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RESUMO

Os venenos de serpentes contem substancias biologicamente ativas, primariamente
consistindo de proteinas (90-95%). Algumas delas apresentam atividade enzimatica
como as fosfolipases A, e L-aminoacido oxidase. O presente estudo verificou a acao
dos venenos de Bothrops leucurus (BleuVT) e Bothrops marajoensis (BmarVT), e suas
fragbes PLA; (BleuPLA, e BmarPLA2) e LAAO (BleuLAAO e BmarLAAO) sobre cepas
de bactéria, C. albicans, Leishmania sp e T. cruzi, bem com sua toxicidade sobre
macrofagos murinos. A susceptibilidade das cepas bacterianas e fungica foi analisada
através do método de difusdo em agar, para determinacdo do potencial
antimicrobiano; e microdiluicdo em caldo, para determinacdo da CIM e CLM, com
modificagbes. A atividade antiparasitaria foi avaliada através do tratamento das
culturas de parasitos com diferentes concentragdes dos venenos ou de suas fragdes.
As formas promastigotas de Leishmania sp. foram cultivadas, durante 72h, em meio
NNN/Schneider a 28°C; e as formas epimastigotas de T. cruzi foram cultivadas em
meio LIT, durante 5 dias, a 28°C. Os macréfagos foram cultivados em meio RPMI
1640, em presenca de diferentes concentragdes dos venenos e fragoes, durante 24h,
e submetidos ao ensaio com MTT. Os resultados foram estatisticamente analisados
através do teste t ou ANOVA seguida do teste Bonferroni, quando apropriado, com
p<0.05. A BmarLAAO foi capaz de inibir o crescimento bacteriano do Gram-negativo
P. aeruginosa, da levedura C. albicans e do Gram-positivo S. aureus; e o BleuTV
inibiu o crescimento de S. aureus, sendo a inibicdo dose-dependente. A ordem de
susceptibilidade dos microorganismos testados com BmarLAAO foi S. aureus > C.
albicans > P. aeruginosa. Por outro lado o BmarTV, BmarPLA,, BleuPLA; e BleuLAAO
nao apresentaram nenhum grau de inibicdo sobre as cepas em estudo. O potencial
inibitério foi mais significante sobre S. aureus apresentando CIM= 50ug/mL e
CLM=200ug/mL para BmarLAAO, e CIM=CLM=25ug/mL para BleuTV. Em
concentragdes maiores que 1.56ug/mL a BmarLAAO foi capaz de inibir o crescimento
de formas promastigotas de L. chagasi e L.amazonensis, sendo os valores de ICsy,
apo6s 72h de cultivo, para L. amazonenis, 2.55ug/mL e 2.86 ug/mL para L. chagasi.
BmarTV e BleuTV também apresentaram significante inibicdo sobre o crescimento
parasitario, sendo os valores de ICs, 86.56 ug/mL para L. amazonensis e 79.02ug/mL
para L. chagasi, quando tratado com BmarTV; e 5.49ug/mL para L. amazonensis e
1.94pg/mL para L. chagasi, quando tratado com BleuTV. Os venenos e BmarLAAO
mostraram efeito inibitorio sobre formas epimastigotas de T. cruzi. Os valores de ICsg
para BleuTV, BmarTV e BmarLAAO foram, respectivamente, 1.14ug/mL, 24.19ug/mL
e 0.89ug/mL. As fragbes BmarPLA,, BleuPLA; e BleuLAAO nao foram capazes de
promover nenhum efeito inibitério sobre os parasitos em estudo. O BmarLAAO ,
BmarTV e BleuTV apresentaram baixa toxicidade sobre macrofagos nas
concentracbes estudadas. Em conclusdo, os veneno de B. leucurus e de B.
marajoensis, bem como a L-aminoacido oxidase de Bothrops marajoensis mostraram
ser capazes de interferir no crescimento de diferentes microorganismos como
S.aureus, C. albicans, P. aeruginosa, Leishmania sp. e T. cruzi.

Palavras-chave: B. leucurus, B. marajoensis, fosfolipase A,, L-aminoacido oxidase,
atividade antimicrobiana



ABSTRACT

Snakes venoms contain biologically active substances primarily consisting of proteins
(90-95%). Some of these present enzymatic activities, such as phospholipases A, and
the L-amino acid oxidases. In this study we verify the action of Bothrops leucurus
(BleuTV) and Bothrops marajoensis (BmarTV) venoms, and fractions PLA, (BleuPLA,
and BmarPLA2) and LAAO (BleuLAAO and BmarLAAOQO) on strains of bacteria, yeast,
Leishmania sp and T. cruzi. The susceptibility of bacterial and yeast strains was
analyzed through disc-diffusion assay, for determination of antimicrobial potential; and
the microdilution method, for determination of MIC and MLC, with modifications. The
antiparasitic activity was evaluated through of the culture treatment of parasites with
different concentrations of venoms or their fractions. The forms promastigotes of
Leishmania sp. had been cultived, during 72h, in NNN/Schneider media, 28°C; and the
forms epimastigotes of T. cruzi had been cultived in LIT media, during 5d, 28°C. The
macrophages were cultured in RPMI 1640 media, during 24h, 37°C and 5% of CO,,
with different concentrations of venoms or fractions. After, they were analyzed by MTT
method. The results was statistically analyzed with t test or ANOVA followed the
Bonferroni’s test, when appropriated, with p<0.05. The BmarLAAO was able to inhibit
the growth of gram negative P. aeruginosa, of yeast C. albicans and of gram positive S.
aureus; and the BleuTV inhibited the growth of S. aureus, being the inhibitions dose-
dependent. The order of susceptibility of microorganisms tested against BmarLAAO
was S. aureus > C. albicans > P. aeruginosa. On the other hand the BmarTV,
BmarPLA,, BleuPLA, and BleuLAAO had not provided any degree of inhibition on
strains in study. The inhibitory effect was more significant on S. aureus presenting
CIM= 50ug/mL and CLM=200pg/mL for BmarLAAO, and CIM=CLM=25ug/mL for the
BleuTV. In concentrations greater than 1.56ug/mL BmarLAAO was able to inhibit the
growth of promastigotes forms of L. chagasi and L.amazonensis, after 72h of culture.
The ICsq values were 2.55ug/mL for L. amazonenis, and 2.86 ug/mL for L. chagasi.
BmarTV and BleuTV also provided significant inhibition of the parasitic growth, with an
ICso value of 86.56 ug/mL for L. amazonensis and 79.02 ug/mL for L. chagasi, when
treated with BmarTV; and 5.49ug/mL for L. amazonensis and 1.94ug/mL for L. chagasi,
when treated with BleuTV. The venoms and BmarLAAO showed inhibitory effect on
epimastigotes forms of T. cruzi. The ICx, value for BleuTV, BmarTV and BmarLAAO
where, respectively 1.14ug/mL, 24.19ug/mL and 0.89ug/mL.This effects presented
behavior dose-dependent. The fractions BmarPLA,, BleuPLA, and BleuLAAO had not
been capable to promote any inhibition on the growth of these parasites. The
BmarLAAO, BmarTV and BleuTV presented low toxicity in studied concentrations. In
conclusion, the whole venoms as well as the L-amino acid oxidase from Bothrops
marajoensis showed to be capable to interfere in the growth of several microorganisms
as S.aureus, Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa, Leishmania sp. and T.
cruzi.

Key-words: B. leucurus, B. marajoensis, phospholipase A,, L-amino acid oxidase,
antimicrobial activity.
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PLA; — Fosfolipase A;
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BleuLAAO - L-aminoacido oxidase de B. leucurus
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1 INTRODUCAO

A busca pelo alivio e cura de doencas através da ingestdo de ervas e folhas
talvez tenha sido uma das primeiras formas de utilizagdo de produtos naturais, pela
humanidade. A natureza sempre despertou no homem o fascinio ndo apenas pelos
recursos oferecidos para alimentagdo, mas por ser sua principal fonte de
descobertas. Assim a procura por respostas para uma infinidade de
questionamentos surgidos ao longo do tempo conduziu o homem ao estagio de
desenvolvimento no qual se encontra, embora ainda haja muito a ser descoberto
(VIEGAS et al., 2006).

A convivéncia e o aprendizado com os mais diferentes grupos étnicos
trouxeram valiosas contribuicdes para o desenvolvimento da pesquisa com produtos
naturais, do conhecimento da relagdo entre a estrutura quimica de um determinado
composto e suas propriedades biolégicas e da inter-relagdo animais-insetos-
plantas. Neste sentido a natureza forneceu muitos modelos moleculares que vém
fundamentando diversos estudos (VIEGAS et al., 2006). Estes modelos tém sido,
tradicionalmente, a fonte mais comum na obtencéo de drogas, representando mais
de 30% do mercado farmacéutico mundial (KIRKPATRICK, 2002). Eles sédo a
principal fonte de agentes terapéuticos inovadores para doengas infecciosas,
cancer, desordens lipidicas, imunomodulacdo (ALTMAN, 2001), além de
fornecerem ferramentas para estudos fisiopatoldgicos e farmacoldgicos. Sabe-se
que as estruturas dos produtos naturais possuem caracteristicas de grande
diversidade quimica, especificidade bioquimica e propriedades moleculares que os
tornam favoraveis como estruturas que conduzem a descoberta de novas drogas
(CLARDY; WALSH, 2004).

Dentro deste contexto a conservagado dos recursos bioldgicos do planeta,
bem como sua exploragcédo sustentavel é tdo importante que em varios paises do
mundo estdo sendo criados programas de bioprospecg¢ao (busca na natureza por
substancias com potencial farmacéutico), integrando universidades, institutos de
pesquisa, museus € a industria farmacéutica, para descobrir e desenvolver novos
farmacos.

O Brasil € um pais com caracteristicas climaticas e geograficas muito

variadas, possuindo assim uma ampla diversidade biolégica. Desta forma
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apresenta-se como um rico ambiente para estudos com produtos naturais, os quais
constituem uma fonte importantissima de novos compostos para serem utilizados
na terapéutica. A pesquisa por novos farmacos cresceu bastante nos ultimos anos,
principalmente a partir de substancias bioativas extraidas de plantas e animais.

O estudo do potencial terapéutico das toxinas vem cada vez mais
conquistando espaco e despertando grandes interesses da comunidade cientifica.
As toxinas naturais vém chamando a atencdo do homem ha muito tempo, devido
aos seus efeitos biologicos. Elas tém sido utilizadas como ferramenta para elucidar
mecanismos fisioldgicos, desde que Claude Barnard em 1850 verificou que o
veneno utilizado nas pontas das flechas por indios continha tubocurarinas
conhecidas durante muito tempo como um alcaldide letal, mas foi o primeiro
relaxante muscular, introduzido na pratica anestésica (Atracurium® - Wellcome).
Desde entdo varios outros laboratorios farmacéuticos tém se utilizado de toxinas
naturais como modelos de moléculas para o desenvolvimento de seus produtos.
PALMA et al., 2007; HARVEY et al., 1998).

Pesquisas com toxinas de origem animal tém contribuido muito na
compreensao de problemas vasculares, neuroldgicos, processos inflamatérios,
analgesia, processos alérgicos, asma, entre outros. Venenos de invertebrados tém
interesse como potencial fonte de substancias bioativas, como as neurotoxinas,
moléculas que tém demonstrado muita utilidade para o entendimento dos eventos
de transmissado sinaptica e tém contribuido no desenho de novas drogas para o
tratamento de desordens neuroldgicas e da dor (MORTARI et al., 2007). Com sua
elevada poténcia e seletividade, as toxinas podem apresentar-se muito uteis em
experimentos funcionais (HARVEY et al., 1998).

O Brasil possui uma fonte riquissima de toxinas animais e de
microorganismos. Assim um grande esforgco vem sendo aplicado na investigagao
das atividades biolégicas destas, e muito tem sido descoberto. Conceigao et al.
(2006) identificaram na secrecdo cutdanea da Phyllomedusa hypocondrialis,
perereca encontrada no Nordeste e Sudeste brasileiro, peptideos antimicrobianos
(PS-7 e DH-1) capazes de inibir o crescimento de Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. Em estudos posteriores, Conceicao et
al. (2007) identificaram um peptideo potenciador de bradicinina (Phypo Xa), com
significativa agao hipotensora. Neste sentido o escorpido amarelo Tityus serrulatus,

comum em grandes cidades, apresenta em seu veneno peptideos com agao
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hipotensora, denominados hipotensinas, as quais também exercem seu efeito
através da potencializagcao da agao da bradicinina (VERANO-BRAGA et al., 2008).

O carrapato estrela (Amblyomma cajennense), encontrado em todo Brasil,
possui em sua saliva substancias anticoagulantes (BATISTA et al., 2008), as quais
permitem que o sangue flua quando ele vai sugar sua vitima. Batista et al. (2008)
identificaram uma molécula que inibe o fator 10 da cascata de coagulagao, e que
pode vir a ser uma droga anti-trombética. Outra descoberta € a presenca de
proteinas, as quais conseguem matar células tumorais in vitro (GIRARDI, 2007).

O veneno da taturana Lonomia obliqua, encontrada na regido Sudeste do
Brasil, costuma causar coagulagdo disseminada podendo levar a uma sindrome
hemorragica. Uma protease ativadora da protrombina (Lopap), isolada do extrato
das cerdas da taturana, é capaz de provocar formagao de trombos e deplegao de
fibrinogénio (REIS et al., 2001; FRITZEN et al.,, 2005). Outros estudos também
mostraram que o Lopap interage com alguns receptores de células endoteliais,
aumentando a expressao superficial de moléculas de adesdo (CHUDZINSKI-
TAVASSI et al., 2001), além disso o Lopap parece modular moléculas envolvidas na
regulagdo do tonus vascular e inibidores da agédo plaquetaria como 6Oxido nitrico
(NO) e prostaglandina I, (PGl,) (REIS et al., 2001) (Figura 1).

Thns sarriatis
(Ezcorpido amarelo)

Ambivomma calehhehse
[Carrapato estrela)

Lonarmia obiigua

Figura 1 - Animais que possuem toxinas de valor bioldgico

Fonte: www.unb.br/ib/zoo; www.frigoletto.com.br; www.fiocruz.br;

www.animalworld.com.br; www.ib.usp.br.
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Pesquisas com venenos de serpentes apresentam-se como potencial fonte
de futuros agentes terapéuticos e tém contribuido muito na compreensdao de
mecanismos fisiopatolégicos de doengas. Os peptideos potenciadores de
bradicinina, isolados do veneno da serpente Bothrops jararaca, foram os primeiros
inibidores naturais da enzima conversora de angiotensina (ECA) (FERREIRA,
1965). Estas sustancias foram utilizadas como protétipo para o desenvolvimento de
produtos anti-hipertensivos, como o Captopril® (HARVEY et al., 1998). Atualmente,
atencdo tem sido voltada para o Evasin (endogenous vasopeptidases inhibitor),
substancia anti-hipertensiva, mais seletiva do que o Captopril, ndo imunogénica e
com acgao mais prolongada (IZIQUE, 2001). Do veneno da Crotalus durissus
terrificus, serpente encontrada no Nordeste, Sudeste e Centro Oeste brasileiro, foi
extraida uma substancia analgésica mais potente do que a morfina, de longa
duragéo e que nao provoca dependéncia e tolerancia (GIRARDI, 2007).

