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RESUMO

INTRODUCAO: As infecgbes causadas por microrganismos multirresistentes estao
associadas com bactérias adquiridas no meio ambiente hospitalar. A pressao
seletiva dos antimicrobianos é um importante fator de selecao e disseminacao dos
genes de resisténcia no meio ambiente. O uso de moléculas produzidas por
diferentes seres vivos tem demonstrado atividade contra microrganismos.
OBJETIVOS: Avaliar a atividade do veneno bruto da Bothrps moojeni sobre
bactérias gram-negativas produtoras e nao produtoras de metalo-B-lactamase e de
B-lactamases de espectro ampliado, identificar o(s) componente(s) do veneno com
atividade contra bactérias gram-negativas produtoras e nao produtoras de metalo-
B-lactamase e p-lactamases de espectro ampliado e identificar a atividade
antibacteriana do veneno bruto da serpente B. moojeni em bactérias gram
negativas fermentadoras e ndao fermentadoras de glicose produtoras de diferentes
enzimas degradadoras de B-lactamicos. METODOLOGIA: O veneno utilizado foi
extraido das serpentes B. moojeni, mantidas no serpentario do Centro de Estudos e
Pesquisas Biologicas (CEPB) da Pontificia Universidade Catélica de Goias. Os
microrganismos utilizados neste estudo foram obtidos da “American Type Culture
Collection’ e do Banco de Microrganismos do Laboratério de Microbiologia Clinica e
do Mestrado em Ciéncias Ambientais e Saude da Pontificia Universidade Catdlica
de Goias, sendo Acinetobacter baumannii (blamez), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853), Pseudomonas aeruginosa blawp1, blayim1, blayivz, blaspmt1 € produtora
de carbapenemase banco n° 278) Escherichia. coli (ATCC 25922 e ATCC 35218),
Klebisiella pneumoniae (ATCC 700603). O ensaio foi realizado com o veneno bruto
aplicado sobre disco de difusdo em diferentes diluicdes. A partir das amostras
obtidas, foi realizada a dosagem de proteinas utilizando o método descrito por
Bradford. RESULTADOS: O teste microbiolégico mostrou que o veneno bruto
possui atividade antimicrobiana, tanto para bactérias produtoras como para as nao
produtoras de metalo-B-lactamase e B-lactamases de espectro ampliado e que esta
atividade se deve possivelmente pela agdo da L-aminoacido oxidase.
CONCLUSOES: Diferentes concetracoes diluicbes do veneno bruto da serpente B.
moojeni inibiram o crescimento de bactérias gram-negativas produtoras e nao
produtoras de metalo-B-lactamases e (B-lactamases de espectro ampliado e que o
tamanho do alo de inibicdo do crescimento bacteriano diminuiu na medida em que
diminui a concentragdo do veneno bruto e consequentemente a quantidade de
proteinas, demonstrando que o veneno bruto foi dose dependente.

PALAVRAS-CHAVE: Resisténcia bacteriana, Bothrops moojeni, serpentes,
cromatografia, L-aminoacido oxidase.

vi



ABSTRACT

INTRODUTION: Infections caused by multiresistant microorganisms are associated
with bacteria acquired in the hospital environment. The selective pressure of
antimicrobials is an important factor in the selection and spread of resistance genes
in the environment. The use of different molecules produced by living organisms has
demonstrated activity against microorganisms. OBJECTIVES: To assess the
activity of the crude venom of Bothrops moojeni on gram-negative bacteria
producing and non producing metallo-B-lactamase and B-lactamases with wide
spectrum, to identify component (s) of the poison with activity against gram-negative
bacteria producing and non producing metallo- B-lactamase and B-lactamases with
wide spectrum and to identify the antibacterial activity of crude venom of the snake
B. moojeni in gram negative non-fermentative and fermentative glucose producing
different enzymes to degrade B-lactams. METHODOLOGY: The poison used was
extracted from snake B. moojeni kept on the collection of the Center for Biological
Studies and Research (CEPB) Catholic University of Goias Micro-organisms used in
this study were obtained from the American Type Culture Collection and Bank of
Microorganisms, Laboratory of Clinical Microbiology and MSc in Environmental and
Health Sciences at the Catholic University of Goias, including Acinetobacter
baumannii (blaIMP2), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Pseudomonas
aeruginosa blalIMP1, blaVIM1, blaVIM2, blaSPM1 and producing carbapenemase
No. 278 bank) Escherichia coli (ATCC 25922 and ATCC 35 218), Klebisiella
pneumoniae (ATCC 700603). The test was conducted with the crude venom applied
on disk diffusion in different dilutions. Protein concetration was determined for each
venon sample, buy using the Bradford. RESULTS: The microbiological test showed
that the venom demonstrated antimicrobial activity, both for producing bacteria and
non-producing B-lactamase and B-lactamases bactérias with wide spectrum and
that this activity is probably due to the action of L-amino acid oxidase.
CONCLUSIONS: Different concentrations of crude venom of the snake B. moojeni
inhibited growth of gram-negative bactéria producing ond non producing metallo-
beta-lactamase and extende spectrum beta-lactamese ond the size of the allo of
growth inhibited diminished when decreased concentration of the crud venon and
consequentley the decrese of concentration of protein, demonstrating that the effect
of crude venom was dose dependent.

KEY WORDS: Bacterial resistance, Bothrops moojeni, snakes, chromatography, L-
amino acid oxidase.
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1. INTRODUGAO

O século XXI revela um novo cenario no cuidado a saude em consequéncia
do intenso avanco cientifico e tecnoldgico, do reconhecimento cada vez maior de
novos agentes infecciosos e do ressurgimento de infecgbes que, até pouco
tempo, estavam presumivelmente controladas. Parte de tudo isto se deve a
facilidade de comunicacao entre as diferentes regides do planeta, os meios de
transporte mais rapidos e ao uso macico de substancias antimicrobianas com as
mais diversas finalidades, o que fez com que a resisténcia microbiana deixasse
de ser restrita a0 meio ambiente hospitalar.

As infeccbes causadas por microrganismos multirresistentes estao
associadas com microrganismos adquiridos no meio ambiente hospitalar e com
isso gerando impacto socioeconémico negativo, devido ao prolongamento do
periodo de hospitalizacdo, ao aumento da morbi-mortalidade e aos altos custos
decorrentes da necessidade de maior numero de exames complementares, 0 uso
de medicamentos coadjuvantes e a necessidade de medicamentos mais potentes
e mais caros. Tal situacdo pode ser agravada pelo fato dos microrganismos
multirresistentes apresentarem mais de um mecanismo de resisténcia.

Por outro lado, com a crescente prevaléncia de bactérias multirresistentes,
sobretudo em Unidades de Terapia Intensiva, e a emergéncia de resisténcia em
microrganismos causadores de infecgbes comunitdarias, bem como o
aparecimento de novos mecanismos de resisténcia em espécies que até entao
nao os expressava, demandam o desenvolvimento de novos e mais potentes

agentes antimicrobianos.



16

A emergéncia de resisténcia antimicrobiana bem como das doengas
infecciosas, € uma consequéncia frequentemente associada as mudancas
sociais, tecnolégicas, uso abusivo e desnecessario de antimicrobianos, uso de
desinfetantes na rotina doméstica, uso de grande quantidade de antimicrobianos
para promover crescimento animal, uso de doses sub-terapéuticas de agentes
antimicrobianos e as préprias condicdes ambientais.

Outros fatores contribuem para a emergéncia e disseminacdo da
resisténcia, como alteracdo da resposta imune do hospedeiro como resultado da
propria doenga, hemorragias, traumas e extremos de idade, tornando os
pacientes mais vulneraveis aos processos infecciosos, sobretudo os causados por
fungos. A habilidade microbiana para selecionar e transmitir genes de resisténcia
e bem como as condicobes ambientais promovem a persisténcia dos

determinantes de resisténcia.



1.1. Bothrops moojeni

O género Bothrops Wagler, 1824 inclui oito espécies descritas no territorio
brasileiro, as quais estdo classificadas dentro da Ordem Squamata, Subordem
Serpentes, Familia Viperidae e Subfamilia Crotalinae (Bérnils, 2010).

A serpente Bothrops moojeni (Figura 1) é conhecida popularmente como
jararacédo, caissaca, jararacdo do cerrado, podendo atingir até 2,5 m de
comprimento. E uma espécie terrestre, utilizando-se, comumente, de tocas no
solo e cupinzeiros para se abrigar. Normalmente, fica inativa durante o dia,
iniciando sua atividade no fim do dia ou no inicio da noite e possui habitos
generalistas, alimentando-se principalmente de pequenos mamiferos, anfibios,
lagartos, serpentes e aves. Seus predadores naturais incluem gavides, gargas,

ema, seriema, gambas e furdo. O colorido de sua pele proporciona o recurso de

uma perfeita camuflagem no ambiente (Nogueira et al., 2003) .

Figura 1. Exemplar da espécie B. moojeni (Foto: Jodo Latuf, 2009).
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E uma serpente com comportamento extremamente agressivo, e, quando

se sente ameacgada, enrodilha-se escondendo a cabeca sob o corpo para

protegé-la. A imobilidade é também utilizada como estratégia para se defender de

predadores visualmente orientados. Quando o confronto com o predador é

inevitavel, o bote é utilizado (Marques & Sazima, 2003).

A distribuicao geografica desta espécie esta descrita principalmente para

os cerrados do Brasil Central, abrangendo os estados do Parana, Sao Paulo,

Minas Gerais, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Tocantins e Maranhao

(Campbell & Lamar, 2004) (Figura 2).

Atlantic Ocean

400 km

35

Figura 2.

2004).

Distribuicao geografica da espécie Bothrops moojeni (Campbell

& Lamar,
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A serpente B. moojeni demonstra preferéncia por areas umidas, ocorrendo
em densidades altas, matas ciliares, campos Umidos e veredas, usando areas
antrépicas vizinhas, o que demonstra grande versatilidade em se adaptar a areas
urbanizadas (Nogueira et al., 2003).

O género Bothrops € o mais importante do ponto de vista médico, uma vez
que é responsavel por cerca de 80% dos acidentes ofidicos notificados
anualmente no Brasil. O quadro clinico tipico do acidente botropico caracteriza-se
por dor e edema no local da picada, de intensidade variavel; sangramentos no
ponto da picada sao freqlentes, infartamento ganglionar e bolhas podem
aparecer durante a evolugdo do quadro, acompanhados ou ndo de necrose
(Bochner & Struchiner, 2003; Bucaretchi et al., 2007).

