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RESUMO - A resisténcia bacteriana a antibiéticos tem se tornado um grave
problema em saude publica. Os mecanismos de resisténcia estao emergindo e
sendo disseminados globalmente, devido as deficiéncias nas condicoes
sanitarias e uso indiscriminado de antibiéticos em humanos e animais.
Escherichia coli e Staphylococcus aureus estao entre as bactérias mais
presentes quando se trata de resisténcia a antimicrobianos. Infeccdes
causadas por Leptospira interrogans possuem limitadas op¢des de tratamento
e pouco se progrediu a cerca desta situagao nos ultimos anos. O Brasil possui
uma fauna rica em espécies de serpente. Dentre as serpentes peconhentas
que causam a maior parte dos acidentes ofidicos no pais encontram-se os
géneros Bothrops e Crotalus. As peconhas desses animais possuem uma
diversidade de bioativos com fungdes bioldgicas, bioquimicas e farmacolégicas.
Por isso, diversos estudos tém sido realizados com essas substancias a fim de
se desenvolver novos farmacos. Em meio as diversas fungdes ja descobertas
sobre os bioativos das peconhas, o potencial antimicrobiano tem sido alvo de
importantes pesquisas visto o cenario mundial de resisténcia bacteriana.

Palavras chave: Antibidticos, Bactéria, Pegconha de Serpente



ABSTRACT - Bacterial resistance to antibiotics has become a serious problem
in public health. Resistance mechanisms are emerging and being disseminated
globally due to deficiencies in health conditions and the indiscriminate use of
antibiotics in humans and animals. Escherichia coli and Staphylococcus aureus
are among the most present bacteria when it comes to antimicrobial resistance.
Leptospira interrogans infections have limited treatment options and little
progress has been made about this in last years. Brazil has an rich ecosystem
in snake species. Among the venomous snakes that cause most of the ophidian
accidents in the country are the genera Bothrops and Crotalus. The venom of
these animals has a diversity of bioactives with biological, biochemical and
pharmacological functions. Therefore, several studies have been done with
these substances to develop new drugs. Regarding the several functions
already discovered about venom bioactives, the antimicrobial potential has
been the object of important researchs, considering the world scenario of

bacterial resistance.

Key words: Antibiotics, Bacteria, Sanke Venoms



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

Os micro-organismos resistentes aos antimicrobianos encontram-se nas
pessoas, nos animais, nos alimentos e no ambiente (na agua, no solo e no ar).
Eles podem se espalhar entre as pessoas e 0s animais, e de pessoa para
pessoa. O mau controle de infeccdo, condicbes sanitarias inadequadas e
manuseio inadequado de alimentos encorajam a disseminacdo da resisténcia
antimicrobiana. Novos mecanismos de resisténcia estdo emergindo e se
espalhando globalmente, ameagando nossa capacidade de tratar doencas
infecciosas comuns, resultando em doenca prolongada, deficiéncia e morte
(WHO, 2016).

A resisténcia em Escherichia coli a um dos medicamentos mais
utilizados para o tratamento de infeccbes do trato urinario (antibi6ticos
fluoroquinolona) é muito difundida. Existem paises em muitas partes do mundo
onde este tratamento € agora ineficaz em mais de metade dos pacientes
(WHO, 2016).

A resisténcia aos medicamentos de primeira linha para tratar infeccdes
causadas por Staphlylococcus aureus - uma causa comum de infecgdes graves
em estabelecimentos de saude e na comunidade - é generalizada. Estima-se
que as pessoas com MRSA (Staphylococcus aureus resistente a meticilina) sao
64% mais propensas a morrer do que as pessoas com uma forma nao
resistente da infeccao (WHO, 2016).

O Brasil possui uma fauna de serpentes com mais de 380 espécies
catalogadas, existem 29 espécies de serpentes do género Bothrops e 6 sub-
espécies do género Crotalus (BERNILS; COSTA, 2012).

As peconhas de serpentes sdo constituidas por uma mistura complexa
de substancias e como consequéncia podem apresentar distintas funcdes
bioldgicas, bioquimicas e farmacoldgicas (KOH, 2006). Por isso, componentes
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das peconhas tém sido cada vez mais utilizados como instrumentos
farmacolégicos e como protétipos para o desenvolvimento de drogas
(CALVETE et al, 2009).

2. BACTERIAS UTILIZADAS PARA TESTE DA ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA DE PEGONHAS

2.1 Escherichia coli (E. coli)

A espécie E.coli possui como caracteristicas fenotipicas ser bacilos
curtos Gram negativos, anaerobio facultativo, oxidase negativa, catalase
positiva, fermentador de lactose, sacarose e glicose, com producao de gas,
podendo ou ndo apresentar motilidade (WELCH, 2006). Crescer a partir de
diversas fontes de carbono e em temperaturas de 5 a 45°C, sendo a
temperatura 6tima de crescimento 37°C. Sao bactérias resistentes ao calor,
sobrevivendo a 55°C por 60 minutos, e toleram uma variacdo de PH entre 4,4 e
6,0 (ALTWEGG e BOCKMUHL, 1998).