Tendo em vista o potencial biotecnologico de venenos e toxinas, aliado a
necessidade de novas alternativas terapéuticas para o tratamento de processos
infecciosos, encontramos um campo de pesquisa promissor a ser explorado. Um
dos maiores desafios dos sistemas de saude atualmente é tratar quadros
infecciosos, principalmente devido ao grande problema da resisténcia dos
microorganismos aos agentes comumente utilizados na terapéutica.

Nos ultimos 20 anos, um aumento da resisténcia de bactérias aos
antimicrobianos vem sendo relatado, principalmente em areas de atencdo a
pacientes graves (FRIDGKIN; GAYNES, 1999; BOUZA et al., 2003). Por exemplo,
nos EUA, entre os anos de 1998 a 2003, notou-se um aumento de cerca de 12% na
resisténcia de amostras de Staphylococcus aureus a oxacilina, e de Enterococcus
Sp. a vancomicina; entre as enterobactérias, foi observado um aumento de até 47%
na resisténcia as cefalosporinas de terceira geracdo em amostras de Klebsiella
pneumoniae. Considerando a Pseudomonas aeruginosa, observou-se um aumento
de 9% na resisténcia as quinolonas e de 15% ao imipenem (NOUER, 2005).

Fora do ambiente de pacientes graves, também se notou diminuicdo de
sensibilidade aos antimicrobianos. Este fato é preocupante visto que a perda de
sensibilidade em curto espaco de tempo nao € correspondida a velocidade em que
novos antimicrobianos podem ser langados no mercado, deixando os pacientes
expostos a infecgdes com poucas possibilidades de tratamento. Dentro deste

contexto, doengas como leishmanioses e Doenga de Chagas, causadas por
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Leishmania sp. e Tripanosoma cruzi, respectivamente, ganham destaque devido
nao apenas ao aumento da resisténcia de seus agentes causadores as drogas
clinicamente disponiveis, mas também devido a elevada incidéncia, alta taxa de
mortalidade, e por serem consideradas doengas negligenciadas, as quais afligem
preferencial ou exclusivamente paises em desenvolvimento e possuem pouco
incentivo para a pesquisa, o desenvolvimento tecnoldgico e a inovagao geradora de
produtos necessarios a saude das popula¢des desfavorecidas.

Assim, o potencial terapéutico de venenos e toxinas de serpentes frente a
agentes infecciosos, incentivou a realizagdo do presente estudo, cujo objetivo foi
avaliar o potencial antimicrobiano dos venenos das serpentes Bothrops leucurus e
Bothrops marajoensis, bem como de suas fragcdes fosfolipase A, e L-aminoacido

oxidase.

1.1 Composicao dos venenos ofidicos

O venenos de serpentes contem muitos componentes de valor biolégico e/ou
biotecnoldgico. Segundo Calvete et al. (2007), sua caracterizacdo protedmica
apresenta potenciais beneficios para a pesquisa basica, diagnéstico clinico e
desenvolvimento de novos instrumentos de pesquisa e drogas de potencial uso
clinico. Também é relevante para o profundo entendimento da evolugdo e dos
efeitos biolodgicos dos venenos, e gerar protocolos de imunizagdo para eleger
anticorpos especificos para as toxinas com maior especificidade e efetividade do
que o sistema convencional.

Assim os venenos de serpentes apresentam-se como uma fonte natural para
a pesquisa biolégica, uma vez que contem varios componentes que podem
apresentar potencial terapéutico. Sdo compostos por substancias simples e
complexas, cuja proporgao e caracteristicas especificas variam entre as diferentes
espécies; e apresentam componentes protéicos e nao protéicos com diferentes
estruturas e atividades bioquimicas especificas (PAL et al., 2002; PORTO et al.,
2007). Os componentes protéicos constituem enzimas e proteinas ndo enzimaticas
além de polipeptideos. Enquanto os componentes nao protéicos incluem
constituintes organicos e nao organicos (TU, 1996; MATSUI et al., 2000;
RAJENDRA et al., 2004).
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Os constituintes ndo organicos conhecidos séo calcio, cobre, ferro, potassio,
magnésio, manganés, sodio, fésforo, cobalto e zinco (FRIEDERICH; TU, 1971).
Porém esses elementos ndo sao encontrados em todos os venenos e a quantidade
também varia para cada espécie. Alguns estudos sugerem que o calcio, manganés
e 0 magnésio, por exemplo, sdo importantes para a estabilizagdo de certas
proteinas, enquanto que outros, em particular o zinco, cobre, ferro e cobalto,
possivelmente atuam nos mecanismos cataliticos de certos componentes
enzimaticos, como metaloproteases (BJARNASON; FOX, 1994).

Entre os componentes organicos nao protéicos encontramos aminoacidos
livres e pequenos peptidios, carboidratos, lipidios, principalmente fosfolipidios e
aminas biogénicas (VARANDA; GIANINI, 1994).

Cerca de 90-95% do peso seco dos venenos ofidicos tem composicéo
protéica, e sdo essas proteinas as responsaveis por quase a totalidade dos efeitos
bioldégicos encontrados (BON, 1997). Uma vez que os principais constituintes dos
venenos de serpentes sado proteinas, é natural que esses venenos contenham
varios anions ou cations para neutralizarem essas cargas. Alguns metais,
especialmente cations monovalentes, servem para esse propoésito (VARANDA,;
GIANINI, 1994). Estas proteinas podem atuar sozinhas ou sinergicamente,
alterando funcgbes fisiologicas. Por exemplo, venenos neurotdxicos bloqueiam a
juncdo neuromuscular, paralisando a atividade respiratoria por bloqueio pré ou pos-
sinaptico da transmissdo neuromuscular;, os venenos hemocitotoxicos contém
substancias que interagem com proteinas da hemostase, calicreina ou sistema
complemento, causando perda de volume sanguineo, hipotensdo ou coagulagao
intravasular, conduzindo a desordens hemostaticas sistémicas, ou ainda podem
conter compostos que induzem necrose muscular (STOCKER, 1999; LU et al.,
2005).

Os componentes dos venenos parecem ser bastante comuns e relacionados
dentro de cada familia de serpentes. As neurotoxinas sao tipicas dos venenos das
Hydrophidae e Elapidae, enquanto componentes hemostaticamente ativos sao
geralmente encontrados nas Viperidae, Crotalidae e Elapidae (TU, 1996; LU et al.,
2005).

As principais substancias protéicas dos venenos s&o as neurotoxinas,
cardiotoxinas, lecitinas, desintegrinas, peptideos natriuréticos, proteases,

fosfolipases, fosfodiesterases, nucleotidases, L-aminoacido oxidase (PAL et al.,
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2002). As enzimas dos venenos induzem varios efeitos farmacolégicos incluindo
neurotoxico, miotoxico, cadiotoxico, hemorragico, hemolitico, procoagulante e
anticoagulante (KINI, 1997; BAILEY; WILCE, 2001).

As proteinas dos venenos de serpentes atuam sobre varios tecidos, érgaos,
e sistemas fisiolégicos. Um grande numero de toxinas protéicas tem sido purificadas
e caracterizadas. Estas toxinas, no entanto, pertencem a um pequeno numero de
superfamilias de proteinas. Por exemplo, um unico veneno pode conter varias
isoformas de fosfolipase A, (PLAz) (BRAGANCA; SAMBRAY, 1967; TAKASAKI et
al., 1990; OGAWA et al., 1992; KINI, 2003), bem como podem apresentar notavel
similaridade em suas estruturas primaria, secundaria e terciaria. No entanto,
algumas vezes eles diferem entre si no seu alvo bioldgico e, portanto, em seu efeito
farmacolégico. Similarmente, outras enzimas bem como as proteinas néo
enzimaticas também existem em muitas isoformas e podem ser classificadas em
familias protéicas.

Mais de 1000 proteinas tem sido caracterizadas, e estas toxinas protéicas
estdo agrupadas em familias bem reconhecidas, por exemplo: 1) inibidores de
serina proteinases (incluindo inibidores de proteinases e dendrotoxinas); 2) lectinas;
3)sarafatoxinas; 4) fatores de crescimento nervoso; 5) peptideos natriurético atrial,
6)peptideos potenciadores de bradicinina; 7) desintegrinas; entre outros (MCLANE
et al., 1998; KINI, 2002; YAMAZAKI et al., 2003a, 2003b). Muitos investigadores
também tem encontrado atividades antimicrobianas apresentadas por componentes
presentes nos venenos. Peptideos isolados do veneno da Naja atra apresentaram
acao inibitéria sobre Mycobacterium tuberculosis e peptideos extraitos do veneno
da Bungarus fasciatus exibem agao contra diferentes cepas de Escherichia coli,
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, entre outros
(XIE et al., 2003; WANG et al., 2008).

Os membros de cada familia de proteinas tem um padrdao molecular
semelhante, mas eles exibem multiplas fung¢des. Entdo sugere-se que com o
processo evolutivo, alguns dos padrbes moleculares dos venenos tem sido
“selecionados”, e varios sitios funcionais foram gerados por uma evolugao
acelerada até um padrao molecular comum (TORRES et al., 2003). Segundo Daltry
et al. (1996) os componentes dos venenos apresentam uma consideravel variagao

geografica mesmo dentro de cada espécie de serpente, em uma relagéo estreita
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com sua alimentagdo, de acordo com observacdes prévias que os componentes

dos venenos extraidos da mesma espécie de serpente podem ser diferentes.

1.1.1 Fosfolipases A,

As PLA2s sdo uma grande superfamilia de enzimas encontradas em diversos
tecidos de mamiferos e também em venenos de escorpides, abelhas e serpentes
(NICOLAS et al., 1997). Elas catalisam a hidrdlise de glicerofosfolipidios na posigao
sn-2 da cadeia principal do glicerol, liberando lisofosfolipidios e acidos graxos
(VERHEIJN et al., 1980; KINI, 2003), sendo classificadas baseado em sua fonte,
sequéncia de aminoacidos e caracteristicas bioquimicas (SIX; DENNIS, 2000;
MURAKAMI; KUDO, 2002). Segundo Chakraborti (2003) e Balsinde et al. (2006),
elas também podem ser agrupadas em citosolicas (cPLA;) e secretérias (sPLA,),
baseado na sua localizacao celular. Estas formas podem também ser subdivididas
em dependente e independente de Ca*2. As PLA; independentes de Ca* (iPLA,),
apresentam elevado peso molecular (~85kDa) e s&o encontradas no citosol
(BALSINDE; DENNIS, 1997).

As enzimas fosfolipases podem ser polipeptideos de cadeia simples, ou
misturas de dois a cinco polipeptideos complementares. As fosfolipases extraidas
de venenos (VPLAzs) sdo constituidas de 120-135 aminoacidos, contendo varias
pontes dissulfeto, e possuem estrutura conservada que as caracteriza como PLA;
(DAVIDSON; DENNIS, 1990).

Apesar das diferencas na habilidade de induzir efeitos farmacoldgicos,
existem varios residuos que sdo bem conservados em todas as VPLAgs
(DAVIDSON; DENNIS, 1990) sendo o nivel minimo de identidade entre as vPLAys
do mesmo grupo de aproximadamente 30%. Por outro lado, o nivel de identidade
entre vVPLA,s do mesmo veneno pode ser tdo alto quanto 99% (Figura 2 e 3). As
diferentes VPLAs tem sido classificadas em quatro grupos baseado em suas
estruturas primarias (DENNIS, 1994), sendo que as dos venenos de serpentes
(svPLA) pertencem somente a dois grupos, de acordo com sua estrutura primaria e
padrdao de pontes dissulfeto (BALSINDE et al., 1999; SIX; DENNIS, 2000). As do
grupo | sdo encontradas em elapideas e hidrofideas, enquanto que as grupo |l
estdo presente em viperideas e crotalideas (ARNI, 1996; TISCHFIELD, 1997,
VALENTIN; LAMBEAU, 2000). Todavia algumas pesquisas ja conduziram a
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descobertas de svPLA,, tanto secretodrias quanto citosélicas, que ndo se enquadram
claramente nestes grupos, tendo sido propostas novas classes para estas (SIX;
DENNIS, 2000; MURAKAMI; KUDO, 2004).

A hidrolise de fosfolipideos pelo grupo /Il de svPLA; envolve o par
His48/Asp49 no sitio catalitico que ativa uma molécula de agua conservada,

enquanto inicia um ataque nucleofilico na posi¢ao sn-2 do substrato (SCOTT et al.,
1990).

N .scutatus group I B. godmani group 11 Bee venom group II1

Figura 2 - Estrutura tridimensional de vPLA,s pertencentes aos grupos | (notexina: Notechis

scutatus, cataliticamente ativa, grupo IA), Il (K-49 miotoxina Il: Bothrops godmani) e lll.
Fonte: Valentin e Lambeau (2000)
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1 10 20 30
Bm sPLA2 SLLELGKMILQETGKMPSKSYGAYGCNCGVLGR. ..
Prix-| SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGR. ..
PrTx-Il SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGR. ..
BthTx-I SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGR. ..
Myotoxin Il SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGR. ..
Bnsp-7 SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGR. ..
Bnsp-6 SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGR. ..
MjTX-II SLFELGKMILQETGKNPAKSYGVYGCNCGVGGR. ..
MjTX-I SLVELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGR. ..

Figura 3 - Sequencia N-terminal de aminoaciods de svPLA, obtidas do BLAST protein
databank (PubMed, MEDLINE): Prtx-1 e Prtx-Il (piratoxin | and |l de Bothrops pirajai),
BthTx-I (botropsitoxin | de Bothrops jararacussu), Myotoxin-ll (myotoxin |l de Bothrops
asper), Bnsp-7 and Bnsp-6 (homodlogos Lys49 PLA, miotdxica de Bothrops neuwiedi
pauloensis), MjTX-l e Il (homélogos Lys49 PLA, de Bothrops moojeni), BmPLA;
(fosfolipase A, de Bothrops marajoensis).

Muitos pesquisadores as tém estudado devido as suas propriedades
quimicas e seus efeitos biolégicos. Atualmente sao reconhecidos trés tipos
diferentes de fosfolipases A, de venenos de serpentes (svPLA;) : a) as classicas
com acido aspartico no carbono 49 (Asp49), as quais apresentam atividade
catalitica; b) as variantes, contendo lisina no carbono 49 (Lys49); c) as variantes
com serina ocupando a posicao 49 (Ser49), sendo estas duas ultimas com muito
baixa ou nenhuma acgé&o catalitica (OWNBY et al., 1999; LOMONTE et al., 2003). O
Asp49, como parte do sitio de ligagao do caélcio, é critico para a atividade catalitica.