Apesar do grande numero de acidentes notificados, o género Bothrops
possui importante papel nas cadeias tréficas de diversos ambientes naturais e
perturbados. Desta forma, sua conservacao € vital ndo s6 para a manutengao das
serpentes em si, mas também para o equilibrio dos ecossistemas brasileiros
(Martins et al., 2001; Marques & Sazima, 2003).

Por serem predadores secundarios, individuos da espécie B. moojeni
possuem papel de grande importancia nas cadeias tréficas de diversos ambientes
naturais e pertubados (Martins et al, 2001; Aradjo et al, 2003; Marques &

Sazima, 2003).



1.2. Veneno Botropico

A complexa diversidade de fungcbes biologicas, bioquimicas e
farmacolégicas dos venenos ofidicos é consequéncia da presenca de uma
mistura heterogénea de substancias cuja principal funcao esta relacionada a
captura de alimento. O veneno € utilizado para paralisar e matar a presa, uma vez
que interfere rapida e seletivamente em mecanismos fisioldgicos, celulares e
moleculares muito especificos, atuando direta ou indiretamente, sozinhos ou em
associagao, perturbando o funcionamento dos nervos, musculos ou do sistema
cardiovascular da presa (Daltry et al., 1996; Ménez, 1996; Markland, 1997; Silva
Jr. & Aird, 2001).

Noventa por cento do peso seco do veneno é composto por moléculas de
carater protéico, com ou sem atividade catalitica, como as fosfolipases Ao,
proteases, L-aminoacido oxidase, hialuronidases, acetilcolinesterases, fatores de
crescimento, ativadores de proteina C, lectinas, peptideos representados
principalmente por potencializadores de bradicinina e desintegrinas, compostos
organicos de baixa massa molecular como carboidratos, serotonina, histamina,
citrato e nucleosideos, ions inorganicos como o célcio, cobalto, magnésio, cobre,
ferro, potassio, e os inibidores enzimaticos (Stocker, 1990). Todos estes
componentes sofrem grande variabilidade dentro das familias, géneros e
espécies, tanto inter como intraespecifica, as quais sao decorrentes da idade,
sexo, sazonalidade, variacdo geografica das espécies (Chippaux et al, 1991;
Daltry et al., 1996).

Os venenos de serpentes do género Bothrops apresentam grande

atividade proteolitica, caracteristica responsavel pelos principais efeitos locais e
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sistémicos observados no envenenamento (Gutierrez et al.,, 2009). Os efeitos
sistémicos envolvem alteracdes da coagulagdo sanguinea e do sistema
cardiovascular, enquanto que as reagdes locais sdo caracterizadas por
hemorragia, mionecrose e inflamacao intensa, com edema proeminente e dor
(Fernandes et al., 2006; Ramos & Selistre-de-Araujo, 2006; Giron et al., 2008).

A reacéao inflamatéria aguda ou a acao proteolitica local é o fenébmeno
resultante das agdes de um conjunto de fracdes, heterogéneas do veneno, com
especificidades diversas, tais como aminas biogénicas, pequenos peptideos ou
proteinas como fosfolipase A., esterases, proteases, enzimas liberadoras de
cininas (calicreinas, cininogenases) e lectinas. Estes componentes,
frequentemente, tém atividade indireta, induzindo ou liberando potentes
alcoldides, como a bradicinina, prostaglandinas, leucotrienos, protaciclinas, que
atuam de maneira complexa e interrelacionada (Marunak et al., 1999; Carneiro et
al., 2002; Costa et al., 2002; Fernandes et al., 2006; Teixeira et al., 2009).

As alteracdes na coagulagao sanguinea provocadas pelo veneno botrépico
estdo relacionadas com desfibrinacdo, coagulacao intravascular disseminada e
trombocitopenia, resultantes da acdo de proteinas que afetam diversos
componentes do sistema hemostatico, enzimas do tipo coagulante e pro-
coagulante, tais como serinoproteinases “tipo trombina” e metaloproteinases que
ativam os fatores X e Il da cascata de coagulacdo. Quando ha ativagéao do fator X,
ha também consumo dos fatores V, VIl e plaquetas, levando a producdo de
coagulagdo intravascular disseminada, com formacdo e deposicdo de
microtrombos na rede capilar (Kamiguti et al., 1986; Serrano et al., 1995;
Rucavado et al., 2001; Braga et al., 2007; Lopez-Johnston et al., 2007; Giron et

al., 2008).
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A hemorragia € atribuida fundamentalmente aos componentes especificos
denominados hemorraginas, as quais fazem parte da familia das
metaloproteinases, as quais sao enzimas dependentes de ions metélicos,
especialmente o zinco, para exercer sua funcdo biolégica. Estas enzimas
degradam colageno e outros componentes da lamina basal dos vasos capilares,
levando a um rompimento dos mesmos, promovendo equimoses e sangramentos
(Kamiguti, 2005; Ramos & Selistre-de-Araujo, 2006).

Outros componentes que estdo presentes no veneno botropico que devem
ser destacados por influenciarem direta ou indiretamente no efeito fisiopatoldgico
do envenenamento sdo as fosfolipases do tipo A, (PLA2). Estas enzimas sao
abundantes na natureza e, além de fluidos e tecidos de mamiferos, estdo
presentes em varios outros tipos de venenos animais, especialmente abelhas e
vespas (Harris, 1991). As PLA2 pancreéticas de mamiferos, de carater nao toxico
e as PLA2 de venenos, altamente ativas e toxicas, possuem propriedades
cataliticas comuns e consideravel grau de homologia quanto as estruturas
primaria, secundaria e terciaria (Dufton et al., 1983).

As fosfolipases A, presentes nos venenos ofidicos, além de sua
participagdo na digestdo de presas apresentam um grande espectro de atividades
que incluem acdo hemolitica indireta, neurotoxicidade, cardiotoxicidade,
agregadora de plaguetas, anticoagulante, edematogénica, miotéxica, bactericida e
pro-inflamatéria. Nos venenos botropicos, estas enzimas estado relacionadas a
mionecrose local que pode provocar sequelas drasticas, como perda tecidual
permanente, incapacidade ou amputacdo do membro afetado (Andrido-Escarso et
al., 2002; Barbosa et al., 2005; Abreu et al., 2007; Calgarotto et al., 2008; Angulo

& Lomonte, 2009).
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Embora se conheca parcialmente a estrutura quimica destas proteinas,
nada se sabe a respeito de miotoxicidade, atividades bioquimicas e
farmacolégicas, estudos imunoquimicos de reatividade cruzada, efeitos sobre
liposomos e estudos de neutralizacdo das mesmas. Pesquisadores isolaram uma
miotoxina basica com Mr 13.5 kDa do veneno de B. atrox da Col6bmbia, que
apresentava atividade fosfolipasica e anticoagulante (Arni & Ward, 1996; Lomonte
et al., 1990).

As PLA2 conhecidas como “classicas”, que contém um aminoacido
aspartato na posicdo 49 (Asp-49) e catalisam de maneira dependente de Ca*?, a
hidrélise da ligacao éster, na posicao sn-2 de glicerofosfolipideos. Os outros tipo
de PLA2 é descrito como “variante” e contém uma lisina na mesma posicao (Lys-
49), sem atividade ou com baixa atividade catalitica (Maraganore et al., 1984). O
modo de acdo muscular de ambas, Lys49 e Asp49, diferentes, mas, em geral,
elas podem causar rapida lise do sarcolema levando ao estado de mionecrose. O
papel da atividade catalitica destas miotoxinas € controverso e nao esta
totalmente esclarecido, jA que as miotoxinas PLA2 homélogas Lys49 néao
possuem uma atividade lipolitica, portanto, outros mecanismos devem estar
envolvidos na expressao da atividade miotdxica (Stabeli et al., 2004; Leite et al.,
2007).

Outra enzima que deve ser destacada no veneno botrépico é L-aminoacido
oxidase (LAAO), pertencente a classe das oxidorredutases e que catalisa a
desaminacao oxidativa estereoespecifica de um L-aminoacido para um a-
cetoacido com producdo de amobnia e perdxido de hidrogénio (Kommoju et al.,
2007). Sao consideradas flavoenzimas, por apresentarem como grupo prostético

a flavina adenina dinucleotideo (FAD) ou flavina mononucleotideo (FMN), sendo
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que esta caracteristica esta relacionada com a cor amarela dos venenos
botropicos (Du & Clemetson, 2002; Butzke et al., 2005).

As LAAO exibem uma preferéncia para aminoacidos hidrofébicos. Apesar
do mecanismo de toxicidade nos venenos ofidicos ser pouco conhecido varios
trabalhos realizados “in vivo” com LAAO de venenos ofidicos demonstraram uma
eficiente inducao de efeitos téxicos relevantes, tais como hemorragia, hemdlise,
inducdo de apoptose, edema e atividades bactericidas (Ali et al., 2000; Du &
Clemetson, 2002; Stabeli et al., 2004; Izidoro et al., 2006; Calvete et al., 2007,
Faust et al., 2007; Braga et al., 2008).

Uma grande variedade de componentes ja foram isolados e estudados a
partir do veneno da serpente B. moojeni incluindo proteases (Assakura et al.,
1985; Reichl & Mandelbaum, 1993; Oliveira et al., 1999), metaloproteases
hemorragicas (Bernardes et al., 2008), fosfolipases A, com atividade inflamatéria,
miotdxica, e sobre a atividade plaquetaria (Soares et al., 2000; Watanabe et al.,
2005; Stabeli et al., 2006; Calgarotto et al., 2008; Santos-Filho et al., 2008), L-
aminoacido oxidase (Tempone et al, 2001; Stabeli et al., 2007), peptideos

potenciadores de bradicinina (Menin et al., 2008).



1.3. Venenos e Antimibrobianos

Embora um grande numero de vitimas de acidentes ofidicos, cerca de 2,5
milhées em todo 0 mundo, e, destes aproximadamente 100.000 casos evoluirem
para o Obito em consequéncia dos efeitos tdxicos ja descritos (Tennesen, 2009),
estes mesmos venenos representam uma rica fonte de moléculas bioativas com
importantes atividades farmacol6gicas que possuem um grande potencial para a
producédo de medicamentos (Koh et al., 2006).

Os primeiros estudos com o objetivo de se isolar moléculas bioativas,
demonstraram que a bradicinina, um peptideo hipotensor, é produzida quando o
veneno de Bothrops jararaca € injetado na circulagdo do sangue de mamiferos.
Este importante peptideo bioativo esta associado ao controle da pressao arterial e
muitos outros processos fisioldgicos e patologicos. Mais tarde, descobriu-se que
este veneno ndo sé gera bradicinina, mas também aumenta muito seu efeito
hipotensor através da formacdo de peptideos potenciadores de bradicinina
(PPBs) (Ferreira, 1965; Ferreira et al.,1998).