E. coli faz parte da microbiota gastrointestinal de animais de sangue
quente, numa relacdo de comensalismo, porém algumas cepas podem
provocar uma grande variedade de doengas, como diarreia, infec¢gées do trato

urinario e infecgdes nosocomiais (YINGST et al., 2006).

Cada variante dos membros da espécie E. coli, podem expressar
diferentes antigenos em sua superficie. Esses antigenos sdo analisados para
classificar os membros em diferentes sorogrupos e sorotipos e podem ser: O
(antigeno Lipopolisacarideos — LPS), H (antigeno flagelar) e K (antigeno
capsular). Cada sorogrupo e sorotipo possuem caracteristicas individuais

quanto a resposta contra antimicrobianos e com relagdo a sua patogenicidade.

Dentre os fatores de viruléncia, estdo: a capacidade de produzir
bacteriocinas, fimbrias, adesinas, sideréforos e capsula com acéo
antifagocitaria (LE GALL et al., 2007).
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Além da viruléncia, a resisténcia a antimicrobianos em cepas de E.
colitem sido motivo de grande preocupagdo para a saude publica,
principalmente diante da evidéncia de que antibiéticos exercem uma pressao
seletiva tanto em bactérias patogénicas quanto nas comensais da microbiota
(GUIMARAES et al., 2015).

Cepas extraintestinais patogénicas e comensais de E. colidiferem de
acordo com os fatores de viruléncia, expressos por genes geralmente
agrupados em ilhas de patogenicidade, proporcionando um mecanismo de
transferéncia horizontal coordenada desses genes de viruléncia (SHERLEY et
al., 2004).

A producédo da enzima Beta-lactamase € o mais comum mecanismo de
producdo de resisténcia frente a antibidticos beta-lactdmicos em bactérias
Gram negativas. O uso continuo de antibiéticos de amplo espectro induz a
producéo destas enzimas (DOLEJSKA et al., 2007).

2.2. Staphylococcus aureus (S. aureus)

S. aureus sao cocos Gram-positivos, catalase positivos, anaerdbios
facultativos, imdveis e que se agrupam em formato de cachos de uva.
Apresentam a enzima coagulase, fazendo parte do grupo denominado
estafilococos coagulase positiva (BERGEY’S,1994; TRABULSI et al., 2008).
Sao considerados microrganismos mesdéfilos, apresentam temperatura 6tima
de multiplicagao entre 30° e 37°, mas, conseguem crescer entre 7°C e 47,8°C e
também em variagcbes de pH entre 4,2 e 9,3 (LE LOIR et al., 2003).

Apesar de S. aureus ser um organismo comensal da pele e membranas
mucosas dos seres humanos e animais, esta frequentemente envolvido em
surtos de intoxicagdo alimentar, podendo causar sintomas como nauseas,
vomitos severos com ou sem diarreia e tendo os primeiros sintomas
comecgando a aparecer entre 2 a 8 horas ap0s a ingestdo (BALABAN;
RASOOLY, 2000).
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S. aureus também é uma das espécies mais comumente encontradas
em casos de mastites clinicas, subclinicas e crbnicas, sendo responsavel por
um terco dos casos clinicos e subclinicos, além disso, ainda esta relacionado
com baixas taxas de cura da doenca (KATHOLM et al., 2012).

A espécie aureus € considerada a mais virulenta do género e sua
patogenicidade esta relacionada a uma combinacdo de fatores de viruléncia
como producéao de toxinas, enzimas, fatores de adesao e invasao e resisténcia
a antimicrobianos (ARGUDIN et al., 2010).

2.3 Leptospira interrogans (L. interrogans)

A Leptospira € uma espiroqueta, pertencente a ordem Spirochaetales e
familia Leptospiraceae. Possuem cerca de 0,1um de didametro e 6 a 20um de
comprimento e crescimento in vitro em temperaturas de 28 a 30°C. Apresenta
formato helicoidal e é moével devido a presenca de dois flagelos
periplasmaticos. A membrana externa possui varias camadas que envolvem os
flagelos e o cilindro protoplasméatico helicoidal, que contém o material nuclear,
o citoplasma, a membrana citoplasmatica e a porcdo de peptidioglicano da
parede celular. Dentro da membrana externa, os lipopolisacarideos (LPS)
constituem o principal antigeno da Leptospira, sado estrutural e
imunologicamente semelhantes a LPS de organismos Gram-negativos. No
entanto, sdo menos téxicos para as células ou animais, quando comparados
com LPS de E. coli (QUINN et al., 2005; FAINE et al., 1999).