As PLA; cataliticamente ativas estao entre as menores enzimas (~14kDa),
sao altamente estaveis e apresentam uma regiao estrutural bem conservada. Além
disso, as de venenos (VPLAzs) podem ser monomeéricas, homomultiméricas ou
heteromultimérica, podendo um unico veneno conter uma variedade de PLAjs
(DAVIDSON; DENNIS, 1990). E uma enzima bastante estavel e suporta altas
temperaturas, sem perder suas atividades, como é o caso da svPLA; do veneno da
Naja naja atra, que é estavel a 90°C por 5 minutos. Os venenos das espécies do

género Bothrops, como B. jararaca, B. jararacussu e B. atrox, possuem uma alta
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atividade para fosfolipase A; (VIDAL; STOPPANI, 1971 apud VARANDA; GIANINI,
1994).

As fosfolipases de venenos de serpentes (svPLAz) possuem varias
bioatividades, como inducdo da motilidade de células endoteliais, atividade
antimicrobiana, anticoagulante, antitumor, inibicdo da agregacao plaquetaria,
neurotoxicidade pré e pos-sinaptica, miotoxicidade, cardiotoxicidade, podendo ainda
apresentar efeitos convulsivantes, hipotensivos e pré-inflamatérios (GUTIERREZ;
LOMONTE, 1995; OWNBY, 1998; SOARES et al.,, 1998; OWNBY et al., 1999;
SOARES et al., 2003; XU et al., 2007). Portanto, as svPLA; podem exibir uma
grande variedade de efeitos farmacoldgicos, interferindo nos processos fisioldgicos
normais. Atuam, por exemplo, sobre a cascata de eventos inflamatorios conduzindo
ao aumento da permeabilidade microvascular e formacdo de edema, recrutamento
de leucdcitos para os tecidos, nocicepgao e liberacdo de mediadores inflamatérios
que produzem desordens inflamatérias sistémicas e locais (GUTIERREZ;
LOMONTE, 1995; KOH et al., 2006). Estudos relatam que sua habilidade unica de
atuar sobre um érgéo ou tecido especifico € por conta da elevada afinidade para se
ligar a receptores especificos independentemente de sua atividade catalitica (KINI,
2003).

As svPLA, anticoagulantes (principalmente Asp49) tém sido descritas em
todos os principais grupos de serpentes. Como as PLA; clivam fosfolipidios, foi
primeiro sugerido que as svPLA; inibiam a coagulagdo sanguinea destruindo
fosfolipidios pré-coagulantes. Algumas svPLA; tem uma elevada afinidade por
fosfolipideos anibnicos. Portanto, os efeitos anticoagulantes dessas PLA; podem
ser devido a sua competicado com fatores de coagulagao por ligagéo ao fosfolipidio e
nao necessariamente a hidrdlise lipidica. No entanto, € dificil de estabelecer como
ambos 0s mecanismos podem ser usados em combinagao pelas PLA,s (LU et al.,
2005).

Basicamente, o alvo primario das fosfolipases de venenos (VPLA3s) deve
estar localizado fora da célula, e entdo o seu mecanismo de agao pode envolver: 1)
acgao catalitica intrinseca da vPLA;, ou seja, sua habilidade de liberar acidos graxos
e lisofosfolipidios biologicamente ativos das membranas lipidicas; 2) ligagcao
interfacial da fosfolipase na bicamada lipidica que, sem nenhuma hidrélise de
fosfolipidio, pode afetar a funcédo celular pela perturbagcdo da membrana; e 3) a

ligacdo das VPLA,s a proteinas especificas localizadas na superficie da célula.
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Também pode ser possivel, para a ocorréncia do efeito farmacoldgico, que a
ligacdo a uma proteina e a agao hibrolitica sobre fosfolipidios aconte¢cam de uma s6
vez. Na verdade, nem todas as VPLAjs cataliticamente ativas induzem efeitos
téxicos. Além do mais, existem varias VPLA,s cataliticamente inativas que podem
ter efeitos miotdxicos, cardiotéxicos e citotéxicos (GUTIERREZ; LOMONTE, 1995).
Kini e Evans (1989) propuseram um modelo para explicar os diferentes
efeitos farmacoldgicos das vPLAys. Este modelo € baseado na presenga de sitios
de ligacdo especificos na superficie das células alvo que possuem elevada
afinidade por VvPLAy,s toxicas, mas nao para VPLAs ndo toxicas.
Subsequentemente, para este nivel de ligagdo primaria, as vPLA,s podem induzir
um efeito farmacolégico por mecanismos dependentes ou independentes da
hidrolise fosfolipidica. As VPLA,s n&o toxicas ndo podem se ligar com alta afinidade
a esses sitios, e entdo nao sao especificamente direcionadas para as células alvo.
Espera-se que essas VPLA;s sejam tdxicas somente em elevadas doses, ou seja,
em concentracdes elevadas o suficientes para se ligar a outros sitios celulares ou,
nao especificamente, hidrolisar fosfolipidios celulares na superficie tanto de células

alvo com de células ndo alvo.

1.1.2 L-amino&cido oxidases

As L-aminoacido oxidases (LAAOs) séo flavoenzimas, usualmente
homodiméricas, de carater acido, apresentam FAD (flavina adenina dinocleotideo)
ou FMN (flavina mononucleotideo) como cofator, possuem massa molecular em
torno de 110-150kDa (quando avaliadas através de filtragdo em gel e sob condigdes
nao desnaturantes) e catalisam a desaminagéo estereoespecifica de um substrato
L-aminoacido, a um a-cetoacido correspondente, com a produgao de peroxido de
hidrogénio e aménia (DU; CLEMETSON, 2002), seguindo a seguinte reagao
quimica: RCHNH,COOH + O, +H,O(RCOCOOH + NH; + H>O, (ALI et al., 2000;
TOYAMA et al., 2006). Estas enzimas sdo amplamente distribuidas em diferentes
organismos como bactérias, fungos, algas verdes e serpentes venenosas (DU;
CLEMETSON, 2002); e exibem marcada afinidade por aminoacidos hidrofébicos,
incluindo fenilalanina, triptofano, tirosina e leucina (PAWELEK et al.,, 2000). As
LAAOs sdo as unicas oxidases FAD-dependentes encontradas nos venenos de

serpentes e sua toxicidade possivelmente envolve a geragdo de perdxido de
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hidrogénio formado como resultado da reoxidagédo da redugéo transitéria do cofator
flavina pelo oxigénio molecular (Figura 4).

As LAAOs extraidas de venenos de serpentes (svLAAO) podem representar
1-9% do total de proteinas que constituem os venenos de serpentes (ALl et al.,
2000; DU; CLEMETSON, 2002), todavia alguns autores relatam que este percentual
pode representar cerca de 30% (TAKATSUKA et al., 2001), como ocorre com 0
veneno da C. rhodostoma, (PONNUDURAI et al., 1994). As svLAAOs s&o
usualmente associadas por ligagdes ndo covalentes com ponto isoelétrico de cerca
4.4-8.5 (TEMPONE et al., 2001; ZHANG et al., 2003; STABELI et al., 2004;
TOYAMA et al.,, 2006). Recentemente, as LAAOs de venenos de serpentes
(svVLAAQ) tem se tornado um interessante instrumento farmacologcio, bem como
modelo estrutural e molecular para estudos biolégicos. Embora pouco seja
conhecido sobre suas estruturas primarias e terciarias, a sequencia cDNA de duas
sVLAAO extraidas de Crotalus atrox e Crotalus adamanteus, foi determinada e um
possivel sitio de ligagcdo para FAD e sitios de N-glicosilacdo foram estabelecidos
(RAIBEKAS; MASSEY, 1998; TORII et al., 2000). As svLAAO tem apresentado
distintas massas moleculares, preferéncia por substratos, capacidade apoptdtica,
citotoxicidade, hemdlise, efeitos na agregacao plaquetaria, indugdo de hemorragia,
edema, atividades antibacterianas, leishmanicida, antiviral; efeitos citotdéxicos sobre
células tumorais (STILES et al., 1991; LI et al., 1994; SUHR; KIM, 1996; AHN et al.,
1997; STABELI et al., 2004, 2007; IZIDORO et al., 2006; VIEIRA SANTOS et al.
2008; SANT’ANA et al., 2008), sendo estes efeitos possivelmente ou parcialmente
devidos a producéao de peréxido de hidrogénio (WEI et al., 2002)

Estudos mostraram que as LAAOs apresentam uma caracteristica peculiar e
totalmente reversivel de inativagao induzida tanto pelo congelamento como pelo pH.
A inativagao ocorre com o congelamento da enzima a temperaturas abaixo de zero
(-20°C), com a razao de inativacdo dependendo do pH e da composi¢ao do tampao.
Valores de pH acima da neutralidade também conduzem a inativacdo, sendo que a
presenca de anions monovalentes como o cloreto podem prevenir a inativagao. O
tratamento com calor a um baixo pH (por exemplo, 37°C e pH=5) pode reverter a
condigcao de inativacao (CURTI et al., 1968; COLES et al., 1977; MACHEROUX et
al., 2001). Elas exibem um tipico espectro de absor¢do, com absorbancia maxima
entre 465-380 devido a flavina andenina dinocleotideo (MASSEY; CURTI, 1967). As
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sVLAAOs devem ser guardadas a 4°C e proximo de um pH neutro para prevenir sua
inativacao (DU; CLEMETSON, 2002).
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COOH
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Figura 4 - Desidrogenacdo de L-aminoacidos catalizada pela LAAO. Os produtos desta
reagcdo, os a-iminoacidos, hidrolizam espontaneamente a a-cetoacido e amobnia. Os
equivalentes redutores derivados da desidrogenagao sao transferidos ao cofator FAD, que
€ prontamente oxidado pelo oxigénio molecular formando perdxido de hidrogénio

Fonte: Macheroux et al. (2001) e Ande et al. (2006)

1.2 Serpentes da fauna Brasileira

Cerca de dois mil tipos de serpentes sdo conhecidas no mundo, destas,
aproximadamente 410 s&o venenosas e classificados de acordo com suas
caracteristicas morfolégicas, compreendendo cinco familias, a saber: Crotalidae,
Viperidae, Elapidae, Hydrophiidae e Colubridae (BARRAVIERA, 1994; MATSUI et
al., 2000; DE CASTRO, 2006). Segundo a Organizagcao Mundial de Saude ocorrem,
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no mundo cerca de 5.400.000 acidentes ofidicos/ano, com 125.345 obitos,
correspondente a um taxa de mortalidade de 2,3% (OMS apud CHIPPAUX, 1998).
No Brasil, em 2005, foram registrados 28.597 casos de acidentes, sendo a maior
incidéncia registrada na regido Norte. No ceara, neste mesmo ano, ocorreram 802
casos, sendo 535 casos de acidentes botropicos e 61 casos de acidentes crotalicos
(BRASIL, 2005).

Aproximadamente, 256 espécies de serpentes sdo conhecidas no Brasil;

cerca de 69 sdo consideradas peconhentas. Estao classificadas em 73 géneros, em
nove familias (BARRAVIERA, 1995; DE CASTRO, 2006). Destas, apenas duas
familias (Elapidae e Viperidae) congregam as espécies peconhentas, ou seja,
aquelas que produzem toxinas em glandulas especializadas e tém aparelhos
apropriados para inocula-las. As serpentes pegonhentas no Brasil sdo agrupadas
em quatro géneros (DE AZEVEDO-MARQUES et al., 2003), quais sejam:
- Bothrops: sao as jararacas, jararacugus, urutus, etc. e fazem parte da familia
Viperidae (Figura 5). Sdo responsaveis por cerca de 90% dos acidentes em todo o
Brasil (BRASIL, 1998; DA SILVA; 2003). Seu veneno possui trés atividades
principais: 1) proteolitica ou necrosante, determina edema inflamatério na regido da
picada; 2) coagulante, atua através de uma ou mais agbes como trombina simile,
ativadora de protrombina e do fator X, promovendo consumo dos fatores de
coagulagado com consequente alteragdo da coagulagdo sanguinea; 3) hemorragica,
atuando no endotélio vascular tanto na regido da picada como em outros locais,
causando desde aumento na permeabilidade até a ruptura levando a sangramento
(RIBEIRO et al., 2001; DE AZEVEDO-MARQUES et al., 2003). Disturbios funcionais
permanentes e até mesmo perda do membro acometido podem ocorrer (RIBEIRO;
JORGE, 1997; JORGE et al., 1999). O &ébito ocorre em casos de envenenamentos
graves em pacientes que apresentam insuficiéncia renal, respiratoria e choque
(RIBEIRO et al., 1998; BARBOSA et al., 2002).
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Bothrops marajoensis Bothrops erytromelas Bothrops insularis

Figura 5 - Serpentes do género Bothrops
Fonte: http://www.ivb.rj.gov.br; www.fmt-am.gov.br e www.static.hsw.com.br

- Crotalus: sdo cascavéis e apresentam como caracteristica um chocalho na ponta
de sua cauda (Figura 6). Fazem parte da familia Viperidae e encontram-se em
segundo lugar em termos de incidéncia de acidentes (8,94%) (BRASIL, 1998). Seu
veneno apresenta agao neurotdxica, miotdxica e coagulante, sendo que a
caracterizacao clinica mais evidente do envenenamento crotalico € decorrente da
agao neurotdxica, chamada faces miasténica. Neurotoxinas (crotoxina, convulxina,
giroxina e crotamina) de agao pré-sinaptica, atuando nas terminagdes nervosas,
inibem a liberacdo de acetilcolina, promovendo paralisias motoras, pertubacdes
circulatorias e respiratorias (DE AZEVEDO-MARQUES et al., 2003). O veneno
crotalico também promove ag¢ao miotéxica, provocada por fosfolipase A, e
crotapotina, produzindo lesdes de fibras musculares esqueléticas sistemicamente
(rabdomiolise), levando a liberacdo de enzimas e mioglobina para o sangue, as
quais sao excretadas na urina (SILVEIRA et al., 1992; DE AZEVEDO-MARQUES et
al., 2003).
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Crtalus dussus collilineatus | Crotalus durissus cascavella

Figura 6 - Serpentes do género Crotalus

Fonte: www.latoxan.com; www.static.hsw.com.br

- Lachesis: sdao conhecidas como surucucu, apresentando espinhos na regido
posterior da cauda e também fazem parte da familia Viperidae (Figura 7). Os
acidentes laquéticos relatados no Brasil sdo poucos, representando apenas 2,39%
do total de acidentes (BRASIL, 1998). Seu veneno apresenta caracteristicas
semelhantes ao das jararacas, possuindo agao coagulante, necrosante e
vasculotéxica (BARRAVIERA, 1994). Esta é a maior serpente venenosa das

américas.