Os atributos farmacoldgicos e moleculares das toxinas de serpentes ndo so6
levaram a descoberta de moléculas enddégenas essenciais associadas ao
equilibrio da pressao arterial, como também permitiram a identificacdo da enzima
conversora da angiotensina (ECA), como o alvo para uma droga de tratamento da
hipertensdo humana (Prémio Nobel para John Vane, em 1982). Estes estudos
levaram ao desenvolvimento do Captopril, o primeiro inibidor do sitio ativo da
ECA, é uma das drogas de maior sucesso no tratamento da hipertensao, que foi
criado pelo Squibb Institute, em 1977. Desde entdo, varios outros medicamentos

foram desenvolvidos a partir de venenos ofidicos, como por exemplo: Reptilase,
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utilizado no diagnostico de desordem no sistema de coagulagdo sanguinea,
desenvolvido a partir do veneno de B. jararaca; Hemocoagulase, que tem
atividade similar a trombina, utilizado na prevencao de hemorragia, desenvolvido
a partir do veneno de Bothrops atrox, dentre outros. Estudos que envolvem a
analise de coagulopatias e hemostase utilizam uma série de compostos
identificados como desintegrinas (eptifibatide e tirofiban) e tem demonstrado,
tanto in vitro como in vivo, serem poderosos inibidores da agregacao plaquetaria
(Koh et al., 2006). Também deste mesmo veneno, os resultados de uma pesquisa
desenvolvida na Universidade de Brasilia, indicam o desenvolvimento de um
medicamento anticoagulante mais eficiente e com efeitos colaterais menores do
que os encontrados no mercado (Lopez-Lozano et al., 2002).

Além de moléculas que atuam no sistema circulatério e na coagulacao,
varios outros estudos vém sendo desenvolvidos na busca de moléculas que
possam ser utilizadas como fonte para novos medicamentos, como analgésicos
(Rajendra et al., 2004; Cury & Picolo, 2006) e antinflamatérios (Soares et al.,
2003).

Moléculas isoladas a partir dos venenos ofidicos, com atividade
antimicrobiana, também tem sido alvo de varios estudos. Glaser (1948), foi o
pioneiro a identificar que o veneno de duas espécies de cascavéis, Crotalus
mitchellii pyrrhus e C. ruber, apresentavam atividade bactericida sobre Bacillus
subtilis, Sarcina spp. Escherichia coli, e Staphylococcus aureus. Posteriormente
Aloof-Hirsch et al. (1968) mostrou que o veneno de Haemachatus haemachates
possui um proteina béasica de baixa massa molecular, denominada fator litico

direto (DLF), que interfere no crescimento bacteriano. Em 1970, Skarnes foi o



27

primeiro a demonstrar que a L-aminoacido oxidase presente no veneno de
Crotalus adamanteus possui atividades antibactericida.

Stocker & Traynor (1986) descreveram efeitos inibitérios dos venenos de
Naja naja soutratrix, Vipera russelli e Crotalus adamanteus em E. coli. Em 1991,
(Stiles et al.) demonstraram que 30 diferentes venenos de serpentes asiaticas,
africanas, australianas e norte-americanas possuem atividade antibacteriana.

A partir destes estudos pioneiros, varios outros foram realizados, sendo
que, nos Uultimos anos estas pesquisas se intensificaram bastante e tém
demonstrado que a enzima L-aminoacido oxidase isolada de varios venenos
ofidicos tem-se mostrado importante para a inibicdo do crescimento de varios
microrganismos. Além do trabalho de Skarnes (1970), ja citado anteriormente, a
enzima L-aminoacido oxidase do veneno de Pseudechis autralis, foi muito
eficiente contra Aeromonas, sendo 70 vezes mais eficiente que a tetraciclina
(Stiles et al., 1991), a de Agkistrodon halus, inibiu o crescimento de E. coli e
Staphylococcus aureus (Yan et al., 2000). Esta mesma enzima isolada do veneno
de Bothrops alternatus, impediu o crescimento de Pseudomonas aeruginosa
(Stabeli et al., 2004), a encontrada no veneno de Trimerusurus jerdoni inibiu a
atividade de Bacillus megaterium (Lu et al., 2002). Em testes “in vitro”, a LAO de
B. moojeni, provocou a morte em diferentes espécies de Leishmania (Tempone et
al., 2001). A TSV-LAO, isolada e clonada a partir da peconha de Trimeresurus
stejnegeri, inibiu a replicacao de células infectadas por HIV-1 (Zhang et al., 2003).

A L-aminoacido oxidase foi estudada ainda nos venenos de Bothrops
marajoensis (Costa Torres et al., 2010), onde foi capaz de inibir do crescimento
de P. aeruginosa, Candida albicans e S. aureus e nos venenos de Naja naja

oxiana (Samel et al., 2008) e Daboia russelli siamensis (Zhong et al., 2009).
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Outra enzima muito importante na atividade antimicrobiana estudada a
partir dos venenos ofidicos, é a fosfolipase (Iglesias et al., 2005; Nevalainen et al.,
2008). As miotoxinas com atividade fosfolipasica, BthTx-I e BthTx-Il, isoladas do
veneno de B. jararacussu, apresentam atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram-negativas Xanthomonas axonopodis. pv. Passiflorae (Barbosa et al., 2005).
Fosfolipases secretérias dos grupos IA, IB, IIA e lll foram capaz de inibir o
crescimento de Plasmodium falciparum (Guillaume et al., 2004).

Outras moléculas presentes nos venenos ofidicos também foram
identificadas como potentes inibidores do crescimento bacteriano. Nair et al.
(2007) isolaram a partir da peconha de Taijpan microlepidotus, uma molécula
denominada Omwaprin, uma proteina catiénica, com 50 aminoacidos, a qual nao
€ toxica para camundongos em doses de até 10 mg/kg quando administrada por
via intraperitoneal e que mostra atividade seletiva e dose-dependente contra
bactérias Gram-positivas.

Magaldi et al. (2002), estudando a peconha de Crotalus durissus
cumanensis, frente a sua atividade antifingica contra leveduras e fungos
filamentosos, identificou uma susceptibilidade destes a peconha de 78,6% e 50%
respectivamente. Outro trabalho mais recente, realizado com peptideo sintético,
homélogo da fosfolipase A, presente na peconha de B. asper, também
demonstrou que o0 veneno possui uma potente atividade fungicida contra algumas
espécies clinicas de Candida, em particular a espécie de Candida albicans
(Murillo et al., 2007). Outro estudo demonstrou que a fracdo Pep5Bj, do veneno
de B. jararaca possui atividade de inibicdo do crescimento de fungos
fitopatogénicos (Fusarium oxysporum e Colletotrichum lindemuthianum) e

leveduras (C.albicans e Saccharomyces cerevisiae) (Gomes et al., 2005).
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A crotacetina, uma lectina do tipo C, isolada do veneno de C. durissus
cascavella, além de sua atividade de inducdo na atividade plaquetaria, foi capaz
de inibir o crescimento de varias bactérias gram positivas e negativas (Radis-
Baptista et al., 2006). Uma metaloproteinase isolada do veneno de Agkistrodon
halys pallas exibiu propriedades antibacterianas e foi ativa contra S. aureus, P.
vulgaris, P. mirabilis e B. pseudomallei multirresistente (cepa KHW) (Samy et al.,
2008).

Estudos da acao antimicrobiana com venenos animais séo realizados em
todo o mundo, no entanto, peconhas de espécies de serpentes tipicas do cerrado
brasileiro sdo pouco estudadas, principalmente no que diz respeito a atividade
antimicrobiana. Além disso, a maioria destes estudos néo inclui bactérias isoladas
de pacientes com infec¢do hospitalar. Desta forma, componentes presentes nas
peconhas de serpentes encontradas no centro-oeste brasileiro podem constituir
em importantes opcdes para a producao de antibidticos potentes contra bactérias
multirresistentes a diferentes classes de antimicrobianos, que frequentemente
estdo associadas com infeccdes hospitalares e mais recentemente com infecgdes
comunitarias.

Os venenos de animais desempenham diversas fungdes na natureza:
funcbes defensivas como em alguns lepidépteros (taturanas); alimentares, nos
venenos de serpentes, escorpides, aranhas, sendo utilizados na imobilizacdo e no
inicio da digestao do animal (presa) que servira como alimento (alguns casos);
ataque, com intuito de defesa, no caso de serpentes e principalmente de
formigas, vespas e abelhas e na protecao de suas colbnias (Bolands, 1984).

Os venenos de serpentes sao produzidos em glandulas especializadas

capazes de sintetizar e secretar grandes quantidades de substancias
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biologicamente ativas, compostas principalmente de proteinas e polipeptideos.
Varias destas substancias ja analisadas demonstraram efeitos biolégicos
diversificados (Bolands, 1984).

Esta variabilidade na composicdo quimica e nas acbes biolégicas dos
venenos pode ter carater tanto interespecifico como intraespecifico, caracterizado
pelas acdes bioldgicas dos venenos de serpentes do género Bothrops (Meier
1986; Furtado et al. 1991; Otero et al,. 1992).

Estudos detectaram no veneno de B. atrox a atividade L-aminoacido
oxidase, uma enzima que catalisa a conversdao de um L-aminoacido em seu
respectivo a-cetoacido (Zeller & Maritz, 1944). Do veneno desta serpente,
também foram isolados componentes denominados "fatores de crescimento dos
nervos" (Nerve Factor Growth, NFG). Sao proteinas sollveis que regulam a
sobrevivéncia, crescimento e plasticidade morfolégica ou atuam na sintese de
proteinas para funcdes diferenciadas dos neurénios (Kostiza & Meier, 1986). O
NFG é uma proteina com massa molecular (Mr) de 35 kDa, com 10-20% de
carboidratos (Hogue-Angeletti et al., 1976). Isolou-se também, do veneno de B.
atrox, uma lectina denominada trombolectina, que apresenta atividade agregadora
de plaquetas (Gartner et al., 1980).

As enzimas que atuam sobre o fibrinogénio para formar fibrina,
denominadas trombina-simile, foram isoladas de venenos de serpentes. Algumas
destas enzimas clivam, conjuntamente, as cadeias Aa e Bb do fibrinogénio,
liberando os fibrinopeptideos A e B. Outras clivam apenas a cadeia Aa , liberando
o fibrinopeptideo A (Stocker et al., 1986).

Duas enzimas apresentam fungdes essenciais da trombina, a protease

trombina-simile “batroxobina”, isolada do veneno de B. atrox, que possui atividade
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apenas sobre a cadeia Aa do fibrinogénio, formando-se coagulos fracos de fibrina.
A serinaproteinase "trombocitina" apresenta baixa atividade proteolitica sobre o
fibrinogénio, mas induz agregacdo plaquetaria e ambas sdo complementares
(Kirby et al., 1979; Meier et al., 1986).

