Organisms. Nature.Vol 415, n°
6870, p. 389-395, 2002.

ZHAO, H. et al. A Defensin-Like Antimicrobial Peptide From The Venoms Of
Spider, Ornithoctonus Hainana. Journal of Peptide Science.Vol. 17, n° 7, p. 540-
544, 2011.

ZILBERBERG, M. et al. Imipenem Resistance Of Pseudomonas In Pneumonia: A
Systematic Literature Review. BMC Pulmonary Medicine. Vol. 10, p. 45, 2010.

MENDES, M. A.; Souza, B. M.; Marques, M. R.; Palma, M. S. Structural and
biological of two novel peptides from the venom of the neotropical social wasp
Agelaia pallipes pallipes. Toxicon, Elmsford, 44:67-74, 2004.

KONNO, K.; Hisada, M.; Naoki, H.; Itagi, Y; et al. Structure and biological activities of
eumenine mastoparan — AF (EMP-AF), a new mast cell degranulation peptide in
venom of solitary wasp (Antenynchium flavomarginatum micado). Toxicon,
Elmsford, 38:505-1515, 2000.

HIGASHIMA, M.; Sawada, S.; Yamamoto, C. Applicability of Pascal distribution to
quantal analysis for non-stationary release of neurotransmitter. Neurosci Lett. 1990
Jul 31;115(2-3):231-6


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2939581/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2939581/