Lachesis muta

Figura 7 - Serpente do género Lachesis

Fonte: http://www.ivb.rj.gov.br
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- Micrurus: sao as corais verdadeiras e fazem parte da familia Elapidae (Figura 8).
Sao poucos os casos de envenenamento por estas serpentes em humanos (0,63%)
(BRASIL, 1998), porém sao acidentes extremamente graves. Seu veneno apresenta
acao neurotoxica e miotdxica. As neurotoxinas elapidicas atuam rapidamente na
juncdo mioneural, podendo ser pré-sinapticas ou pos-sinapticas, mostrando agao
semelhante ao curare (DE AZEVEDO-MARQUES et al., 2003).

Micrurus spixii

Figura 8 - Serpentes do género Micrurus

Fonte: http://www.ivb.rj.gov.br

1.2.1 Serpentes do género Bothrops e seu potencial antimicrobiano

No Brasil, o género Bothrops possui ampla distribuicdo e corresponde ao
grupo de serpentes peconhentas mais importantes em numero de espécies e
densidade populacional. O género Bothrops compreende cerca de 20 espécies no
Brasil, ocorrendo em todos os principais ecossistemas (QUEIROZ et al., 2008). As

caracteristicas de envenenamento por serpentes do género Bothrops s&o sério
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dano muscular, hemorragia, coagulopatia, choque e isuficiéncia renal aguda, nos
casos mais graves (BJARNASON; FOX, 1994; KAMIGUTI et al., 1996;
GUTIERREZ, 2002; WHITE, 2005). Além disso, acredita-se que este efeito aumenta
devido a acédo sinérgica de enzimas proteoliticas, como metaloproteases e serina-
proteases. A hemorragia ocorre ndao somente no sitio da picada, mas também
sistematicamente, contribuindo para o choque cardiovascular, caracteristico de
envenenamento severo (WARRELL, 1995 apud MAZZ| et al., 2004).

Na América do Sul, as serpentes do género Bothrops tem sido bem
estudadas devido a sua predominancia e importancia médica em paises como o
Brasil, Coldmbia, Equador, Venezuela, Bolivia e Peru (HIGUCHI et al.,, 2007). A
composicdo dos venenos pode exibir variagcbes associadas com a origem
geografica, habitat, variacdo sazonal, dieta, idade e género (MACKESSY et al.,
2003; FURTADO et al., 2006). Em estudo com diferentes espécies Queiroz et al.
(2008) demonstraram que estas serpentes apresentam potencial letal bastante
variado, sendo os venenos das serpentes B. castelnaudi, B. jararaca e B neuwiedi
0s mais letais, e os venenos de B. atrox, B. hyoprorus, B. brazili e B. bilineatus os
menos toxicos, dentre os estudados .

Varias substancias tém sido isoladas dos venenos botrdpicos, incluindo
proteases, como serina e metaloproteinases, PLA,, LAAOs, lecitinas tipo-C
(PARAMO et al., 1998; OSHIMA-FRANCO et al., 2004; KINI, 2006; FOX et al.,
2006; FRANCA et al., 2007).

A atividade antimicrobiana do veneno de serpentes vem sendo cada vez
mais explorada e fornecendo bons resultados. Muitas PLA, revelam atividades
bioldgicas, dentre elas agédo antimicrobiana. A descoberta de variantes da PLA; no
veneno de serpentes da familia Viperidae (MARAGANORE et al., 1984), as quais
possuem pouca ou nenhuma atividade catalitica, mas que ainda demonstram
comparavel toxicidade com os homologos cataliticamente ativos, apresentam-se
como instrumento importante para estudo, uma vez que essas proteinas possuem
atividade que interferem no equilibrio da membrana celular e que ndo esta
relacionado com mecanismos enzimaticos. A miotoxina Il, uma PLA; cataliticamante
inativa, encontrada no veneno da Bothrops asper, € bactericida para uma variedade
de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (PARAMO et al., 1998). Uma outra
miotoxina Il (MjTX-Il), extraida do veneno da B. moojeni, apresentou ac¢ao contra E.

coli e C. albicans, além de apresentar efeito antiparasitario sobre Schistosoma
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mansoni e Leishmania ssp. (STABELI et al., 2006). Um estudo semelhante
realizado com o veneno de Bothrops neuwiedi pauloensis também evidenciou
efeitos antibacterianos (RODRIGUES et al., 2004).

As LAAOs extraidas de venenos botrépicos também tém sido caracterizadas
e mostram preferéncias por substratos, atividades apoptoéticas, -citotoxicas,
hemolitica, atuagdo na agregacao plaquetaria, indugdo de hemorragia e uma
variedade de atividades bactericidas. A balt-LAAO-I, uma LAAOQO, isolada do veneno
B. alternatus, exibe uma atividade bactericida dose-dependente contra E. coli e S.
aureus (STABELI et al., 2004). Izidoro et al. (2006) também verificaram atividade
bactericida de uma LAAO (BpirLAAO-I), extraida do veneno de B. pirajai, sobre
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.

Venenos do género Bothrops sé&o potentes sobre S. aureus. Dentre eles os
venenos de B. jararaca e B. jararacussu apresentam atividades bastante
significativas. Estes venenos demonstram um amplo espectro de agao sobre Gram-
positivo e Gram-negativo, mas bactérias como E. coli e Enterococcus fecalis,
apresentaram resisténcia. Tanto o veneno total da B. jararaca como sua fracéo
LAAO (BjarLAAO-I) promoveram inibicdo de formas promatigotas de L.(L.)
amazonensis, epimatigostas de T. cruzi, causando rompimento da membrana e
desorganizagdo mitocondrial. Este veneno também apresentou agao antiviral sobre
o virus da Dengue (SANT’ANA et al., 2008; CISCOTTO et al., 2009). Dentro deste
contexto outros venenos botrépicos tém apresentado substancias com potencial
antiparasitario. A LAAO do veneno da B. pirajai apresenta atividade leishmanicida
dose-dependente, onde a L. brasiliensis se mostrou o tipo mais susceptivel ao efeito
(IZIDORO et al., 2006). Do mesmo modo o veneno de B. moojeni, bem como a
LAAO extraida deste veneno inibiu o crescimento de Leishmania (L.) amazonensis,
L.(L.) panamensis e L. (L.) chagasi (TEMPONE et al., 2001), bem como apresentou
acdo tripanocida (STABELI et al., 2007). Neste sentido Gongalves et al. (2002)
verificaram que o veneno de B. jararaca € capaz de inibir o crescimento de
Leishmania major e do Trypanossoma cruzi.

A descoberta do potencial antimicrobiano n&o apenas do veneno de
serpentes, mas também do veneno de outros animais, encontra um importante
cenario no contexto atual, onde a resisténcia bacteriana é bastante emergente.
Assim novas substancias, que superem este problema, se fazem cada vez mais

necessarias.
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1.3 Infec¢Bes bacterianas

A diarréia é ainda uma doenga muito prevalente e um importante problema
de saude publica, principalmente em paises em desenvolvimento. Doencgas
diarréicas sao a segunda maior causa de morte em criangas com menos de cinco
anos de idade. Sao causados principalmente por microorganismos
enteropatogénicos, sendo o principal deles a Escherichia coli (DE ANDRADE et al.,
1999; FAGUNDES-NETO; SKALETSKY, 2000). A Salmonella sp. também esta
bastante envolvida em casos de diarréia, devido a infecgdes alimentares. Ela € uma
bactéria entérica, responsavel por graves intoxicagbes alimentares, onde se
desenvolve quadros de infecgdo gastrointestinal, tendo como sintomas dores
abdominais, febre baixa e vomitos (SHINOHARA et al., 2008). No Rio Grande do
Sul, entre 1987-2000, foram investigados 1.298 surtos de doencgas transmitidas por
alimentos, onde se observou que desde 1993, a salmonelose tem sido a doencga
transmitida por alimentos de maior ocorréncia (RIO GRANDE DO SUL, 2001).

O coeficiente de mortalidade infantil por diarréia no Brasil apresentou um
declinio nas ultimas décadas. No ano 2000, o coeficiente de mortalidade infantil em
Fortaleza, Ceara, foi de 23,3/1000 nascidos vivos e por diarréia foi de 0,95
(FACANHA; PINHEIRO, 2005). Embora tenha havido uma diminuicdo no numero de
casos, o indice de mortalidade infantil por diarréia ainda permanece alto.

Outro problema sao as infecgdes das vias urinarias, geralmente causadas
por bactérias da microbiota intestinal do paciente. Em 85-90% dos casos o agente
etiolégico é a Escherichia coli, seguido por Enterobacter, Klebsiella, Proteus,
Pseudomonas, Stafilococcus e Streptococcus faecalis (GODQY, 2000; CHAVES,
2003). Em casuisticas de infecgbes urinarias por leveduras a Candida albicans tem
sido considerada a espécie mais comumente encontrada, sendo responsavel por
cerca de 50-70% dos episddios e outras espécies de leveduras nao-albicans tém
sido relatadas em 8-28% dos casos (KAUFFMAN et al., 2000). A Candida albicans
também provoca infecgdes na pele e membranas mucosas, podendo ser causa de
infeccoes hospitalares (infecgdes nosocomiais) da corrente sanguinea.

A Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae tém sido encontradas em casos
de peritonite bacteriana espontanea, definida como infecgao do liquido de ascite em

pacientes com cirrose (SUCH; RINYON, 1998). Em estudo realizado por De



37

Almeida et al. (2007) também foi verificada a presenga de Staphylococcus aureus e
Streptococcus faecalis neste tipo de infecgcdo. Neste mesmo estudo observou-se a
prevaléncia de Staphylococcus aureus meticilina-resistente, tendo a resisténcia
deste patdégeno as quinolonas e ao sulfametoxazol-trimetoprim evoluindo de 25-
50%, no periodo do estudo. Observou-se também que a ocorréncia de Escherichia
coli resistente as cefalosporinas de 3° geracao e as quinolonas aumentou em cerca
de 16%.

As infecgbdes hospitalares sempre despertaram a preocupacgao das equipes
de saude. Em 1996, o sistema NNIS (National Nosocomial Infection Surveillance),
conduzido pelo programa de infecgdes hospitalares do CDC (Centers for Disease
Control and Prevention) nos EUA descreveu a Pseudomonas aeruginosa como a
principal causa de infeccdo hospitalar dentre os patdégenos relacionados com a
pneumonia em Unidade de Terapia Intensiva (RICHARD et al, 1999). A
Pseudomonas aeruginosa aparece ainda como o quarto agente de infecgao de sitio
cirargico, o quinto de infecgdes hospitalares em geral e o sexto em infecgdes da
corrente sanguinea (NNIS, 1996). No Brasil, segundo Sader et al. (2001), a situacéo
€ a mesma, destacando-se nos casos de pneumonia. O Staphylococcus aureus e a
Pseudomonas aeruginosa tém sido relatados como mais frequentes nas
bacteremias de origem pulmonar (GUILARDE et al., 2007). Um estudo realizado no
Hospital das Clinicas da Escola de Medicina de Ribeirdo Preto mostrou que a
Escherichia coli (26%), Klebsiella sp. (15%), Pseudomonas aeruginosa (15%) e
Enterococcus sp. (11%) estao envolvidos em infecgdo do trato urinario adquiridas
em hospitais (NETO et al., 2003). Um outro estudo realizado na Unidade de
Queimados do Hospital Regional da Asa Norte, Brasilia-DF, no periodo de 2001-
2002, revelou que as principais causadoras de sepse em queimados foram S.
aureus (46,5%), Acinetobacter baumanni (12,1%), Enterobacter cloacae (12,1%),
Klebsiella pneumoniae (8,6%) e Pseudomonas aeurginosa (6,9%). Neste estudo
também foram verificados casos envolvendo Candida sp. (MACEDO et al., 2005).

As infec¢des da corrente sanguinea no ambiente hospitalar geralmente sao
indicativas de eventos graves com letalidade atribuida em torno de 35% (ORSI et
al., 2002). Guilarde et al. (2007) em estudo realizado no Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Goias verificaram que o patdogeno mais frequente em
bacteremias € o Staphylococcus aureus; para o qual se tem observado elevada

incidéncia de cepas multiresistentes a antibidticos como meticilina, oxacilina e
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vancomicina (CASSETTARI et al., 2005; MIMICA; MENDES, 2007). A resisténcia a
esses antibidticos é crescente e atinge niveis alarmantes e endémico ao redor do
mundo, principalmente em grandes hospitais (CASSETTARI et al., 2005). O
Staphylococcus aureus € uma bactéria do grupo dos cocos Gram-positivos que faz
parte da microbiota humana, mas que pode provocar doencas que vao desde uma
infeccao simples como espinhas e furunculos, até mais graves, como pneumonia,
meningite, endocardites, sindrome de choque toxico e septicemia. Essa bactéria foi
uma das primeiras a serem controladas com a descoberta dos antibiéticos, mas,
devido a sua enorme capacidade de adaptacgao e resisténcia, tornou-se uma das
espécies de maior importancia no quadro de infecgoes hospitalares e comunitarias
(DOS SANTOS et al., 2007).

Os principais efeitos dos antibidticos sao (i) indugdo da morte do agente
bacteriostatico). Seus alvos sdo essenciais nos processos biossintéticos dos
microorganismos (BROWN, 2004 apud DE LIMA et al., 2005). Dentre eles a inibigao
da sintese da membrana celular e interferéncias em ligagées nucleotidicas e
peptidicas, interferem diretamente na replicagdo cromossdmica e sintese protéica
das bactérias (Figura 9). Embora existam antibiéticos extremamente efetivos, eles
sdo capazes de induzir resisténcia nos microorganismos. Segundo Livermore
(2007) o processo de resisténcia a antibidticos € cumulativo e fornece a mais
dramatica demonstragdo de selegdo Darwiniana, com sérias implicagdes praticas.
Por mais de 50 anos, a resisténcia bacteriana tem sido o principal fator responsavel
pelo aumento da morbidade/mortalidade e dos custos para os sistemas de saude
com infeccbes bacterianas (PARAJE et al, 2004). Os antibidticos s&o
‘reconhecidos” por bactérias resistentes ou que adquiriram resisténcia via mutacao
ou transferéncia de DNA. Isto se torna mais grave devido ao fato de que (i) muitos
plasmideos determinam resisténcia a varias classes de antibidticos e; (ii) algumas
mutagbes restringem a permeabilidade da membrana bacteriana ou regulam
bombas de efluxo, comprometendo diversas classes de antibidticos (LEVY, 2002).
Assim, tratar as infecgbes causadas por esses agentes vem se tornando uma tarefa

cada vez mais desafiadora.
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Fonte: De Lima et al. (2005)

Relatos de reducédo da susceptibilidade da Pseudomonas aeruginosa aos
antimicrobianos vém sendo publicados tanto no Brasil como em outros paises,
destacando-se a diminuicao de susceptibilidade aos antibiéticos de maior espectro
de agdo como os carbapenémicos e cefalosporinas (LI et al., 2000; RAJA; SINGH,
2007). Figueiredo et al. (2007) observaram elevada prevaléncia de Pseudomonas
aeruginosa multiresistentes, inclusive com significativos niveis de resisténcia
cruzada entre os beta-lactdmicos (carbapenémicos e piperacilina/tazobactam) e os
aminoglicosideos e quinolonas, refletindo dificuldades nas opg¢des de associagdo e
antimicrobianos para tratamentos combinados.