Em outros estudos foram isoladas duas fracdes do veneno de B. atrox
capazes de ativar o fator X da cascata da coagulagdo. Estas fracbes séao
constituidas por uma cadeia polipeptidica com Mr 59 kDa, ligada por pontes
dissulfeto a uma ou duas cadeias leves com Mr 14-15 kDa, n&o sendo inibidas por
inibidores especificos de serinaproteases (Hoffmann & Bom 1987).

Além destas fracoes, foi purificado um fator ativador da protrombina, que
possui Mr 70 kDa, também nao inibido por inibidores de serinaproteases, mas
inibido por inibidores especificos de metaloproteases, indicando que esta,
provavelmente, seja uma metaloprotease (Hofmann & Bom, 1987). A funcao
destes fatores no envenenamento € desconhecida (Sano-Martins, 1997).

Presentes em varios venenos, as enzimas PLA2 atuam hidroliticamente na
ligacdo éster do carbono 2 dos fosfolipideos. Além da atividade enzimatica, as
PLA2 podem apresentar outros efeitos farmacol6gicos como: cardiotoxicos,
neurotoxicos, hemorragicos, hemoliticos (Torres et al., 2010)

Pesquisadores isolaram uma miotoxina basica com Mr 13.5 kDa do veneno
de B. atrox da Colémbia, que apresentava atividade fosfolipasica e anticoagulante
(Arni & Ward, 1996; Lomonte et al., 1990). Em estudo feito com veneno de 21
exemplares adultos de B. atrox procedentes de diferentes regides geograficas do
Estado do Amazonas, com a finalidade de verificar a frequéncia das duas

isoformas de PLA2, observou-se que 76,19% apresentaram BaPLA2M-I e 100%
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BaPLA2M-II. A presenca ou auséncia de BaPLA2M-l1 é independente da
procedéncia geografica dos animais (Lopez-Lozano et al., 2002).

Foram isoladas do veneno de B. moojeni, duas miotoxinas | e Il com Mr
13,5 kDa, que possuem estrutura de PLA2 mas nédo possuem atividade
fosfolipasica (Lomonte et al., 1990). Do veneno de B. pirajai, foi isolada uma
miotoxina denominada piratoxin-l (PrTX-1), com atividade de PLA2 nao detectada.
Supostamente, trata-se de uma miotoxina Lys-49 com estrutura de PLA2
(Mancuso et al., 1995).

Varias miotoxinas tém sido isoladas do veneno de B. asper como a
miotoxina denominada miotoxina | com Massa molecular 10,7 kDa e com
atividade de PLA2 (Gutierrez et al., 1984).

Em 1986, foi isolada uma fosfolipase miotéxica com Massa molecular 14,1
kDa (Mebs & Samejima 2001). Também isolaram a miotoxina Il com Mr 13,3 kDa,
sem atividade fosfolipasica (Lomonte; Gutierrez, 1990). Posteriormente isolaram a
miotoxina Ill, uma proteina basica com Mr 13,9 kDa, que possui atividade de
PLA2, e em 1995 foi isolado a miotoxina IV, uma miotoxina sem atividade PLA2 e
com Mr 15,5 kDa (Kaiser et al., 1990).

A hemorragia € um dos efeitos mais caracteristicos induzidos pelos
venenos de serpentes da sub-familia Crotalinae. Dois mecanismos sao descritos
para o escape de hemacias e componentes do sangue para os compartimentos
teciduais (Gutierrez; Lomonte 1989; Kamiguti et al., 1996) a seguir:

a) hemorragia por "diapedese"- através do alargamento das juncdes entre

as células endoteliais, com consequente escape.
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b) hemorragia "per rhexis" - desfazendo a integridade das células
endoteliais, com escape de hemacias através da fenda formada dentro destas
celulas.

Estudos de componentes dos venenos de serpentes, com capacidade de
inibir a funcdo plaquetaria, tais como as desintegrinas, enzimas PLA2 e
metaloproteinases hemorragicas, tém sido realizados. As desintegrinas sao
peptideos desprovidos de atividade enzimatica, com Mr entre 5 a 7 kDa
aproximadamente, contendo sequéncias desintegrinas-/ike - RGD ou KGD (regiao
desintegrina) pelas quais elas podem se ligar as integrinas da superficie
plaguetaria (receptores de membrana, potencializando a inibicdo da agregacao
plaquetaria) (Kamiguti et al., 1996).

Foi isolada do veneno de B. atrox, uma desintegrina, “batroxostatina”, com
potente atividade inibidora da agregacao plaquetaria (Rucinski, et al., 1990). Do
veneno de B. jararaca, foi isolada uma metaloproteinase denominada
"jararhagina" com atividade hemorragica; entretanto, os dominios semelhantes as
desintegrinas, nas metaloproteinases, nao possuem a sequéncia RGD e sim uma
sequéncia ECD (regidao nao desintegrina-simile), proxima da regiao onde se
encontra a sequéncia RGD nas desintegrinas. Esta regido da jararhagina é a
responsavel pela inibicao da agregacao plaquetaria (Kamiguti, et al., 1996).

Em outro estudo isolou-se do veneno de B. atrox uma metaloproteinase
com Massa molecular 50 kDa, com atividade hemorragica. Os venenos botrépicos
possuem acao vasodilatadora, em funcédo da sua capacidade de gerar peptideos
vasoativos (atividade cininogenase), denominados de cininas. Do ponto de vista

fisioldgico, estas cininas encontram-se sob estrito controle regulador de enzimas
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especificas inativadoras. Por exemplo, a enzima de conversao da angiotensina
(cininase Il) cliva dipeptideos da bradicinina, tornando-a inativa (Cavinato, 1994).
Outros autores isolaram do veneno de B. jararaca, peptideos de 5 a 13
residuos de aminoacidos potencializadores da atividade hipotensora da
bradicinina. Estes peptideos agem inibindo a atividade proteolitica da cininase |l
sobre a bradicinina (Ferreira, et al 1970).
Estudos realizados "in vitro" demonstraram o efeito citolitico do veneno

bruto de B. atrox sobre células tumorais (Cotte, et al., 1972).



2. Agentes Etioldgicos: bacilos gram-negativos fermentadores e
nao fermentadores de glicose

2.1. Pseudomonas spp.

As Pseudomonas aeruginosa estdo amplamente distribuidas no meio
ambiente e sdo causa crescente de infeccdes sérias em hospitais, onde afetam
principalmente pacientes imunocomprometidos. Muitas espécies sdo conhecidas
pela sua resisténcia a todas as classes de antimicrobianos e pela facilidade com a
qual podem adquirir novos mecanismos de resisténcia (Enoch et al., 2007).

A familia Pseudomonadaceae é formada por diversos géneros, dentre eles,
Pseudomonas que envolve um grande grupo de espécies de bastonetes retos ou
curvos, aerébios, nao esporulados (Pollack, 1995). Mede aproximadamente de
1,5 a 5,0 ym de comprimento por 0,5 a 1,0 um de largura e quase todas as cepas
apresentam motilidade devido a presenca de apenas um flagelo polar (Koneman
2001).

As Pseudomonas sao produtoras de pigmentos de diferentes tonalidades,
dentre os principais destacam-se a piocianina (azul), a pioverdina (verde), a
piorrubina (vermelho) e a piomelanina (marrom para o preto) (Visca, et al., 1992).
Possuem também o odor de fruta adocicado e formacdo de colbonias com
aspectos morfologicos variados, podendo ser diminutas ou até planas, difusas ou
mucdides com bordos serrados e brilho metalico (Gillardi, 1980).

A P. aeruginosa € um bacilo gram-negativo ndo fermentador de glicose.
Apresenta como caracteristica oxidase positiva, B-hemodlise em agar sangue,
motilidade positiva, crescimento a 42°C, reducdo de nitrato a nitrito, lisina
descarboxilase negativa, acetamida positiva, malonato positivo, citrato positivo,

indol negativo, formacéo de acido oxidativamente a partir da glicose e do manitol,
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incapacidade de oxidar maltose e lactose, DNAse negativa (Hugh & Leifson,
1953). Este microrganismo tem a capacidade de crescer dentro de um espectro
variado de temperatura que pode variar entre 5°C a 42°C. Entretanto, a
temperatura ideal para o crescimento € de 37°C (Pollack, 2000; Koneman et al,

2001).

2.2. Acinetobacter spp.

O género Acinetobacter, atualmente classificado na familia Moraxellaceae
compreende cocobacilos gram-negativos, nao-fermentadores de glicose,
estritamente aerdbicos, imdveis, catalase positiva e oxidase negativa.
Apresentando melhores taxas de crescimento entre 20°C e 30°C, sem
requerimento de fatores de crescimento e raramente reduzindo o nitrato (Bouvet &
Grimont, 1986; Bergogne-bérézin & Tower, 1996).

As espécies desse género sao saprofitas de vida livre que podem ser
facilmente isoladas do solo, agua, alimentos e também colonizando a pele de
profissionais da saude e de pacientes (Towner, 2002).

A diversidade do género Acinetobacter é observada pela variedade de
grupos fenotipicos e de grupos de DNA homologos. Em razdo de critérios
insuficientes para a identificacdo, porém, costumava-se considerar os membros

do género como pertencentes a uma Unica espécie, Acinetobacter calcoaceticus.

2.3. Escherichia coli

O género Escherichia é composto por cinco espécies bacterianas:

Escherichia blattae, Escherichia coli, Escherichia fergusonni, Escherichia
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hermannii e Escherichia vulneris. Este género pertence a familia
Enterobacteriaceae. Dessas cinco espécies, a E. coli € a mais comumente isolada
de espécimes humanos. Sao bactérias encapsuladas, com 0,5 a 2,0 um de
didmetro e 2,0 a 4,0 um de comprimento, ndo esporuladas, com motilidade
variavel e sao anaerbbias facultativas. Caracterizam-se também por néao
utilizarem o citrato como fonte Unica de carbono e por fermentarem a glicose
(Koneman, 2001).

As amostras de E. coli apresentam-se sobre a superficie do agar sangue
como colbnias sobrelevadas, com didmetros de 2 a 3 mm, opacas, de aspecto
mucoide e com coloragao acinzentada. Pela coloracdo de Gram, sdo visualizadas
como bacilos gram-negativos isolados, aos pares ou em cadeias curtas. Estao
presentes na microbiota intestinal de individuos sadios e pode acarretar infeccdes
intestinais e extraintestinais em individuos sadios e imunodeprimidos (Koneman,

2001)..