Apesar dos avangos tecnolégicos em relagdo ao desenvolvimento de drogas
com maior potencial antibacteriano, suas caracteristicas naturais de resisténcia
mantém os diversos microorganismos em papel de destaque frente as dificuldades
terapéuticas. A microbiologia tem contribuido para o entendimento epidemiolégico
desses eventos ao identificar a origem clonal das bactérias, permitindo correlacionar

eventuais fatores, como: colonizagdo e infeccdo, contaminagdo ambiental e
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mudanca no padrdo de sensibilidade antimicrobiana. Este ultimo fator é
preocupante, visto que a perda de sensibilidade em curto espag¢o de tempo néo é
correspondida a velocidade em que novos antimicrobianos podem ser langados no
mercado, deixando os pacientes expostos a infecgdes com poucas possibilidades

de tratamento.

1.4 Leishmanioses

As leishmanioses apresentam incidéncia importante e alta letalidade,
principalmente em individuos ndo tratados, criangas desnutridas e pessoas com
HIV. Estima-se que as leishmanioses atingem cerca de 12 milhdes de pessoas, com
400.000 novos casos/ano. E prevalente em 88 paises (WHO, 2004). Tem ampla
distribuicao ocorrendo na Asia, Europa, Oriente Médio, Africa e nas Américas. Na
América Latina, a doencga ja foi descrita em 12 paises, sendo que o Brasil ocupa
lugar de destaque, especialmente na regido Nordeste (BRASIL, 2004). Mais de
3000 novos casos leishmaniose visceral americana (LVA) sdo notificados todo ano
em cerca de 20 estados brasileiros (BRASIL, 2008). O nordeste representa 70-90%
da populagdo parasitada, especialmente Bahia, Ceara, Piaui e Maranhéo,
apresentando prevaléncia de 25 casos/100 mil habitantes. Um estudo realizado no
Hospital Albert Sabin, em Fortaleza, CE, revelou que 450 pacientes com
confirmacao de LVA foram internados no periodo de 1995-2000, ocorrendo 39
mortes (REY et al.,, 2005). Somente no primeiro semestre de 2007 foram
notificados dez casos de morte por leishmaniose visceral (Calazar) no Ceara
(GOMES, 2007). Assim, de acordo com a relevancia e morbidade, esta doenga foi
considerada um importante problema de saude pela Organizagdao Mundial de
Saude, o que, estatisticamente, foi mostrado por ser a segunda principal parasitose
do mundo (RATH et al., 2003).

As leishmanioses apresentam duas variantes: a Leishmaniose tegumentar e
a Leishmaniose visceral, também conhecida como Calazar (SA, 2006). A
Leishmaniose visceral, mais frequentemente causada pela L. chagasi, € uma
doenga febril, de curso prolongado, caracterizada por palidez, emagrecimento,
aumento do volume abdominal, hepatoesplenomegalia e edema (WHO, 1982)

(Figura 10a). Suas manifestagbes clinicas refletem o desequilibrio entre a
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multiplicagdo dos parasitos nas células do sistema fagocitico mononuclear, a
resposta imunolégica do individuo e o processo inflamatdrio subjacente. Nos casos
mais graves o Obito é determinado por infecgdes bacterianas e/ou sangramento
(BRASIL, 2008). Ja a Leishmaniose tegumentar (Figura 10 b, c, d), comumente
causada pela L. amazonensis e L. brasiliensis, € uma doenca polimoérfica da pele e
mucosas com lesdes ulcerativas simples ou multiplas (forma simples cutanea),
lesbes nodulares (forma difusa) ou lesdes mucocutaneas (forma cutanea
disseminada), acomentendo, principalmente a regido da nasofaringe (MAYRINK et
al., 2006; LESSA et al.,, 2007). Quando a destruicdo dos tecidos é importante,
podem ocorrer perfuragdes do septo nasal e/ou palato (BRASIL, 2008). A droga de
primeira escolha para o tratamento das leishmanioses sdo os antimoniais
pentavalentes (BALANA-FOUCE et al., 1998), com resisténcia clinica, falhas no
tratamento e elevada toxicidade discutidos em varios estudos (BERMAN et al.,
1982; ANACLETO et al., 2003; COELHO et al., 2004; FADILI et al., 2005; MAYRINK
et al.,, 2006). As leishmanioses sao transmitidas aos seres humanos através da
picada por um inseto hematéfago fémea do género Lutzomyia (MAYRINK et al.,
2006).
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Figura 10 - Leishmaniose visceral (A); Leishmaniose mucocutanea, lesdo na mucosa nasal
(B); Leishmaniose cutanea difusa, lesdes multiplas ulceradas (C); Leishmaniose cutanea,
lesdo unica com bordos elevados (D)

Fonte: (BRASIL, 2006a, 2006b)
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A Leishmania sp. apresenta um ciclo de vida heteroxémico (Figura 11),
estando intimamente associados a vida entre vertebrados (mamiferos) e insetos
vetores. Estes parasitos apresentam duas formas de vida: (i) promastigota
(extracelular) e, (ii) amastigotas (intracelular) (SIQUEIRA, 2000). Eles tém
desenvolvido uma variedade de mecanismos adaptativos para viver dentro do
hospedeiro vertebrado e evadir-se da resposta imune, como a inibicdo das
moléculas MHC (DE SOUZA LEAO et al., 1995), citocinas proinflamatérias (JARDIM
et al., 1995) e radicais livres de oxigénio (PASSWELL et al., 1994), e estas agbes
sdo relatadas para muitas moléculas da Leishmania sp. Estas moléculas, em muitos
casos, podem também modificar a resposta inflamatdria, através da geracdo de
precursores benéficos ou nao benéficos de mediadores inflamatérios, como
eicosandides, para os quais a fungao na leishmaniose nao esta clara (PASSERO et
al., 2008).

Figura 11 - Ciclo de vida de Leishmania
Fonte: (WHO, 2007)

1.5 Doenca de Chagas

Segundo dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), cerca de 9,8
milhdes de pessoas sao atingidas pela Doenca de Chagas na América Latina e
outras 40 milhdes ainda permanecem expostas a infecgao (WHO, 2003). No Brasil,

sao cerca de 2-3 milhdes de infectados, sendo que morrem aproximadamente 5 mil
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por ano (GARCIA et al., 2007). A Regido Nordeste (NE) ocupa importancia
acentuada, tendo sido a segunda em numero de infectados e de indices de
infestagao triatominica (CASTRO FILHO; SILVEIRA, 1984; FERREIRA et al., 1999).
Nesta regido ja foram identificadas quase 30 espécies ou subespécies de
triatomineos transmissores do Trypanosoma cruzi, protozoario hemoflagelado e
agente causal da Doencga de Chagas, correspondendo a mais da metade daquelas
detectadas em todo o pais (CARCAVALLO et al.,, 1997; SILVA et. al, 2007).
Atualmente é a regido mais preocupante e de mais dificil controle em todo o pais,
uma vez que é a regido endémica com maiores problemas presentes e futuros,
além de abrigar focos periurbanos de triatomineos ja detectados nas periferias de
varias cidades com destaques, no Ceara, para os municipios de Crateus, Sobral e
Independéncia (DIAS et al., 2000).

O T. cruzi é transmitido através dos insetos triatomineos, sendo estes
classificados em mais de cem espécies, responsaveis pela transmissdo natural da
infeccdo, intervindo diretamente na sua veiculagdo no ambiente domiciliar ou
participando na manutencdo da enzootia chagasica (SCHMUNIS, 1997). As
principais espécies vetoras sao os insetos Triatoma infestans, Triatoma brazilienses
e Rhodnius prolixus. No Nordeste do Brasil, conhece-se cerca de 27 espécies ou
subespécies de triatomineos transmissores do T. cruzi, correspondendo a mais da
metade daquelas detectadas no Brasil (CARCAVALLO et al., 1997).

O T. cruzi possui um ciclo monoxémico, diferenciando-se em trés estagios,
epimastigotas no intestino superior do inseto, forma replicativa e nao infectante;
tripomastigota, presente na porgdo posterior do intestino, sendo a forma néao
replicativa e infectante da corrente sanguinea e; amastigota, forma intracelular (ABE
et al., 2002a; CESTARI, 2006). A infecgao ocorre no momento da picada, quando o
inseto defeca no hospedeiro, e 0 ato de cogar o local, que é estimulado pela
substancia irritante liberada pelo barbeiro, provoca a inoculacdo do T. cruzi
(CESTARI, 2006). Apos a infecgdo, os parasitas sdo capazes de sobreviver e
reproduzir-se em uma variedade de células nucleadas, incluindo macrofagos
inativos (SILVA et al., 2007), na forma amastigota. Apds vasta reproducédo no
interior dessas células, os protozoarios retomam a forma de tripomastigota e lisam a
célula hospedeira, voltando para a circulagdo. A transmissao ocorre quando um
triatomineo se alimenta de sangue contaminado e pica outro individuo, reiniciando o
ciclo (CESTARI, 2006) (Figura 12).
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Figura 12 - Ciclo de vida do Tripanossoma cruzi.
Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Trypanosoma_cruzi)

Segundo Coura (2007), os principais mecanismos de transmissdo da Doenga
de Chagas sao por meio dos vetores (insetos triatomineos), sangue, por via oral,
através da placenta ou no momento do parto, transplante de érgaos, acidentes
laboratoriais, contato com animais infectados, por via sexual ou infecgao
criminalmente induzida por inoculagdo. Tém ocorrido avancos substanciais no
controle da doenga, principalmente combatendo o vetor triatomineo com inseticidas.
Apesar disso a Doenga de Chagas permanece sendo um problema de saude
publica (FERRAZ et al., 2007).

A Doencga de Chagas pode se apresentar em duas fases clinicas definidas. A
fase aguda apresenta parasitemia evidente sob observacéo direta do sangue. Em
muitos casos, ndo ha sintomas, mas os casos sintomaticos apresentam sinais no
local da infecgdo, como chagoma de inoculagdo e sinal de Romafa (Figura 13),
febre, adenopatia  generalizada, hepatoesplenomegalia, = miocardite e
meningoencefalite em casos graves. Isso é seguido por uma fase crbnica, que em
muitos casos apresenta uma forma indeterminada (assintomatica e com resultados

normais para eletrocardiograma e raio-x de coracao, esdfago e célon), que pode
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envolver formas cardiacas, digestivas ou mistas (COURA, 2007). E uma doenca
cronica, na qual, em estagios avangados, até 30% dos pacientes sdo conduzidos a
morte por disritmias, falha cardiaca congestiva, megaes6fago, megacolon (ABE et
al., 2002b).

Figura 13 - Sinal de Romaria

O Nifurtimox (NFX) e o Benzonidazol (BZ), sdo drogas sintéticas usadas no
tratamento da doenga de Chagas. Ambas possuem limitada eficacia durante a fase
aguda (76%) e cronica (8%) (CANCADO, 2002). Ambas sao derivados téxicos
nitrogenados heterociclicos usados para o tratamento a longo prazo (ABE et al.,
2002b).

A presencga de cepas naturalmente resistentes ao BZ e ao NFX pode ser um
importante fator que explica o baixo nivel de cura apresentado por alguns pacientes
com doenca de Chagas (FERRAZ et al., 2007). Estas duas drogas mostraram
efeitos colaterais importantes e indicios de cura parasitolégica em torno de 60% nos
casos agudos, porém pouco expressivos nos casos cronicos. Vale ressaltar ainda a
necessidade de emprego destas medicacbes em esquemas posoldgicos
prolongados, durante pelo menos 60 dias (COURA et al., 1997). O benzonidazol
apresenta efeitos colaterais graves tais como agranulocitose, purpura
trombocitopénica, depressdo da medula éssea, polineuropatias, parestesias e
polineurites de nervos periféricos (COURA; CASTRO, 2002). Teixeira et al. (1990,
1994) tem chamado a atengdo para o surgimento de linfomas com atividade
mutagénica e carcinogénica em animais experimentais tratados com esta

medicacdo. Por outro lado, o alopurinol e os antifungicos cetoconazol, fluconazol e
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itraconazol, em testes clinicos, mostraram resultados pobres, nulos ou controversos
para o tratamento da fase cronica da doenca de Chagas (APT et al., 1998). Neste
sentido, também pouco € conhecido a influéncia dos parametros do hospedeiro
relacionado a falha da terapéutica. Um dos maiores fatores que podem interferir na
eficacia do tratamento € a resposta imunolégica do hospedeiro através da acéo
cooperativa com a droga (ROMANHA et al., 2002).

Tendo em vista o potencial biotecnologico de venenos e toxinas, aliado a
necessidade de novas alternativas terapéutcias para o tratamento de processos

infecto-parasitarios, encontramos um campode pesquisa promissor a ser explorado.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antibacteriana, antifungica, bem como o efeito
leishmanicida e tripanocida dos venenos das serpentes Bothrops leucurus e

Bothrops marajoensis e suas fragdes fosfolipase A; e L-amino acido oxidase.

2.2 Objetivos Especificos

- Determinar o potencial antimicrobiano e antiparasitario dos venenos de B.
leucurus e B. marajoensis e suas fragdes PLA; e LAAO sobre cepas de referéncia
depositadas na ATCC,;

- Determinar a Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) dos venenos de B.
leucurus e B. marajoensis e suas fragdes PLA, e LAAO sobre as cepas microbianas
de referéncia depositadas na ATCC,;

- Determinar a Concentragdo Letal Minima (CLM) dos venenos de B.
leucurus e B. marajoensis e suas fragdes PLA, e LAAO sobre as cepas microbianas
de referéncia depositadas na ATCC;

- Avaliar o possivel efeito citotoxico dos venenos de B. leucurus e B.
marajoensis e suas fragcbes PLA; e LAAO sobre formas promastigotas de
Leishmania sp.;

- Avaliar o possivel efeito citotoxico dos venenos de B. leucurus e B.
marajoensis e suas fragdbes PLA, e LAAO sobre formas epimastigotas de
Trypanossoma cruzi;

- Avaliar a toxicidade dos venenos de B. leucurus e B. marajoensis e suas

fracdes PLA; e LAAO sobre macréfagos murinos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Venenos e fragdes

Os venenos das serpentes Bothrops leucurus e Bothrops marajoensis, bem
como suas fragdes fosfolipase A, e L-aminoacido oxidase foram gentiimente
cedidos pelo Prof. Dr. Marcos Hiraki Toyama, Universidade do Estado de Sao Paulo
(UNESP), Campus do Litoral Paulista, Unidade de S&o Vicente. Para a realizacéo
dos ensaios foi preparada uma solugao stock (2mg/mL) dos venenos ou fragées em

tampao fosfato salina (PBS), pH 7.4, estéril.

3.2 Ensaios para determinagdo do potencial antimicrobiano

3.2.1 Cepas microbianas

A atividade antibacteriana dos venenos das serpentes Bothrops leucurus e
Bothrops marajoensis e de suas fragdes PLA; e L-aminoacido oxidase foi analisada
sobre quatro cepas (Escherichia coli ATCC 10536, Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027, Salmonella cholearaesuis subsp. choleraesuis sorotipo choleraesuis ATCC
10708, Staphylococcus aureus ATCC 6538P) e a atividade antifungica foi analisada
sobre a levedura Candida albicans ATCC 10231. Todas as cepas sao provenientes
da ATCC e cedidas pela FIOCRUZ. Estas culturas foram estocadas de forma a
conservarem inalteradas todas as suas caracteristicas bioquimicas e perfil de
sensibilidade a antimicrobianos. Foram realizados repiques peridédicos para meios
de cultura esterilizados e a pureza de cada etapa foi confirmada por microscopia,

provas bioquimicas e antibiograma.
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3.2.2 Potencial antimicrobiano

O potencial antimicrobiano foi determinado através do método de difusdo em
agar, de acordo com recomendagbes do NCCLS (2003a), com modificagdes.
Culturas microbianas puras provenientes da cole¢cdo de microorganismos (item
3.1.1) e mantidas no LabMicro em agar estoque sob refrigeracao, foram repicadas
para caldo BHI (Infuso de Cérebro e Coracéo) e incubadas a 35°C até atingirem a
fase exponencial de crescimento (5-7h). Apds esse periodo, a densidade
microbiana de cada cultura foi ajustada de acordo com a turvagao do tubo 0,5 da
escala McFarland (aproximadamente 10 UFC/mL). Com auxilio de swabs estéreis,
essas suspensdes foram semeadas na superficie do agar Mueller-Hinton (cepas
bacterianas) ou agar Sabouraud-dextrose 2% (cepa de leveduras).

De acordo com a metodologia e para evitar resultados incorretos, a camada
de agar na Placa de Petri apresentou de 3-4mm de espessura e foi semeada em
trés direcbes, para obtengcdo de um crescimento confluente e homogéneo. Apds
cinco minutos, foram feitos pogos no agar, utilizando-se para isso um perfurador
estéril, aos quais aplicou-se diferentes concentracées dos venenos e suas fracoes
(2, 1, 0.5 e 0.25mg/mL), previamente preparados através diluigdes seriadas em
tampao fosfato-salina (PBS) pH 7.4, estéril.

Agentes antimicrobianos de uso comercial foram usados como controles
positivos (inibigdo do crescimento microbiano). Como controle negativo (néo
inibicdo do crescimento microbiano) utilizou-se o diluente dos agentes microbianos
e das amostras. As placas de cultura foram mantidas por 30 minutos a temperatura
ambiente, para facilitar a difusdo das amostras no agar e, em seguida, incubadas a
35°C/18h. Apos incubacdo, realizou-se a leitura dos halos de inibicado de
crescimento microbiano com auxilio de paquimetro e os valores para esses halos
foram obtidos através das médias das medidas, em milimetros, de trés

experimentos (Figura 14 e Quadro 1).
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Quadro 1 - Grupos avaliados no ensaio de difusdo em Agar. BleuVT = veneno total de B.
leucurus; BleuPLA,= fosfolipase A, de B. leucurus; BleuLAAO = L-aminoacido oxidase de B.

leucurus; BmarVT = veneno total de B. marajoensis; BmarPLA,= fosfolipase A, de B.

marajoensis; BmarLAAO = L-aminoacido oxidase de B. marajoensis; Ctrl + = controle
positivo (amicacina, para bactérias e cetoconazol para C. albicans); Ctrl - = controle
negativo (PBS)

BleuvT - S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, Salmonella sp., C.albicans

BleuPLA, > S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, Salmonella sp., C.albicans
BleuLAAO - S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, Salmonella sp., C.albicans
BmarVT - S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, Salmonella sp., C.albicans
BmarPLA, - S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, Salmonella sp., C.albicans

BmarLAAO -> S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, Salmonella sp., C.albicans

Ctrl + - S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, Salmonella sp., C.albicans
Ctrl - - S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, Salmonella sp., C.albicans
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Figura 14 - Ensaio de difusdo em agar
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3.2.3 Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

Os venenos e fragbes que apresentaram potencial antimicrobiano quando
testados pelo método da difusdo em meio sdlido (item 3.1.2) foram submetidos a
determinacao da CIM pelo método da Microdiluigdo em caldo (NCCLS, 2003b). As
bactérias e levedura em estudo foram subcultivadas em caldo BHI e Sabouraud-
dextrose, respectivamente. Ajustadas de acordo com o tubo 0.5 da escala de
McFarland como descrito no item 3.1.2. As culturas microbianas foram diluidas 100x
(aproximadamente 10° UFC/mL) em caldo BHI (bactérias) ou em caldo Sabouraud-
dextrose (levedura). Estas suspensdes foram subcultivadas, em placas d 96 pocos,
(125uL/pogo) com diferentes concentragdes dos venenos ou de suas fragbes PLA;
e LAAO (25uL/pogo) (100, 50, 25, 12.5 e 6.25ug/mL), previamente preenchidas
(100uL/pogo) com caldo BHI (bactérias) ou caldo Sabouraud-dextrose (levedura).
Pogos contendo meio de cultura, tampdo PBS estéril (pH 7.4) e indculo do
microorganismo em estudo serviram como controle negativo; sendo o controle
positivo pog¢os contendo meio de cultura, um agente antimicrobiano de uso
comercial e o indculo do microorganismo em estudo. As placas foram entéo
incubadas a 35°C/24h e a inibicdo do crescimento bacteriano foi determinada
através da mensuracao da absorbancia a 490nm. A mais baixa concentragcéo capaz
de inibir o crescimento microbiano (auséncia de turvacéo visivel) foi considerada
como CIM (Figura 15).
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Figura 15 - Ensaio de microdiluicdo em caldo

3.2.4 Concentracao Letal Minima — CLM

Aliquotas de 25uL foram repicadas, de modo asséptico, dos pogos usados na
determinagao da CIM (item 3.1.3) (aqueles que nao apresentaram turvagao visivel)
para Agar Plate Count. Apds incubagdo durante 24h a 35°C foi realizada a
contagem das colOnias crescidas na superficie do meio (Figura 16). A concentragao
onde se observou um crescimento < 0,1% do inéculo adicionado foi considerada
como a CLM, ou seja, a menor concentragdo de veneno ou fragdo com agao letal
sobre a cepa testada (NCCLS, 2003b).
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Figura 16 - Determinagcado da CLM a partir do ensaio de microdiluicdo em caldo

3.3 Ensaios antiparasitarios

3.3.1 Leishmania sp. e sua manutencdao in vitro e in vivo

Foram utilizadas formas promastigotas de Leishmania amazonensis
(MHOM/IFLA/BR/67/PH8) cedida pela Professora Dra. Maria Norma Melo
(Universidade Federal de Minas Gerais) e Leishmania chagasi (MCAN/BR/99/JP15)
isolada de cao infectado cedido pelo Centro de Zoonoses do Municipio de Joao
Pessoa — Paraiba. Os parasitas foram cultivados em meio de cultura
NNN/SCHNEIDER, incubados a 26°C + 1°C e repicados semanalmente. Quando
necessario, as formas promastigotas foram criopreservadas em freezer -80°C e em
nitrogénio liquido no préprio meio acrescido de glicerol na proporgédo de 10%. A
cepa de Leishmania amazonensis foi mantida “in vivo” em camundongos Sui¢os no
Biotério do Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica (LTF) da UFPB inoculados na
pata posterior esquerda com formas promastigotas em fase estacionaria de
crescimento (OLIVEIRA et al., 1999).
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3.3.2 Analise da atividade citotoxica sobre formas promastigotas de

Leishmania sp.

Para a avaliagdo da atividade leishmanicida sobre as formas promastigotas,
os parasitos foram repicados para tubos contendo meio NNN/SHNEIDER com
diferentes concentracdes dos venenos ou suas fragdes, com indculo inicial de 1x10°
promastigotas/mL. Paralelamente foi analisado o crescimento do parasito na
auséncia dos compostos (controle). As formas promastigotas foram incubadas a
26°C/72h. Apos este periodo foram retiradas aliquotas das suspensées, diluidas em
solucao isoton (formaldeido, cloreto de sédio, acido citrico e agua) e quantificadas
em camara de Neubauer. A quantificagédo foi feita por contagem direta do numero
de células por campo em microscépio 6ptico com aumento de 40x. A média de
contagem foi utilizada para calcular o numero de parasitas contido em 1mL de
cultura. Para o calculo foi utilizada a formula: N° de parasitas = média dos quatro

quadrantes x o inverso da diluigdo da amostra x 10* (Figura 17).
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Figura 17 - Ensaio para atividade citotdxica sobre formas promastigotas de
Leishmania sp.
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3.3.3 Cultivo das formas epimastigotas de Tripanosoma cruzi

As formas epimastigotas de cepa Y de T. cruzi foram cultivadas em meio LIT
(liver infusion tryptose) de acordo com o procedimento descrito por Camargo (1964).
Os parasitos foram mantidos a 28°C e repicados a cada 5-6 dias quando a
concentracdo de parasitos, na fase logaritmica, atingiu a densidade de 5 x 10" a 10
x 10® parasitos/mL. Os parasitos foram quantificados em camara de Neubauer,

apos diluigdo em formaldeido a 2% (v/v), em PBS.

3.3.4 O efeito citotoxico dos venenos e fragcfes sobre formas epimastigotas de

Tripanosoma cruzi

Para avaliar a agao tripanocida diferentes concentragcdes dos venenos ou de
suas fragdes foram incubados em placas de microcultura, com indculo inicial de 1 x
10° parasitos/pogo, em meio LIT (Liver infusion tryptose), a 28°C/5 dias. Neste
estudo foi tido como controle negativo cultura de parasitos em presenca de tampao
fosfato salina (PBS) (Figura 18). Apds o periodo de incubagdo a quantificagéo foi

realizada conforme descrito no item 3.2.2 para Leishmania sp.
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Figura 18 - Ensaio para atividade citotdxica sobre formas epimatigostas de T. cruzi.
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3.4 Avaliacao da toxicidade sobre macrofagos murinos

3.4.1 Obtencdo dos macrofagos peritoneais

Para a coleta dos macrofagos, foram utilizados camundongos suigos, machos
com 8 a 10 semanas de idade, provenientes do Biotério Central, Campus do
Pici/lUFC. Os macrofagos foram extraidos da cavidade paritoneal dos camundongos
apos tratamento com solugdo de tioglicolato 4%. As células foram centrifugadas, o
sobrenadante descartado, e entdo ressuspensas em meio RPMI 1640,
suplementado com 10% de SBF, e penicilina/estreptomicina. Posteriormente as
células foram quantificadas em camara de Neubauer, na presenga do corante azul
de Trypan a 0,4% (Figura 19).

Tratamento com Introdugéo de 10mL de meio Massagm da cavidade
Tioglicolato RPMI na cavidade peritoneal peritoneal

Azul de Tripan

P
\|

M

ICémara de Extragio da suspenséao
Neubauer celular

Centrifugagéo
A

Figura 19 - Obtencdo de macrofagos peritoneais
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3.4.2 Ensaio de toxicicidade

Os macrofagos isolados foram cultivados em placas de microcultura
utilizando meio RPMI 1640 enriquecido com 10% de SBF e
penicilina/estreptomicina, com diferentes concentragdes dos venenos e suas
fracOes. As placas foram incubadas, por 24h, em atmosfera enriquecida com 5%
CO, e a 37°C. Apds esse periodo as células foram observadas em microscépio
optico invertido, para avaliagdo da morfologia celular, e em seguida foi realizado o
ensaio com 3-(4,5-dimetilazil-2-il)-2,5 difenil tetrazdlico (MTT) 2,5mg/mL dissolvido
em PBS. Este método baseia-se na atividade metabdlica de células viaveis,
formando um produto colorido (sal formazan, que é insoluvel em agua). Apos
incubacédo por 4 horas a 37°C em estufa com 5% de CO,, o sobrenadante foi
removido e entdo adicionado SDS (10%) em HCL 0,01N para solubilizar os cristais
de formazan. As placas foram incubadas por 17h e em seguida realizada a leitura
em espectrofotdmetro (570nm) (MOSMANN,1983) (Figura 20).

V4
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B | ||w| T “‘—‘ _'Q?Upag,ﬁO_.h
Meio RPMI 37°C, 5% CO,
24h
Ensaio com
MTT
2 v
Espectrofotometro . . .
570nm e | JUU0C000O0000]

Figura 20 - Ensaio de toxicidade sobre macréfagos murinos
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3.5 Andlise estatistica

Foram realizados trés experimentos independentes, em triplicata, para cada
ensaio. As médias obtidas em cada experimento foram comparadas utilizando o
teste t ou ANOVA, seguido do teste de Bonferroni, quando apropriado, usando o
software Prisma GraphPad versdo 5.0. Valores de p < 0,05 foram considerados
para a analise. Para calcular a ICsy foi utilizado o modelo probit de analise de

regressao.

3.6 Comité de Etica

Todos o0s nossos experimentos foram realizados de acordo com as
recomendagdes do Comité de Etica em Pesquisa com Animais (CEPA) da

Universidade Federal do Ceara, sob o numero de protolo 79/08.
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4 RESULTADOS

4.1 Atividade antibacteriana e antifungica

A atividade antimicrobiana foi avaliada através da presenca da zona de
inibicdo apos inoculagdo em meio solido, pelo método de difusdo em agar. O
veneno total da serpente B. leucurus (BleuVT) foi capaz de inibir o crescimeto de S.
aureus (Figura 21). A L-aminoacido oxidase do veneno da serpente B. marajoensis
(BmarLAAO) inibiu o crescimento da P. aeruginosa (Gram-negativo), da levedura C.
albicans e de S. aureus (Gram-positivo), sendo estas inibicdes dose-dependentes
(Figura 22). Dentre os microorganismos sensiveis o mais susceptivel foi o S.
aureus. A ordem de susceptibilidade dos microorganismos testados com
BmarLAAO foi S. aureus > C. albicans > P. aeruginosa. Por outro lado o veneno
total da serpente B. marajoensis (BmarVT), as fragbes fosfolipase A, de ambos os
venenos (BmarPLA,, BleuPLA;) e a fragdo L-aminoacido oxidase do veneno de B.
leucurus (BleuLAAQO) nédo apresentaram nenhum grau de inibigdo sobre as cepas

estudadas.
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Figura 21 - Ensaio de difusdo em agar do veneno da B. leucurus sobre S. aureus (A e B).
C+ = Controle positivo (amicacina).