2.4. Klebsiella pneumoniae

O género Klebsiella, também pertence a familia Enterobacteriaceae, a qual
€ constituida por um grupo heterogéneo de bactérias gram-negativas. Este
género foi designado por Trevisan em 1885, sendo que este também foi
responsavel pela descricdo da espécie K. pneumoniae. O género Klebsiella foi
definido por hibridagdo do &cido desoxirribonucléico (DNA) e permitiu a
identificacao de cinco espécies: K. oxytoca; K. planticola; K. terrigena; K. mobilis e
K. pneumoniae. Esta Ultima € subclassificada em trés subespécies: K.

pneumoniae subespécie pneumoniae, K. pneumoniae subespécie ozaenae e K.
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pneumoniae subespécie rhinoscleromatis. Entre as trés subespécies de K.
pneumoniae é a mais importante (Podschun & Ullmann, 1998; Martinez et al,,
2004; Umed, 2008;).

A K. pneumoniae € um bacilo gram-negativo com melhor crescimento em
condigbes aerodbias, ndo esporulado e cujo tamanho varia de 0,3 a 1 uym de
didmetro e 0,6 a 6 um de comprimento. E imével e produz coldnias grandes e
gomosas quando cultivadas em placas com nutrientes. Apresentam col6nias
roseas, brilhantes, com aspecto sobrelevado e de consisténcia mucoide no agar
MacConcKey. As colbnias formadas sao grandes devido a capsula mucéide
polissacaridica (Antigeno K), que protege contra a fagocitose por granuldcitos,
contra a agao de fatores bactericidas do soro e ainda tem funcao de auxiliar na

aderéncia (Umed, 2008; Martinez et al., 2004).

2.1.1. Epidemiologia das infeccoes causadas por microrganismos nhao
fermentadores e fermentadores da glicose

A P. aeruginosa é uma causa rara de infeccdo no ser humano sadio,
apesar do microrganismo ser encontrado na microbiota intestinal de adultos
sadios (Souto, 2006). As infeccbes causadas por esse microrgranismo,
principalmente os multirresistente a diferentes classes de antimicrobianos séo
motivo de alerta quando detectados, sobretudo, em pacientes hospitalizados. Em
funcéo da frequéncia, da gravidade da doenca causada e do custo do tratamento,
as infecgdes por bacilos Gram-negativos adquiridos no hospital sdo consideradas
hoje como um dos maiores problemas de saude publica (Cunha Junior, et al,

2007).
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A P. aeruginosa € principalmente um patégeno nosocomial e se destaca
pela freqiéncia e pela elevada morbi-mortalidade relacionada as suas infecgoes
(Carmeli et al, 1999; Martins, 2002). Sua frequéncia varia segundo a regiao, o tipo
de hospital, de paciente e mesmo dentro da mesma instituicdo, segundo a
unidade de internacdo, a doenca de base e o tipo de tratamento a que sao
submetidos, principalmente aquelas terapias que envolvem a imunossupressao
induzida ou nao (Pitt et al., 1997; Jones, 2000; Pollack, 2000; Galles et al., 2001).

Em um estudo realizado em um Hospital Universitario Brasileiro, no periodo
de 2005 a 2008 a P. aeruginosa multirresistente foi o terceiro patégeno mais
frequente encontrado na Unidade de terapia intensiva (Oliveira, 2010). O
Programa de Vigilancia de Resisténcia aos Antimicrobianos, denominado
SENTRY avaliou 70.067 amostras clinicas provenientes de pacientes internados
em hospitais da Asia, Europa, Estados Unidos, Canada e América Latina, no
periodo de 1997 a 1999 e demonstrou que 9% dessas amostras eram P.
aeruginosa. A ocorréncia de infeccoes causadas por P. aeruginosa foi maior na
América Latina (11,4%) e Asia (11,4%), quando comparada a Europa (9,3%),
Estados Unidos (8,7%) e Canada (8,6%). O trato respiratério foi o sitio que
apresentou a maior prevaléncia de infecgao por P. aeruginosa (Pires, et al, 2009).

No Brasil, ndo ha um estudo epidemiol6gico demonstrando a prevaléncia
das infecoes hospitalares de acordo com seu agente etiolégico, mas tdo somente
estudos regionais, como o realizado na cidade do Rio de Janeiro, entre 2000 e
2002, no Instituto Nacional do Céancer, que avaliaram 112 bacteremias
hospitalares consecutivas de pacientes cirargicos oncolégicos. Eles observaram
que a mortalidade nao foi diferente segundo a resisténcia, mas sim entre as

doencas de base do paciente e a origem da bacteremia (Gabe et al, 2009). No
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Brasil segundo o SENTRY, a P. aeruginosa foi a causa mais frequente de
infeccbes do trato respiratério (32%), seguida por infeccées do trato urinario,
ferida cirurgica, e o sexto patégeno mais comumente isolado em infeccoes da
corrente sanguinea (7%), como demonstrado em um estudo realizado no periodo
de 1997 a 2001 (Sader et al, 2001).

As infecoes causadas por Acinetobacter spp. sao frequentemente
relacionadas com a ocorréncia de surtos de infecgdes hospitalares. Tal
microrganismo sobrevive por muito tempo em ambientes secos e inanimados
(Takagi et al., 2009). A resisténcia as condigcbes ambientais adversas, como a
dissecagdo € uma propriedade que pode aumentar sua transmissibilidade e ser
caracteristica das amostras relacionadas aos surtos ocorridos no ambiente
hospitalar (Jawad et al., 1998).

Dados publicados pelo National Nosocomial Infections Surveillance System
(NNISS) em pacientes de UTI, mostraram que, em 2003, o Acinetobacter spp. foi
responsavel por 6,9% das pneumonias, 2,4% das bacteriemias, 2,1% das
infeccbes em sitios cirdrgicos e 1,6% das infeccbes urinarias, enquanto que
Pseudomonas spp. foi responsavel por 18,1%, 3,4%, 9,5% e 16,3% destas
infeccdes respectivamente (Falagas & Kopterides, 2006).

Varios surtos de infeccdo hospitalar por A. baumannii multirresistentes
foram descritos, nas Américas, na Europa, na Asia e na Africa (Brito, 2010).

Como citado acima, verifica-se no Brasil caréncia de estudo que demonstre
a prevaléncia das infecgdes hospitalares em todo o territério nacional, segundo o
seu agente etiolégico. Entretanto, iniciativas isoladas sao realizadas em algumas
regides como no sudeste e sul do Brasil. Um estudo realizado na UTI do Hospital

Universitario de Londrina, no periodo de 2003 a 2005, identificou que o A.
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baumannii foi 0 maior causador de pneumonias associadas a ventilagdo mecéanica
(Carneiro; Saridakis, 2008). J4 no Hospital Universitario de Maringa, outro estudo
realizado no periodo de 2000 a 2005, identificou aumento significativo de
infeccdes na corrente sanguinea por este mesmo agente. Tal estudo demonstrou
que 68,7% das amostras do total de 36 hemoculturas foram positivas para
Acinetobacter spp. Isolado de pacientes em tratamento na UTI (Laiser et al.,
2007).

Estudos demonstraram que pacientes infectados e/ou colonizados podem
ser os reservatorios de A. baumannii, € que a principal via de transmissao ocorre
pelas maos dos profissionais de saude (Del Mar Tomas et al., 2005). Os niveis de
colonizacdo na pele de profissionais da saude em ambulatérios podem variar
entre 25% a 40%, em relacdo aos pacientes hospitalizados que podem chegar a
75% (Marchaim et al., 2007).

A suscetibilidade do A. baumannii aos antimicrobianos varia
consideravelmente entre os paises, hospitais e até mesmo entre as unidades de
internagdo de um mesmo hospital, refletindo diferentes modelos de uso de
antimicrobianos e situacoes epidemiolégicas (Cisneros & Band 2002; Livermore,
2010).

A K. pneumoniae e E. coli sdao importantes causas de infeccdes
comunitarias e hospitalares e a prevaléncia das infecgdes causadas por estas
bactérias, sobretudo aquelas produtoras de beta-lactamase de espectro ampliado
(ESBL), varia conforme o pais, a instituicdo de saude e o sitio de isolamento
(Tanaka et al., 2007; Pinheiro et al., 2008).

Um estudo realizado na Europa demonstrou que a prevaléncia de producao

de ESBL entre isolados de Enterobacteriaceae varia de pais para pais, sendo que
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nos paises baixos, menos de 1% de E. coli e K. pneumoniae s&o produtoras de
ESBL. Na Franga 40% dos isolados de K. pneumoniae produtoras de ESBL eram
resistentes a ceftazidima. No Japao a resisténcia aos B-lactamicos ainda é baixa,
onde menos de 0,1% das E. coli e 0,3% das K. pneumoniae sao produtoras de
ESBL. Na Asia, as porcentagens de producdo de ESBL em E. coli e K.
pneumoniae variam de 4,8% na Coréia a 8,5% em Taiwan e mais de 12% em
Hong Kong. Na Etiopia, um estudo demonstrou que 94,7% das amostras deste
patdbgeno eram resistentes as cafalosporinas e dentre estas, 67% apresentaram
altos niveis de resisténcia a multiplas drogas (Philippon et al.,1989; Jones, 2000;
Bradford, 2001; Marra, 2002).

Na América Latina, a prevaléncia de amostras de K. pneumoniae
produtoras de ESBL é bem maior que a média mundial, que varia entre 20 e 30%.
No Brasil, alguns estudos realizados no Hospital Sdo Paulo, hospital escola da
Universidade Federal de Sao Paulo, demonstraram que a prevaléncia de K.
pneumoniae produtora de ESBL foi de 39%. Outro estudo constatou-se que 39%
das cepas de K. pneumoniae isoladas da corrente sanguinea eram produtoras de
ESBL. Neste mesmo hospital, Carmo Filho (2003) demonstrou que a prevaléncia
de infecgbes causadas por K. pneumoniae em UTI de pacientes adultos foi de
31% e destas, 69%, eram produtoras de ESBL. Na UTI Neonatal, a prevaléncia
de infeccdo hospitalar causada pelo mesmo patégeno foi de 53,8% e destas
46,2% eram produtoras de ESBL (Gales et al.,, 1997; Jones, 2000; Marra, 2002;
Carmo Filho, 20083).

Outro estudo realizado em dois hospitais na cidade de Goiania, com
isolados de K. pneumoniae identificadas em amostras clinicas sucessivas,

demonstrou que 25% dos isolados provenientes de um hospital eram produtores
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de B-lactamase de espectro ampliado, enquanto que 66,7% dos isolados
provenientes do outro hospital também eram produtores da mesma enzima

(Santos et al, 2008).