Nota: Os valores representam média + SEM de trés ensaios independentes realizados em
triplicata. O halo de inibicdo é representado em mm, incluindo os 5 mm de didmetro do
poco, apds 18h de incubacao.
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Figura 22 - Ensaio de difusdo em agar da fragdo L-aminoacido oxidase do veneno da B.
marajoensis sobre P. aeruginosa (e); C. albicans (m) e S. aureus (V) (A). Ensaio de
difusdoem Agar da fragdo L-aminoacido oxidase do veneno da B. marajoensis sobre S.
aureus (B).

Nota: Os valores representam médiazSEM de trés ensaios independentes realizados em
triplicata. O halo de inibicdo é representado em mm, incluindo os 5mm de diametro do
poco, apds 18h de incubacgao.

O BleuVT e a BmarLAAO, revelaram ser mais promissores e foram avaliados
para a determinagao da CIM (concentragao inibitéria minima) e CLM (concentragao
letal minima), pelo método de microdiluigio em caldo. Nas concentragdes
estudadas, o efeito inibitério foi mais significante sobre S. aureus, confirmando o
resultado do ensaio anterior. Para BleuVT a CIM=CLM=25ug/mL (Figura 23) e para
BmarLAAO a CIM=50ug/mL e CLM= 200ug/mL (Figura 24). A amicacina apresentou
CIM=25ug/mL e CLM=50ug/mL (Tabela 1). Nas maiores concentragcbes (50 e 100

Mg/mL) a acgdo inibitéria da amicacina nao apresentou diferenga significativa da agao
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inibitéria de BleuVT e BmarLAAO. Para a P. aeruginosa e C. albicans nao foi

possivel determinar a CIM e CLM nas concentragdes estudadas, sendo estas >200

Mg/mL.
p<0.05
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Figura 23 - Perfil de inibicdo bacteriana do veneno da B. leucurus e da amicacina,
sobre cultura de S. aureus. BleuVT (veneno total de B. leucurus) e amicacina (100, 50,
25,12.5 € 6.25ug/mL).

Nota: Apds incubagao o crescimento bacteriano foi espectrofotometricamente medido
(A490nm). O gréafico apresenta médiatSEM (n=3). *p<0.05 comparado com o
correspondente grupo controle.
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Figura 24 - Perfil de inibicao bacteriana da fracdo L-aminoacido oxidase do veneno da
B. marajoensis e da amicacina sobre cultura de S. aureus. BmarLAAO (L-aminoacido
oxidase de B. marajoensis) e amicacina (100, 50, 25, 12.5 e 6.25pg/mL).

Nota: Apos incubagao o crescimento bacteriano foi espectrofotometricamente medido
(A490nm). O grafico apresenta médiatSEM (n=3). *p<0.05 comparado com o
correspondente grupo controle.
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Tabela 1 - Concentracdo inibitéria minima (CIM) e Concentracdo letal minima (CLM)
determinadas através do ensaio de microdiluicdo em caldo. BleuVT = veneno total de B.
leucurus; BmarLAAO = L-aminodacido oxidase de B. marajoensis

Amostras S. aureus
CIM (ug/mL) CLM (pg/mL)
BleuVT 25 25
BmarLAAO 50 200
Amicacina 25 50

4.2 Atividade sobre Leishmania sp.

O BleuVT (Figura 25), BmarVT (Figura 26), BmarLAAO (Figura 27)
apresentaram efeito inibitério sobre formas promastigotas de L. amazonensis e L.
chagasi, apos 72h de cultivo. O BleuVT apresentou valores de 1C5,=5.49ug/mL para
L. amazonensis e 1.94ug/mL para L. chagasi. O BmarVT apresentou valores de
IC50=86.56ug/mL para L. amazonensis e 79.02ug/mL para L. chagasi, sendo estes
valores de 2.55ug/mL para L. amazonensis e 2.86ug/mL para L. chagasi, quando
em presenca de BmarLAAO (Tabela 2). A cepa de L. chagasi mostrou-se mais
sensivel tanto em presenca de BleuVT como em presenca de BmarVT, tendo o
BleuVT apresentado maior capacidade inibitéria. Para a BmarLAAO n&o observou-
se diferenga significativa de sensibilidade entre as duas cepas em estudo. A
BleuPLA;, BmarPLA; e BleuLAAO nao foram capazes de promover nenhum efeito

inibitorio.
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Figura 25 - Atividade leishmanicida de diferentes concentracées do veneno da B. leucurus
sobre formas promastigotas de L. amazonensis and L. chagasi.

Nota: A densidade celular inicial foi 1x10°células/mL. O gréafico apresenta média + SEM
(n=3). *p<0.05 comparado com o correspondente grupo controle.
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Figura 26 - Atividade leishmanicida de diferentes concentra¢cdes do veneno de B.
marajoensis sobre formas promastigotas de L. amazonensis and L. chagasi.

Nota: A densidade celular inicial foi 1x10°células/mL. O grafico apresenta média *
SEM (n=3). *p<0.05 comparado com o correspondente grupo controle.
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Figura 27 - Atividade leishmanicida de diferentes concentragdes da L-aminoacido
oxidase do veneno da B. marajoensis sobre formas promastigotas de L. amazonensis
and L. chagasi.

Nota: A densidade celular inicial foi 1x10°células/mL. O grafico apresenta média +
SEM (n=3). *p<0.05 comparado com o correspondente grupo controle.

Tabela 2 - Valores de ICsq para formas promastigotas L. amazonensis (L.a.) e L. chagasi
(L.c.) tratadas com veneno de B. leucurus (BleuVT), de B. marajoensis (BmarVT) ou L-
aminoacido oxidase de B. marajoensis (BmarLAAOQ).

Amostras IC50 (ug/mL)
L.a. L.c
BleuVT 5,49 1,94
BmarVT 86,56 79,02
BmarLAAO 2,55 2,86

4.3 Atividade sobre cepa Y de T. cruzi

O BleuVT (Figura 28), BmarVT (Figura 29) e BmarLAAO (Figura 30)
apresentaram efeito inibitério sobre formas epimastigotas de cepa Y de T. cruzi,
apos 5 dias de cultivo. O valor de ICsp para o BleuVT, BmarVT e BmarLAAO foram,
respectivamente 1,14ug/mL, 24,19ug/mL e 0,89ug/mL (Tabela 3). Estes efeitos

apresentaram comportamento dose-dependente, sendo que a cepa em estudo
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mostrou-se mais sensivel a BmarLAAO. As fracbes BleuLAAO, BleuPLA; e

BmarPLA; ndo apresentaram nenhum grau de inibi¢do.
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Figura 28 - Acgao sobre cepa Y de T. cruzi, apoés 5 dias de cultivo, de diferentes
concentragdes (12.5-0.39ug/mL) do veneno de B. leucurus.

Nota: A densidade celular inicial foi de 1x10°céls/mL. O grafico apresenta média + SEM
(n=3) . *p<0.05 comparado com o correspondente grupo controle.

<0.05
150+

1004

Viabilidade celular (%)
o

o
1

Concentragdes (ng/mL)

Figura 29 - Acao sobre cepa Y de T. cruzi, apoés 5 dias de cultivo, de diferentes
concentragoes (200-6.25ug/mL) do veneno de B. marajoensis.

Nota: A densidade celular inicial foi de 1x10°éls/mL. O grafico apresenta média + SEM
(n=3). *p<0.05 comparado com o correspondente grupo controle.
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Figura 30 - Acdo sobre cepa Y de T. cruzi, apés 5 dias de cultivo, de diferentes
concentragoes (12.5-0.39ug/mL) do L-aminoacido oxidase do veneno da B. marajoensis.
Nota: A densidade celular inicial foi de 1x10°céls/mL. O grafico apresenta média + SEM
(n=3). *p<0.05 comparado com o correspondente grupo controle.

Tabela 3 - Valores de ICsy para formas epimastigoas de T. cruzi tratadas com veneno de B.
leucurus (BleuVT), de B. marajoensis (BmarVT) ou L-aminoacido oxidase de B. marajoensis
(BmarLAAO).

Amostras T. Cruzi
[Cso(pug/mL)
BleuvVT 1,14
BmarVT 24,19
BmarLAAO 0,89

4.4 Citotoxicidade sobre macréfagos murinos

Nas concentragbes estudadas o BleuVT apresentou citotoxicidade
significativa na concentragdo de 200ug/mL (ICs50=175.5ug/mL) (Figura 31). O
BmarTV apresentou redugao na viabilidade celular na concentragédo de 200ug/mL,

todavia nédo foi significante quando comparado com o controle. A BmarLAAO
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apresentou baixa citotoxicidade nas concentragdes estudadas (Figura 32). No
entanto, a BmarPLA; apresentou a maior toxicidade (1C5,=32.25ug/mL) (Figura 33),
dentre os venenos e fragdes em estudo (Tabela 4). Nenhum efeito citotéxico foi
observado para BleuPLA; e BleuLAAO.
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Figura 31 - Efeito citotoxico de diferentes concentragdes (200-12.5ug/mL) do veneno
da B. leucurus sobre macrofagos murinos.

Nota: A densidade celular inicial foi de 1x10°células/mL. O grafico apresenta média +
SEM (n=3). *p<0.05 comparado com o correspondente grupo controle.
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Figura 32 - Efeito citotdéxico de diferentes concentragées (200-12.5ug/mL) de L-
aminoacido oxidase da B. marajoensis sobre macrofagos murinos.

Nota: A densidade celular inicial foi de 1x10°células/mL. O gréafico apresenta média +
SEM (n=3). *p<0.05 comparado com o correspondente grupo controle.
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Figura 33 - Efeito citotoxico de diferentes concentragdes (200-12.5ug/mL) da
fosfolipase A, do veneno de B. marajoensis, sobre macréfagos murinos.

Nota: A densidade celular inicial foi de 1x10°células/mL. O grafico apresenta média +
SEM (n=3). *p<0.05 comparado com o correspondente grupo controle.
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Tabela 4 - Valores de ICsq para macrofagos tratados com veneno total de B. leucurus
(BleuVT) e fragao fosfolipase A, de B. marajoensis (BmarPLA,).

Amostras Macrofagos
ICs0(ug/mL)
BleuvT 175,5
BmarPLA; 32,25

Neste estudo, nas maiores concentragées (200, 100 e 50ug/mL) de
BmarLAAO e BmarTV, néo foi observado alteragées morfolodgicas significativas
(Figuras 35). Enquanto para a BmarPLA; (200 e 100ug/mL) e BleuTV
(200pg/mL) foi observado severas alteragdes morfoldgicas na superficie
celular, como rompimento da membrana e significante lise celular quando

comparado com o controle (Figura 34 e 35).
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BmarPLA,

200pg/mL

100pg/mL

Figura 34 - Alteragbes morfolégicas em macréfagos murinos apos 24h de exposicao a
BleuVT, em diferentes concentragdes. Ctrl=macréfagos tratados com PBS, controle
negativo. BleuVT = veneno total de B. leucurus.
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Figura 35 - Alteragbes morfolégicas em macréfagos murinos apos 24h de exposicéo a
BmarPLA,;, BmarTV e BmarLAAO, em diferentes concentragdes. Ctrl=macréfagos
tratados com PBS, controle negativo. BmarTV=veneno total da B. marajoensis,
BmarLAAO= L-aminoacido oxidase do veneno da B. marajoensis, BmarPLA,=
Fosfolipase A, do veneno da B. marajoensis.
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5 DISCUSSAO

Os venenos de serpentes, sendo uma mistura de varias substancias, sao
capazes de promover uma diversidade de eventos bioldgicos, locais e sistémicos.
Atualmente, muitos estudos visam descobrir a acdo de toxinas, bem como, o
mecanismo pelos quais estas causam seus efeitos. Para tanto, a ampliagdo do
conhecimento sobre a ac¢ao das toxinas de venenos em diversos modelos
bioldégicos busca, na biodiversidade, ferramentas para a construgdo de farmacos
biologicamente ativos e/ou elucidagdo de mecanismos fisiopatoldgicos

Alguns estudos tém demonstrado o efeito antimicrobiano dos venenos de
serpentes e substancias isoladas destes. No presente estudo, tanto o BleuVT como
a BmarLAAO mostraram significante efeito antibacteriano sobre S. aureus,
enquanto que apenas a BmarLAAO apresentou efeito sobre Pseudomonas
aeruginosa e Candida albicans. Para o BleuVT encontramos que os valores de CIM
e CLM sao iguais. Segundo Tavares (2007), o valor de CLM deve ser maior em uma
ou duas diluicbes que a CIM. Uma distancia muito grande entre esses dois valores
demonstra tolerancia do microorganismo a droga em questdo. Ainda segundo este
autor a tolerdncia nao oferece dificuldades terapéuticas para a maioria das
infeccbes em pacientes com imunidade preservada, uma vez que a atividade
bacteriostatica da droga é suficiente para permitir aos fatores imunitarios do
individuo eliminar o microorganismo.

Efeito antiparasitario sobre Leishmania amazonensis, Leishmania chagasi e
Tripanosoma cruzi foi observado para BleuVT, BmarVT e BmarLAAO. Neste
contexto, outros venenos tem apresentado atividade antimicrobiana como os
venenos da Crotalus durissus terrificus e Crotalus durissus cascavella sobre
Xantomonas axonopodis pv. passiflorae (OLIVEIRA et al., 2002; TOYAMA et al.,
2006) e sobre Leishmania (L.) amazonensis (PASSERO et al., 2007); e o veneno
de B. jararaca sobre Leishmania major, Tripanosoma cruzi (GONCALVES et al.,
2002; DEOLINDO et al., 2005), Saccharomyces cerevisae e Fusarium oxysparum
(GOMES et al., 2005). Ciscotto et al. (2009), verificaram que venenos do género
Bothrops (B. jararaca e B. jararacussu) sao potentes sobre Staphylococcus aureus.

Estes venenos apresentam amplo espectro de agao sobre Gram-positivo e Gram-
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negativo, mas as bactérias Escherichia coli e Enterococcus fecalis, apresentaram
resisténcia.

sVLAAO (L-aminoacido oxidase de venenos de serpentes) apresentam agao
antimicrobiana sobre diversos microorganismos. Samy et al. (2007) demonstraram
efeito antibacteriano de LAAO isolada de Crotalus adamanteus e Bothrops asper
sobre Staphylococcus aureus e Proteus mirabilis. Usando o mesmo modelo Stiles et
al. (1991) verificaram que a LAAO do veneno da Pseudechis australis apresentou
inibiu o crescimento de Aeromonas hydrophila; a de Trimeresurus jerdonii mostrou
atividade bactericida sobre Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Bacillus megaterium (LU et al., 2002); e a do veneno de Trimeresurus
mucrosquamatus inibiu o crescimento de Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Bacillus dysenteriae (WEI et al., 2002).