3. Mecanismos de Resisténcia Bacteriana

3.1. Degradacao de B-lactamicos: principal mecanismo de resisténcia
identificado em bactérias Gram-negativas

Diversas bactérias Gram-negativas possuem genes que codificam
enzimas, as quais estdo diretamente relacionadas com a resistencia desses
patdgenos aos antimicribianos. A K. pneumoniae é o género que produz a maior
variedade destas enzimas, o que poderia ser explicado pelo fato destes
microrganismos serem bons vetores para plasmideos ou por permitirem a
evolucdo de genes que codificam ESBL mais rapidamente que outras
Enterobacteriaceae. Muitos genes de ESBL sao localizados em plasmideos com
poucos numeros de copias (Livermore, 1995).

A emergéncia e disseminacdo de organismos multirresistentes revelam
uma variedade de fatores responsaveis pelo aumento da resisténcia bacteriana
aos antimicrobianos. Alguns desses fatores podem ser consequencia de
mutagées em genes de resisténcia, ampliando seu espectro de atividade. A troca
de informagdes genéticas, por transformacéo, conjugacao e transdugédo entre os
microrganismos permite que 0s genes de resisténcia sejam disseminados pelo
ambiente e transmitidos para novos hospedeiros, Figura 3. Além disso, as
condicoes no meio ambiente hospitalar e da comunidade levam a uma pressao
seletiva, que facilita o desenvolvimento e disseminagcdo de clones bacterianos
multirresistentes (Bertoncheli et al, 2008). Os genes que codificam as B-
lactamases podem ser cromossémicos ou plasmidiais, e a mobilidade genética
pode ser ampliada por meio de transposons, que transportam os respectivos

genes dos plasmideos para os cromossomos. Apesar de mais incomum, o inverso
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também pode ocorrer; como também pode haver a transferéncia de material
genético entre uma bactéria e outra (intra e inter espécie) por meio de
conjugacao, transformacao ou transducéo (figura 3) (Livermore, 1995; Tenover et

al., 1995).
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Figura 3. Transferéncia de material genético entre bactérias. Localizado em:

http://www.textbookofbacteriology.net/resantimicrobial 3.html Acessado em 1 de Agosto

de 2010

Os mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos desenvolvidos por
bactérias gram negativas sdo: alteragcdo da permeabilidade de membrana
externa pela modificacdo das porinas; alteragcdo do sitio de ligacao dos
antimicrobianos; mecanismo ativo de efluxo; e producao de enzimas inativadoras

de antimicrobianos (Figura 4).
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Figura 4. Mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos (Munoz-Price & Weinstein
2008).

Estas enzimas, ESBL, sédo responsaveis pela hidrélise do anel B-lactamico,
impossibilitando desta forma a sua atividade antimicrobiana (Figura 5)
(Livermore, 1995). As [B-lactamases possuem dois mecanismos de agdo: o
mecanismo zinco dependente que utiliza o zinco como co-fator para atividade
enzimatica (metalo-betalactamase) e o outro mecanismo que atua via ester de

serina (ESBL). A maioria das B-lactamases possui a “via serina” como o
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mecanismo principal de acdo, ou seja, o anel B-lactdmico € atacado pela
hidroxila livre da cadeia lateral do residuo de serina que ativa o sitio da enzima,
produzindo um ester acil covalente. Apéds a hidrélise do ester, da-se finalmente a
liberacdo da enzima ativa e o hidrolizado que € a droga inativada (figuras 6)

(Bush & Sykes, 1983; Waley, 1987).

Figura 5. Estrutura terciaria da B-lactamase tipo TEM classe A (Knox, 1995).
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Figura 6. Acao da serina de uma B-lactamase (Waley, 1987)
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3.2. Metalo-B-lactamase (ML)

A producdo de metalo-enzima por alguns patégenos é motivo de
preocupacdao mundial, pela sua capacidade de degradar os carbapenems
(QOliveira, 2007).

A maioria dos genes de MBLs sao encontrados em plasmideos e
usualmente apresentam entre 120 e 180 Kb. Entretanto, alguns genes, tais como,
bla VIM-7 descrito nos Estados Unidos sédo carreados por um plasmideo
conjugativo de 24 Kb (Toleman et al., 2004). Esta proteina possui no sitio ativo

uma molécula de zinco (Figura 7).

Figura 7. Estrutura cristalografica de uma metalo beta-lactamase do Bacillus cereus.
(http://www.google.com.br/imgres?imgurl=http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons
/1/14/1BMC.png&imgrefurl=http://commons.wikimedia.org/wiki/File:1BMC.png&usg=__he
3sbrJZVIzrKIAM7WJEfiMJct0=&h=1080&w=1440&sz=585&h|=pt-
BR&start=107&um=1&itbs=1&tbnid=CE6YQOjll0bR5tM:&tbnh=113&tbnw=150&prev=/imag
€5%3Fq%3Dmetallo%2Bbeta%2Blactamase%26start%3D90%26um%3D1%26h|%3Dpt-
BR%265a%3DN%26ndsp%3D18%26tbs%3Disch:1) Acesso no dia 12 de julho de 2010
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3.2.1. IMP

Esta familia é muito comum no sul da Asia, e foi a primeira indicagdo de
MBLs encontrada em P. aeruginosa no Japao em 1988. O gene de resisténcia foi
identificado em um plasmideo conjugativo transferivel que poderia ter sido
mobilizado de outro isolado de Pseudomonas (Watanabe et al., 1991; Osano et
al.,1994).

Um estudo realizado no Japao entre 1992 e 1994, identificou a presenca do
gene bla IMP-1 em isolados de P. aeruginosa (Senda et al., 1996; Shibata et al.,
2003).

O IMP-1 foi encontrado recentemente na Inglaterra em isolados de A. junnii
e A. baumannii. Estudos retrospectivos em isolados resistentes coletados em
1994, em Hong Kong, em 1995, no Canada, determinaram que a resisténcia ao
carbapenem fosse devida ao IMP-7 e ao IMP-4 em Acinetobacter spp. de Hong
Kong. IMP-4 também tem sido encontrada na Austrdlia, em E. coli, K.
pneumoniae, e P. aeruginosa, possivelmente, “importado” do sudeste da Asia
(Chu et al., 2001; Gibb et al., 2002; Towner et al., 2002; Tysall et al., 2002; Peleg
et al., 2004, Poirel et al., 2004b).

A Unica informagédo na literatura cientifica sobre MBLs do tipo IMP na
América tem principalmente, vindo do Brasil, onde existe um sério problema com
isolados de A. baumannii multiresistentes a diversos antimicrobianos (Gales et al.,

2003a).
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3.2.2. VIM

O segundo grupo dominante das MBL é o de enzimas do tipo VIM
(Veronese imipenemase). VIM-1 foi descrito primeiramente em Verona, ltalia, de
um isolado de P. aeruginosa. Este isolado clinico, recuperado em 1997, foi
resistente a diversos B-lactamicos, incluindo piperacilina, ceftazidima, imipenem, e
aztreonam (Lauretti et al., 1999).

Esta enzima é tipica da classe B, hidrolisando diversos [B-lactamicos
exceto, aztreonam. O gene blaVIM-1 foi integrado como um gene cassete dentro
da classe 1 de integrons. No isolado da P. aeruginosa, o gene blaVIM-1 contendo
o integron foi provavelmente localizado no cromossomo bacteriano (Lauretti et al.,
1999).

O gene blaVIM-2 foi primeiramente identificado na Franca de um isolado
de P. aeruginosa de uma cultura sanguinea de um paciente em 1996. Este
isolado foi resistente a diversos B-lactamicos, incluindo ceftazidime, cefepime, e
imipenem, mas permaneceu susceptivel ao aztreonam (Poirel et al., 2000;

Giakkoupi et al., 2003; Scoulica et al., 2004).

3.2.3. SPM

Em Sao Paulo (Brasil) uma cepa de P. aeruginosa, isolada em 1997,
demonstrou conter um novo gene, designado b/laSPM-1 (Sao Paulo MBL). O gene
blaSPM-1 é Unico , pois esta imediatamente associado com elementos de regides
comuns e ndo com transposons ou integrons. Esses elementos comuns diferem
significativamente em isolados de P. aeruginosa coletados de diferentes areas do

Brasil (Toleman et al., 2002; Poirel et al., 2004a).
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O SPM-1, assim como IMP-1 e VIM-1, ndo hidrolisam &acido clavulanico ou
aztreonam, 0s quais podem atuar como inibidores competitivos. A enzima
demonstra um perfil de hidrélise Unico, e mantém uma cinética constante na
presenca de B-lactamicos e inibidores de B-lactamases. A variante SPM-1 difere
do grupo das IMP e VIM por apresentar um intervalo de hidrélise maior na
presenca de penicilina e ampicilina e por exibir uma catdlise reduzida para
carbenicilinas; mas mesmo assim o grupo das SPM possui a capacidade de
hidrolisar ticarcilina (Toleman et al., 2002; Gales et al., 2003b; Murphy et al.,
2003).

Pelo exposto é imperativo que sejam identificadas novas moléculas, na
natureza, que possuam atividade para inibir o crescimento de microrganismos

potencialmente patogénicos.



4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Identificar a atividade antibacteriana no veneno da serpente B. moojeni em
bactérias gram negativas fermentadoras e ndo fermentadoras de glicose

produtoras de diferentes enzimas degradadoras de B-lactamicos.

4.2. Objetivos Especificos

- Avaliar a atividade antimicrobiana do veneno bruto da B. moojeni sobre
bactérias gram-negativas produtoras e ndo produtoras de metalo-B-lactamase e
de B-lactamases de espectro ampliado.

- Avaliar os efeitos das diferentes concentracbes do veneno bruto de B.
moojeni sobre bactérias gram-negativas produtoras e nao produtoras de metalo-f3-
lactamases e de B-lactamases de espectro ampliado.



5. MATERIAL E METODOS

5.1. Extracao de Venenos

Os venenos utilizados para a identificagdo da atividade antibacteriana
foram das serpentes B. moojeni, mantidas no serpentario do Centro de Estudos e
Pesquisas Bioldgicas (CEPB), da Pontificia Universidade Catdlica de Goias.
Esses venenos foram extraidos por massagem manual da glandula, logo apoés,
foram clarificados por centrifugagédo a 10.000 rpm durante 15 min, a 4°C, e em

seguida, esterilizados por filtracdo e mantidos sob ultracongelamento a -80°C.

5.2. Microrganismos

Os microrganismos utilizados neste estudo foram obtidos da “American
Type Culture Collection” (ATCC) e do Banco de Microrganismos do Laboratério de
Microbiologia Clinica e Ambiental do Mestrado em Ciéncias Ambientais e Saude
da Pontificia Universidade Catdlica de Goias. Foram testados os seguintes
microrganismos: A. baumannii (cepa produtora de metalo-B-lactamase portando o
gene blawet); P. aeruginosa (ATCC 27853, cepas produtoras de metalo-B-
lactamase portando o gene IMP1; P. aeruginosa portando o gene blaymi: P.
aeruginosa portando gene blayimz); E. coli (ATCC 25922) ndo produtora de EBLS
e (ATCC 35218) produtora de ESBL e K. pneumoniae (ATCC 700603) produtora

de ESBL.
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5.3. Ensaio antibacteriano com veneno bruto — disco de difusao

Os microrganismos foram cultivados em &gar MacConckey (Oxoid®,
Inglaterra). Foram incubados a 37°C, por 24 horas em aerobiose.

Com o auxilio de uma alca bacteriolégica estéril, foram colhidas colbénias
bacterianas puras da placa de cultura fresca e suspendidas em 5 mL de solucao
salina a 0,9%, homogeneizadas em agitador de tubos (vortex). A turbidez foi
ajustada a 0,5 da escala de MacFarland que corresponde a uma suspensao
contendo aproximadamente 2 x 10® unidades formadoras de colénias (UFC/mL).
Apds a homogeneizagao do inéculo, um swab alginatado estéril foi embebido na
solucéo bacteriana e em seguida comprimido contra a parede do tubo para a
remocao do excesso do liquido. Com auxilio do swab, foi feita a inoculagdo em
forma de estrias em trés diregdes na superficie do agar Mueller-Hinton (Oxoid®,
Inglaterra) contido na placa de petri (140 x 15 mm). As placas de petri foram
deixadas a temperatura ambiente por aproximadamente cinco minutos em camara
de fluxo laminar para permitir que o excesso de umidade na superficie do agar
fosse absorvido. Em seguida, fez-se aplicacdo dos discos contendo o0s
antimicrobianos e dos discos brancos. Os discos foram retirados do freezer uma
hora antes de sua aplicacdo e deixados a temperatura ambiente. A aplicacao foi
feita com auxilio de uma pinca estéril e os discos pressionados suavemente
contra a superficie do agar.

Antes da aplicacdo do veneno bruto e suas diluices, as aliquotas foram
esterelizadas por filtracdo, usando filtro 0,22 um (Millipore NY, USA) acoplado em
seringa de 1 mL. Em seguida aplicou-se sobre os discos em branco, o veneno
bruto diluido em diferentes concentragdes de proteina (3,32 ug/mL, 6,64 pg/mL,

13,28 pg/mL, 26,56 ug/mL, 53,12 ug/mL, 106,24 ug/mL). Como controle negativo,
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foi usado disco contendo solugéo salina 0,9% e como controle positivo disco de
Imipenem a 10 ug (Oxoid®) para bactérias ndo fermentadoras de glicose e para
bactérias fermentadoras de glicose disco de Polimixina B. Ap6s aplicagcdo do
veneno sobre os discos, as placas foram incubadas a 37°C, por 18 a 24 horas
(CLSI 2008). Foi considerado eluente com atividade antibacteriana aquele que
apresentasse qualquer halo de inibicdo do crescimento bacteriano em torno do
disco de difusdo. As zonas de inibicao foram registradas em mm de diametro.
Todos os ensaios foram desenvolvidos em duplicata e foi considerada a média

dos diametros dos respectivos halos de inibi¢ao.

5.4. Determinacao de proteinas

A concentragdo de proteinas foi determinada pelo método descrito por
Bradford (1976) utilizando-se albumina sérica bovina como padrao (BSA, SIGMA,
St, Louis, MO, USA). A determinacgao do teor protéico foi feito com base em uma
curva de calibracdo. A reacédo foi conduzida pela adicao de 100 yL de amostra e
1mL do reagente de Bradford e incubado a temperatura ambiente por 5 minutos.

A leitura foi feita em espectrofotdmetro a 595 nm.

5.5. Anadlise Estatistica

Os dados foram analisados utilizando o teste t-Student com a finalidade de
identificar se as variagcbes no tamanho dos halos de inibicdo foi significativa,
considerando as diferentes concentracbes do veneno. Os resultados foram
considerados significativos quando P<0,05 significante; P<0,01 muito significante

e P<0,001 extremamente significante.



6. RESULTADOS

O estudo utilizando o veneno bruto da Serpente B. moojeni diluido em
diferentes concentragées demonstrou que o veneno desta serpente possui
atividade contra bactérias gram-negativas fermentadoras e nao fermentadoras de
glicose. O halo de inibicao foi decrescente na medida em que a concentracao do
veneno diminuia e que a diferenca entre o tamanho dos halos de inibicdo entre as

diferentes concentragdes foram estatisticamente significativas (Tabelas 1 e 2).

Para A. baumannii, a maior atividade do veneno bruto ocorreu na
concentracao de 212,48 ug/mL de proteinas, formando um halo de inibicdo de
14,0 mm enquanto o menor halo de inibicdo 10 mm ocorreu na concentragdo de
3,32 ug/mL. Esta diferenca foi muito significante (p<0,01) (Tabela 1 e Figura 8).
Por outro lado para a P. aeruginosa ATCC 27853, o maior halo de inibicao foi 13
mm para a concentragdo de proteinas de 212,48 pg/mL e o menor halo foi 10,0
mm na concentracao de 3,32 ug/mL. Essa diferencga foi muito significante (p<0,01)
(Tabela 1 e Figura 8). Com relagdo a P. aeruginosa produtora da metalo enzima
subtipo IMP1, o resultado da atividade do veneno bruto foi 0 mesmo encontrado
para o A. baumannii e a diferenga dos halos de inibicdo do crescimento foi muito
significatica (p<0,01) (Tabela 1 e Figura 8). Para as P. aeruginosas produtoras de
metalo-B-lactamase subtipos VIM1 e VIM2, o maior halo de inibicdo foi de 11,0
mm e de 13,0 mm respectivamente para a concentracdo de 212,48 pg/mL.
Entretanto o didmetro dos menores halos de inibicdo entre as duas cepas foram
diferentes. Para a cepa produtora de VIM1 foi de 8,0 mm na concentracdo de
proteinas foi de 3,32 ug/mL e para a VIM2 foi de 9,0 mm na concentracao de

proteinas de 6,64 ug/mL. Para ambas as cepas a diferenga entre os tamanhos do
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maior e menor halo de inibicao foi extremamente significante (p<0,001) (Tabela 1
e Figura 8). Na concentracao de 3,32 pg/mL do veneno bruto, ndo foi identificada
qualquer atividade na inibicdo do crescimento bacteriano para P. aeruginosa

VIM2.

Para P. aeruginosa produtoras de metalo-B-lactamase subtipo SPM, o
maior halo de inibicdo foi 15,0 mm na concentragao de proteinas (212,48 pug/mL)
e o menor halo de inibicao foi de 10,0 mm na concentracao de proteinas (3,32
Hg/mL) esta diferenca foi muito significante (p<0,01) (Tabela 1 e Figura 8). A
atividade antibacteriana do veneno bruto da serpente B. moojeni, diluido em
diferentes concentracdes, nos microrganismos fermentadores de glicose s6 nao
apresentou atividade na concentragdo de 3,32 ug/mL, para P. aeruginosa

produtora de VIM 2 (Tabela 1, Figura 8).

Dentre os microrganismos fermentadores de glicose, as diluicbes do
veneno bruto tiveram maior atividade sobre a K. pneumoniae (ATCC 70603)
produtora de ESBL do que em E. coli (ATCC 35218) também produtoras de
ESBL. A atividade do veneno bruto na inibicdo do crescimento de K. pneumoniae
gerou um halo de inibicdo de 28,0 mm na concentracdo de proteinas de 212,48
Hg/mL e o menor halo de inibigdo de 9, 0 mm na concentracdo de proteinas de
3,32 pg/mL. A diferenca no didmetro do halo de inibicdo do crescimento
bacteriano identificado entre a maior e a menor concentracdo de proteinas foi
significante (p<0,05) (Tabela 2). Em relagdo a E. coli ATCC 36218 produtora de
ESBL, a atividade do veneno bruto sobre este patdégeno resultou em um halo de
inibicdo do crescimento de 25,0 mm na concentracdo de proteinas de 212,48

Hg/mL e para a menor concentragdo do veneno bruto (3,32 pg/mL) o halo de
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inibicao foi de 8,0 mm. A diferenga entre o tamanho do maior halo de inibicdo e o
menor foi muito significante (p<0,01) (Tabela 2). Quanto a E. coli ATCC 25922,
nao produtora de ESBL o halo de inibicdo formado foi 28,0 mm resultante da
adicao do veneno bruto, ou seja na maior concentragao de proteinas presentes no
veneno (212,48 pg/mL) e o menor halo de inibicdo do crescimento bacteriano foi
de 7,0 mm na concentragao de proteinas de 3,32 ug/mL. A diferenga no tamanho
dos halos de inibicdo do crescimento bacteriano entre a maior € menor

concentragao foi de extrema significancia (P<0,001) (Tabela 2 e Figura 9).

6.1. Anadlise dos efeitos antimicrobianos de diferentes concentracoes do
veneno da Serpente B. moojeni para bactérias nao fermentadoras de
glicose.
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Figura 08. Efeitos antimicrobianos com diferentes concentragdes do veneno da
Serpente B. moojeni contra bactérias nao fermentadoras de glicose. A — Acinetobacter
baumanni; B — Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853; C — P. aeruginosa IMP1; D —
Pseudomonas aeruginosa VIM 1; E - P. aeruginosa VIM 2; F- Pseudomonas aeruginosa
SPM; VB-veneno bruto, CN-controle negativo- solugéo salina 0,9% e CP-controle positivo
— Polimixina B 10 pg.
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6.2. Analise dos efeitos antimicrobianos de diferentes concentracoes do

veneno da Serpente B. moojeni para bactérias fermentadoras de glicose.

Figura 09. Efeitos antimicrobianos com diferentes concentragdes do veneno da Serpente
B. moojeni contra bactérias fermentadoras de glicose. A — Escherichia coli ATCC 25922;
B — Escherichia coli ATCC 36218; C — Klebisiella pneumoniae; VVB-veneno bruto, CN-
controle negativo — solugcao salina 0,9% e CP-controle positivo - Imipenem 10 pg.



Tabela 1. Atividade antibacteriana do veneno bruto diluido da Serpente Bothrops moojeni em diferentes concentra¢des contra
microrganismos fermentadores de glicose.