Dentre as svLAAOs, as extraidas dos venenos do género Bothrops tem
apresentado relevante efeito antimicrobiano. A svLAAO do veneno da B. pirajai
inibiu o crescimento de Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli (IZIDORO et
al., 2006). A acéo bactericida também tem sido descrito para svLAAOs extraida de
B. alternatus (STABELI et al., 2004). Alguns autores tém observado que a acdo
antimicrobiana das svLAAOs ¢ significativamente diminuido pela agdo da catalase
(TOYAMA et al., 2006; WEI et al., 2002; STILES et al., 1991; LU et al., 2002), o que
sugere a importancia do subproduto da agao enzimatica, o perdxido de hidrogénio,
para a atividade bioldgica observada. Acredita-se que o perdxido de hidrogénio
induza a ruptura da membrana microbiana e consequentemente o extravasamento
do conteudo citoplasmatico (TOYAMA et al., 2006), embora outros estudos relatem
que esta acdo possa ocorrer devido a capacidade de ligacdo da enzima a
membrana bacteriana (EHARA et al., 2002).

Quando presente em baixas concentragdes o perdxido de hidrogénio pode
estar envolvido na regulagao de diferentes processos celulares como stress e morte
celular programada, enquanto €& téxico a elevadas concentragbes (DU,
CLEMETSON, 2002). Levando-se em consideragao que o peréxido de hidrogénio
seja necessario a agao antibacteriana e que o Staphylococcus aureus é uma
bactéria catalase positiva, sugere-se que a quantidade de peroxido de hidrogénio
produzida pela enzima, nas concentragdes estudadas, seja suficiente para causar
efeito inibitério. Por outro lado as bactérias Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa e Salmonella sp., apesar de serem catalase positivo, sdo bactérias



76

Gram-negativas, apresentando portanto diferengas constitucionais em sua parede
celular a qual pode impedir a passagem do peréxido através da mesma. Em nossos
estudos a BleuLAAO, nao apresentou capacidade inibitéria sobre nenhum dos
microorganismos estudados, o que nos sugere que esta fragcdo ndo € capaz de
produzir perdoxido de hidrogénio em quantidades suficientes, nas concentragoes
estudadas, para observarmos qualquer inibicdo sobre os microorganismos em
estudo ou qualquer efeito citotdxico sobre macréfagos.

A exposicdo de formas promastigotas de Leishmania amazonensis,
Leishmania chagasi e Tripanosoma cruzi a BleuVT, BmarLAAO e BmarVT resultou
em morte parasitaria dose-dependente. A L. chagasi apresentou-se mais sensivel
aos venenos em estudo. Todavia quando comparamos a sensibilidade apresentada
pelas cepas de Leishmania sp. e T. cruzi, este mostrou-se mais sensivel, sendo que
esta susceptibilidade é maior quando em presenca de BmarLAAO.

A acgao leishmanicida vem sendo devidamente relatada por alguns autores.
O veneno da B. jararaca mostrou significante agdo sobre L. major, causando
extensiva vacuolizagdo citoplasmatica e aumento do volume mitocondrial,
possivelmente devido a intervencdo do veneno na cadeia respiratoria do parasito
diminuindo os niveis de ATP entdo conduzindo a morte (GONCALVES et al., 2002).
Este veneno também foi capaz de inibir o crescimento de outras cepas de
Leishmania sp., bem como o de T. cruzi (DEOLINDO et al., 2005; SANT’ANA et al.,
2008). Ao contrario dos nossos achados, Sant’ana et al. (2008) verificaram que as
espécies de Leishmania estudadas apresentaram-se mais sensiveis a svLAAO do
veneno de B. jararaca do que o T. cruzi. As formas epimastigotas de T. cruzi e
promastigotas de Leishmania sp. apresentaram rompimento da membrana e
desorganizagdo mitocondrial. Em nossos estudos foi possivel observar que os
parasitos pederam sua morfologia caracteristica, apresentado um formato ovalado e
perda de flagelo. Ainda segundo Sant'ana et al. (2008) também foi possivel
demonstrar que formas amastigotas de Leishmania ndo foram inibidas pela LAAO,
mesmo em concentra¢des de 200ug/mL.

A LAAO extraida do veneno de B. jararacussu (FRANCA et al., 2007)
também tem mostrado significante acdo sobre Leishmania sp. Tempone et al.
(2001) demonstraram que o veneno total da B. moojeni e sua LAAO apresentaram
significante agdo sobre formas promastigotas de L. amazonensis, L. chagasi e L.

panamensis, com valores de ICsp em torno de 1ug/mL, onde o perdxido de
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hidrogénio gerado foi um forte indutor de apoptose sobre as formas promastigotas,
causando stress oxidativo, iniciando desorganizacdo da membrana e citoplasma,
consequentemente causando a morte celular. De fato o peroxido de hidrogénio &
estavel e capaz de penetrar livremente a célula, podendo atuar sobre a dupla fita de
DNA (SUHR; KIM, 1999). A habilidade do peréxido de hidrogénio de induzir
apoptose em formas promastigotas foi relatada e basicamente envolve o balango
entre a producdo de radicais livres de oxigénio (ROS) e a habilidade do sistema
antioxidante das células em neutraliza-los. Em alguns casos quando o sistema
oxidante falha, os ROS atuam sobre o evento apoptético (BROOKER et al., 2000).

Formas amastigotas de Leishmania sp., apresentam capacidade antioxidade,
por conter nives significativos de catalase e glutationa oxidase (MURRAY;
CARTELLI, 1983). Todavia as formas promastigotas demonstram ser deficientes
dessas enzimas (PESSATTI et al, 1995). De fato Toyama et al. (2006)
demonstraram que a LAAO da C. d. cascavella, em pequenas concentragdes
(IC50=2,39ug) produz peroéxido de hidrogénio suficiente para inibir o crescimento de
formas promastigotas de L. donovani, achados semelhantes ao de Tempone et al.
(2001) para a LAAO de B. moojeni, e aos nossos, para a BmarLAAO.

As svLAAOs foram reportadas por mostrar citotoxicidade por inducdo de
apoptose ou necrose (ABE et al., 1998; LIU et al., 2002). A BmarLAAO apresentou
citotoxicidade significativa apenas com 200ug/mL, concentragdo bastante superior
aquelas em que se verifica o efeito antiparasitario, todavia préxima a concentracao
em que se verificou o efeito antibacteriano, embora o percentual de morte nesta
concentragao tenha sido menor que 40%. Igualmente, para BleuVT, citotoxicidade
significativa foi observada apenas na concentragdo de 200ug/mL. A apoxina-l, uma
LAAO isolada do veneno da C. Atrox, induziu apoptose mediada por peréxido de
hidrogénio (TORII et al., 1997). No entando, Suhr e Kim (1999) demonstraram que o
mecanismo de indugcdo da apoptose é claramente distinguivel do estimulo por
perdéxido de hidrogénio exdgeno, sugerindo que a indugao da apoptose nao ocorre
somente pela agdo do perdxido produzido pela reagdo enzimatica. Os detalhes
moleculares aos quais os componentes intracelulares estdo especificamente
associados com a indugao da apoptose pela LAAO ainda nao estao claros.

Embora as fragdes PLA, n&o tenham apresentado significante inibicdo sobre
bactéria, levedura, Leishmania sp. ou T. cruzi em nosso estudo, muitos autores tem

reportado capacidade antibacteriana e antiparasitaria de PLA, de venenos de
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serpentes. As fosfolipases secretorias do grupo IIA sdo conhecidas por apresentar
potente atividade bactericida sobre Gram-positivo. Uma nova fosfolipase do grupo
IA, denominada BFPA foi extraida do veneno da Bungarus fasciatus, a qual
apresentou atividade contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus (XU et al.,
2007). Paramo et al. (1998) descreveram e caracterizaram o efeito bactericida de
uma PLA; Lys49, purificada do veneno de B. asper, sobre bactérias Gram-positivo e
negativo, e mostrou que o peptideo sintético (115-129) reproduz o efeito da proteina
intacta, fornecendo evidéncias de que seu mecanismo de acio bactericida ndo esta
relacionado com sua atividade enzimatica. Para algumas fosfolipases tem sido bem
descrita sua acao bactericida, desenvolvendo significante atividade sobre Gram-
positivo e negativo. A miotoxina Il de B. jararacussu, apresentou elevada agao
bactericida, causando ruptura da parede celular e da membrana bacteriana de
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (BARBOSA et al., 2005). A PLA;
purificada do veneno da C. d. terrificus, mostrou significante atividade sobre
Staphyococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter
aerogenes (SOARES et al., 2001; SAMY et al., 2007).

Ambas PLA; enzimaticamente ativas e inativas, tém apresentado acao
antibacteriana. A PLA; enzimaticamente ativa tem sua agao associada a seu sitio
catalitico (OLIVEIRA et al., 2002; BARBOSA et al., 2005) e a inativa tem sua acao
associada com a porgdo C-terminal (LOMONTE et al., 2003; PARAMO et al., 1998;
SANTAMARIA et al., 2005). Uma fosfolipase Lys49 miotdxica (BnSP-7) isolada da
B. neuwiedi pauloensis apresentou acao bactericida sobre Escherichia coli. O efeito
bactericida da BnSP-7 provavelmente representa o mecanismo do grupo |l de
svPLA, , o qual ndo depende da agao catalitica. Como demonstraram Paramo et al.
(1998) para a Lys49 miotoxina Il da B. asper. Este efeito foi significantemente
reduzido apos a clivagem do octapeptideo N-terminal ou apés acetilagéo, sugerindo
uma correlagao entre o efeito miotéxico e a agao bactericida, provavelmente devido
ao fato de que ambas as atividades dependem da habilidade da toxina se ligar e
desorganizar membranas. A modificacdo de somente dois residuos Tyr de BnSP-7
causou significante diminuicdo de seus efeitos tdxicos, entdo sugerindo participagao
destes residuos em sua atividade letal (SOARES et al., 2000).

Assim observamos que as enzimas PLA; podem induzir seus efeitos
farmacologicos através de mecanismos que s&o tanto dependentes como

independentes de sua agao enzimatica. Nos mecanismos que sao dependentes da
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acao enzimatica, tanto a hidrélise de fosfolipidios intactos ou a liberagdo de
produtos como lisofosfolipidios e acidos graxos podem causar efeitos
farmacolodgicos. A atividade enzimatica inerente pode causar danos na membrana e
entdo a mudangca no ambiente de ligagdo protéica, particularmente aquele da
proteina alvo. Nos mecanismos que sao independentes da atividade enzimatica, a
ligacao a proteinas alvo pode causar efeitos farmacolégicos (KINI; EVANS, 1989a).
De fato a BmarPLA,, com fraca capacidade enzimatica, foi capaz de produzir efeitos
citotoxicos significativos sobre macrofagos, sugerindo sua capacidade de atuagao
sobre alvos especificos de superficie de membrana.

A miotoxina I, Lys49 PLA, do veneno da B. moojeni, além de apresentar
acao bactericida sobre E. coli e C. albicans, mostrou efeito antiparasitario sobre
Schistossoma mansoni e Leishmania sp. (STABELI et al., 2006). Por outro lado,
estudos tem demonstrado que svPLA; podem estimular o crescimento de
Leishmania sp. Passero et al. (2008) demonstraram que svPLA,, enzimaticamente
ativa, isolada da Crotalus durissus collilineatus estimula o crescimento de
Leishmania (L.) amazonensis, possivelmente devido a PLA; ser um fator de
progressao para a leishmaniose cutanea. Todas as concentragbes de PLA; usadas
neste experimento induziram um aumento no numero de amastigotas dentro dos
macrofagos. O T. cruzi, parasito evolucionariamente relacionado com a Leishmania
sp., apresenta diferentes tipos de fosfolipases ligados a membrana celular
remodelando o processo de invasdo (BRONIA et al., 1999; BERTELLO et al., 2000).

Os venenos de serpentes sdo usados como ferramentas de novas
abordagens terapéuticas, com uma ampla variedade de acgbes farmacoldgicas e
aplicagdes biotecnologicas sendo descritas para as substancias que compdem
estes venenos. Assim o isolamento e a caracterizagao funcional dos componentes
dos venenos pode fornecer informagdes para o seu mecanismo de agao e tornar
possivel o seu uso como agentes terapéuticos e/ou futuros modelos moleculares.

Os resultados demonstraram que o veneno de B. leucurus e B. marajoensis
contém substancias de potencial terapéutico, podendo a BmarLAAO, ser um
modelo promissor. Dentro deste contexto, o campo das doengas infecciosas
necessita de fundamental atencdo, devido tanto ao alarmante crescimento da
resisténcia microbiana aos agentes terapéuticos atualmente disponiveis, como ao
fato de que as doencgas infecciosas, especialmente as parasitarias, como as

leishmanioses e a doenga de Chagas, serem comumente classificadas como
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doencas negligenciadas, que afetam parte significativa da populacéo brasileira e de
outros paises em desenvolvimento, e encontram muitas dificuldades de acesso aos
tratamentos. Vem a agravar que os tratamentos disponiveis tem limitada efetividade

e apresentam elevados niveis de toxicidade.
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6 CONCLUSAO

O veneno de B. leucurus e a L-aminoacido oxidase de B. marajoensis
apresentaram atividade antimicrobiana significativa sobre S.aureus,
Leishmania sp. e T. cruzi. Sendo que as fra¢des de BleuVT nao foram capaz

de produzir efeitos inibitérios sobre os microorganismos em estudo.

O BmarVT apresentou significativa ag&o inibitoria sobre Leishmania sp. e T.

cruzi, causando alteragées morfolégicas em sua estrutura celular.

A BmarLAAO apresenta-se como uma ferramenta a ser utilizada em estudos
posteriores, focados na correlagcdo entre a estrutura e sua acgao
antimicrobiana. Estes estudos podem fornecer valiosas informagdes para o

desenvolvimento de novas drogas antimicrobianas.

A BmarPLA;, embora ndo tenha apresentado efeito inibitério sobre os
microorganismos em estudo, apresenta efeito biolégico sobre macrofagos.
Sendo a BmarPLA; uma enzima com baixa acdo catalitica, seus efeitos

podem ser devido a atuacdo sobre alvos especificos.

A BmarLAAO e BleuVT apresentaram citotoxicidade apenas em

concentracao superior aquela em que se observa os efeitos estudados.

Os venenos de B. leucurus e de B. marajoensis, bem como a fragao
BmarLAAO apresentaram significante capacidade inibitéria sobre
microorganismos de importancia clinica, apresentando-se como ferramentas

de investigagao mais detalhada para futuras aplicagées em infectologia.
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