Microrganismos

o Concentragao Alos de inibicao (mm)
Diluicdo do veneno protéica do
bruto (ng/mL) veneno bruto i P; P; P; P; P;
(ug/mL) A. baumanii  aeruginosa  aeruginosa  aeruginosa aeruginosa aeruginosa
ATCC27853 IMP1 VIMA VIM2 SPM
Veneno Bruto 212,48 14,0%* 13,0%* 11,0%* 11,0%+ 13,0%* 15,0%*
1.200 106,24 13,0 13,0 10,0 10,0 11,0 14,0
600 53,12 13,0 12,0 10,0 10,0 11,0 13,0
300 26,56 13,0 11,0 10,0 9,0 10,0 12,0
150 13,28 11,0 10,0 9,0 8,0 9,0 11,0
75 6,64 11,0 10,0 8,0 8,0 9,0 11,0
37,5 3,32 10,00 10,0 8,0 8,0 00 10,0
Controle Negativo - - - - - - -
Controle Positivo - 13,0 17,0 16,0 16,0 15,00 16,0

significante* P<0,05; muito significante**P<0,01; extremamente significante***P<0,001

09



Tabela 2. Atividade antibacteriana do veneno bruto diluido da Serpente Bothrops moojeni em diferentes concentragdes contra

microrganismos ndo fermentadores de glicose.

Concentracao

Diluicdo do veneno e
protéica do veneno

Microrganismos
Alos de inibicdo (mm)

bruto (ug/mL)

bruto (pg/mL) E. coli E. coli K. pneumoniae
ATCC 25922 ATCC 36218 ATCC 700603
Veneno Bruto 212,48 28,0%** 25 0** 28,0*
1.200 106,24 10,0 10,0 12,0
600 53,12 9,0 10,0 12,0
300 26,56 8,0 9,0 11,0
150 13,28 7,0 9,0 10,0
75 6,64 7,0 9,0 10,0
37,5 3,32 7,0 8,0 9,0
Controle Negativo - -
Controle Positivo - 28,0 25,0 28,0

pouco significante* P<0,05; significante** P<0,01; extremamente significante ***P<0,001

19



7. DISCUSSAO

A diversidade da flora e fauna no Brasil e suas diferencas climaticas e
geograficas estimulam novas pesquisas em busca de novos farmacos,
principalmente de substancias bioativas extraidas de plantas e animais. Estima-
se que 60% das drogas antitumorais e antibacterianas que se encontram no
mercado, ou estdo em estudo na fase clinica, sdo de origem natural (Alves
2007).

A atividade biologica do veneno da B. moojeni deve-se, principalmente a
acao das proteinas, peptideos e enzimas presentes em sua composiao (Cardoso
et al., 2003).

Neste estudo observou-se que o veneno bruto da serpente B. moojeni
possui atividade contra bactérias Gram-negativas fermentadoras (A. baumanii, P.
aeruginosa (ATCC27853), P. aeruginosa IMP1, P. aeruginosa VIM1, P.
aeruginosa VIM2, P. aeruginosa SPM) e nao fermentadoras de glicose (E. coli
(ATCC25922), E coli (ATCC35218) e K. pneumoniae (ATCC 700603). Outro
estudo realizado com os venenos das serpentes B. moojeni e B. jararacussu
demonstrou atividade por meio da inibicdo do crescimento do Streptococcus
mutans (Stiles et al.,1991). Esta atividade antibacteriana dos constituintes do
veneno bruto da B. moojeni pode ser devida a atividade de outros componentes
do veneno que nao seja a catalase como demonsntrado em outro estudo que
usou o veneno de B. moojeni e B. jararaca. Com resultado foi verificado que o
veneno destas duas serpentes apresentaram comportamentos diferentes
vinculados a presenca da catalase. Observou-se que a auséncia da catalase no
veneno total de B. moojeni inibe cerca de quatro vezes mais o crescimento de S.

mutan, do que o veneno de B. jararacussu independentemente da presenca ou
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auséncia da catalase (Mosca 2008). Outros estudos demonstraram que a
atividade antibacteriana esta relacionada com a acao de uma proteina funcional
presente no veneno das serpentes observando uma relacao dose-efeito e que os
mesmo possuem atividade sobre diferentes espécies de bactérias fermentadoras
e nao fermentadoras (Skarnes 1970, Stiles et al. 1991, Yan et al. 2000, Lu et al.
2002, Stabely et al. 2004).

Foi demonstrada também atividade antiparasitaria in vitro do veneno da
serpente B. moojeni contra Leishmania spp. Segundo os pesquisadores a
atividade de inibicdo de crescimento se deve a agao da enzima L-aminoacido
oxidase (LAAO), presente no veneno, que estd diretamente relacionada a
formacao de peroxido de hidrogénio (Tempone et al, 2001). Certamente a
inibicao do crescimento dos microrganismos estudados pode também ser devido
a atividade desta enzima.

De acordo com as caracteristicas funcionais e estruturais, as proteinas
toxicas presentes nas peconhas das serpentes do género Bothrops podem ser
divididas em varias classes, tais como: metaloproteinases, serinoproteases,
fosfolipases A2, L- aminoacido oxidases (Ramos & Selistre-de-Aradjo 2006).
Uma das caracteristicas da L-aminoacido oxidase € sua atividade antimicrobiana,
descrita pela primeira vez por Skarnes (1970) com a pec¢onha da Crotalus
ademanteus. Recentemente varios estudos tém demonstrado essa agao induzida
por diferentes LAAQOs isoladas de peconhas de serpentes tais como
Trimeresurus mucrosquamatus (Ji-Fu et al;.2000), B. alternatus (Stabeli et al.,
2004) e B. pirajai (I1zidoro et al., 2006).

O veneno da B. moojeni possui maior atividade de LAAO comparada com

outras serpentes do mesmo género (Tempone et al., 2001).
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As LAAOs dos venenos de serpentes sao glicoprotéinas ligadas FDA,
homodiméricas com massa molecular ao redor de 110 — 150 kDa quando
medidas por filtracdo em gel, em conducdes ndo redutoras e a massa molecular
detectada ao redor de 50 a 70 kDa ocorre quando sao analizadas por SDS-
PAGE em condicoes redutoras (Samel et al., 2006)

Em 2004, estudo demonstrou que o efeito antibacteriano do veneno de B.
atrox é devido as fosfolipases que agem de forma direta sobre a membrana
celular das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas; enquanto que outro
trabalho sugere que a atividade antibacteriana nao esta, somente, ligada a L-
aminoacido oxidase, mas também a outros componentes do veneno (Stiles et a.,
1991; Santamaria et al., 2004).

Neste estudo o perfil de suscetibilidade demonstra a diminuicdo do halo de
inibicdo a medida que diminui a concentracdo do veneno bruto. Sendo que o
veneno foi capaz de inibir o crescimento de A. baumannii (ATCC), P. aeruginosa
(blayp1), P. aeruginosa (ATCC 27853), P. aerugionsa (blaywi), P. aeruginosa
(blayimz), € P. aeruginosa SPM (Tabela 1 e Figura 8). Também demonstrou
atividade para inibir o crescimento de bactérias fermentadoras de glicose como
E. coli (ATCC 25922), E. coli (ATCC 35218) e K. pneumoniae (ATCC 700603);
cepas produtoras de ESBL o que evidéncia seu alto grau de resisténcia a
diferentes classes de B-lactamicos e ao monobactamico (Tabela 2 e Figura 9).

Neste trabalho, pode-se sugerir que as proteinas presentes no veneno
bruto que inibiram o crescimento dos microrganismos em estudo ndo foram
degradadas pela acdo das ESBL produzidas por estas bactérias. Isto indica a
possibilidade de ser usado o(s) componente(s) do veneno como potenciais

drogas para tratar pacientes com infeccées causadas por estes microrganismos
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que podem possuir diferentes mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos
em uso na pratica clinica.

As L-aminoacido oxidases formam uma familia de proteinas com varias
atividades biolégicas, sendo que os resultados obtidos até o presente momento
indicam que o peroxido de hidrogénio liberado pela reacdo quimica catalisada
pela LAAOs é o metabdlico responsavel por muitos desses efeitos. Investigacoes
estruturais e funcionais dessas enzimas poderiam contribuir para os avang¢os na
area de toxinologia ou como estratégias na elaboracdo de novos farmacos nas
areas de biotecnologica.

A LAAO apresenta peculariedade para cada veneno de serpente, por
exemplo, esta enzima purificada do veneno da C. adamanteus apresenta
inativacao reversivel, quando congelada a -20° C (Curti et al., 1968; Coles et al.,
1977) e quando reaquecida novamente a 37°C em pH 5 ela é renaturada e volta
a ter atividade (Coles et al., 1977).

Uma L-aminoacido oxidase do veneno de Agkistrodon halus foi isolada e
testada contra E. coli e S. aureus, sendo observada inibicdo bacteriana para
ambos os microrganismos (Yan et al., 2000). Ja em outro estudo foi isolada uma
L-aminoéacido oxidase do veneno de B. alternatus para testes antibacterianos e
houve atividade antibacteriana contra P. aeruginosa e S. aureus, comprovando
que a L-aminoacido oxidase pode estar diretamente relacionada com os efeitos
antibacterianos (Stabely et al., 2004). Samel et al., (2006) comprovaram o efeito
antibacteriano da enzima L-aminoacido oxidase isolada do veneno de Naja naja
oxiana contra E. coll.

Proteinas do género Bothrops afetam a hemostasia de diferentes formas,

promovendo a hemorragia, hemolise e outros efeitos sobre a circulagdo do
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sistema nervoso (Matisui et al., 2000). Os componentes de venenos mais
comuns sao metaloproteinases, serinoproteinases, fosfolipases A2 e miotoxinas.
Por outro lado, L-aminoacido oxidases sao igualmentes expressas em venenos
de serpentes e catalisam a deaminacao oxidativas de L-aminoacidos, produzindo
a-cetoacido, peroxido de hidrogénio e aménia.

Com base nos estudos obtidos até aqui, podemos considerar as LAAOs
dos venenos de serpentes, em particular a LAAO obtida da B. moojeni,
importantes ferramentas para obtencdo de novos agentes terapéuticos,
considerando o seu potencial biotecnolégico.

Ao final percebemos a necessidade de outros ensaios cromatograficos
para a purificacdo e sequenciamento desta possivel molécula com potencial

antibacteriano.



8. CONCLUSAO

1. Diferentes concentragdes do veneno bruto da serpente B. moojeni inibiu o
crescimento de bactérias gram-negativas produtoras e ndo produtoras de metalo-

B-lactamases e B-lactamases de espectro ampliado.

2. O tamanho do halo de inibicdo do crescimento bacteriano diminuiu na medida
em que diminuiu a concentragdo do veneno bruto e consequentemente a
quantidade de proteinas, demonstrando que o efeito do veneno bruto foi dose

dependente.
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