Além dos LPS, proteinas estruturais e funcionais fazem parte da
membrana externa. Grande parte destas proteinas sdo lipoproteinas
relativamente abundantes na superficie da célula: LipL32, LipL21, LipL41
(CULLEN et al., 2005). Proteinas integrais, como a porina OmpL1 e secretinas
também estdo localizados na membrana externa e tém-se mostrado
antigénicas (SHANG et al.1995).

Ambientes com temperaturas acima de 30°C, a incidéncia de luz
ultravioleta, desinfeccdo, dessecacdo, e variagcbes de pH muito bruscas,
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destroem facilmente a bactéria, o que a torna um micro-organismo labil em
condicbes ambientais extremas (LARSON, 1963). Assim, temperaturas
moderadas, com alta humidade, como rios, lagos, solos encharcados e lamas,
propiciam a sobrevivéncia da bactéria no ambiente, e sua disseminacao
(LARSON, 1963; QUINN et al., 2005).

Além disso, as Leptospiras possuem crescimento lento, e utilizam acidos
graxos de cadeia longa como fonte de carbono e energia, necessitando de
meios de cultura especiais, como EMJH, Fletcher, e Stuart (TAPERO et al.,
2000). O meio de cultura EMJH (Ellinghausen-McCullogh-Johnson-Harris) é o
mais utilizado atualmente, e tem como base o acido oleico, albumina sérica
bovina e polisorbato (Tween) (ADLER et al., 2010).

Todas as espécies reconhecidas de Leptospira sdo classificadas em 24
sorogrupos e cerca de 250 sorovares com base na expressdao dos LPS
expostos na superficie (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

Os varios sorovares circulantes produzem uma grande diversidade de
situacbes de exposicdo, reservatérios e quadros clinicos. Roedores das
espécies Rattus norvegicus, Rattus rattus e Mus musculus sao os principais
reservatérios da L. Icterohemorrhagiae e também sao considerados os
principais transmissores da leptospirose para humanos (LANGONI, 1999;
BROD et al., 2005). Alguns animais domeésticos também podem ser
reservatorios para determinados sorovares, por exemplo: bovinos para Hardjo,
Pomona e Grippothyphosa; suinos para Pomona, Tarassovi e Bratislava e caes
para o sorovar Canicola (FAINE et al., 1999).

A patogenicidade da Leptospira depende do sorovar infectante e da
susceptibilidade do hospedeiro. Os hospedeiros de manutencdo geralmente
apresentam a doenca na forma na subclinica, a doenga grave ocorre mais

comumente em hospedeiros acidentais (QUINN et al., 2005).

Os fatores de viruléncia e a patogenia da Leptospira ainda nado sao
totalmente conhecidos. Sabe-se que elas sao disseminadas para o organismo
pela corrente sanguinea, e cerca de dez dias apds a infeccao, aparecem 0s
anticorpos. A bactéria pode evadir ao sistema imunolédgico (fagocitario e
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complemento) e persistir no organismo alojada nos tubulos renais e com menor
frequéncia no utero, olhos e meninges. Estudos recentes mostram que este
mecanismo de evasao pode estar relacionado com a capacidade das
Leptospiras em aderir a proteinas de matriz extracelular das células do
hospedeiro (QUINN et al., 2005; BARBOSA et al. 2010).

3. BIOATIVOS PRESENTES NAS PECONHAS

3.1. LAAO (L-amino acid oxidase)

As LAAOs sédo enzimas que catalisam a desaminacao de L-aminoacidos
para formar os correspondentes a-cetoacidos, peroxido de hidrogénio e
amoénia. S&o amplamente distribuidas nas familias de serpentes venenosas
Viperidae, Crotalidae e Elapidae e responsaveis pela coloracao amarela das
peconhas, contendo flavina como grupo protético (TAN, 1998; ZHANG et al.,
2004).

Provavelmente essas enzimas contribuem para a toxicidade do veneno
devido a producao de peréxido de hidrogénio durante a reacdo de oxidacao
(ZHANG et al, 2004). Elas também podem apresentar atividade
antimicrobianas, antiprotozoaria, leishmanicida ou anticoagulante, induzem a
agregacao plaquetaria, sao citotéxicas e antiproliferativas em células tumorais.
Porém as atividades da LAAO s&o inibidas na presenca de catalase
(RODRIGUES et al., 2009). No estudo de Rogrigues et al. (2009) a LAAO
suprimiu o crescimento de Gram negativas (E. col) e Gram-positivas (S.
aureus), com maior acao bactericida em E. coli De acordo com Zhang et
al.(2004) a enzima LAAO (isolada da peconha de Agkistrodon halys) liga-se a
superficie celular das bactérias e assim gera concentracdes elevadas de
peréxido no local, inibindo crescimento bacteriano com uma pequena porcao
da enzima. LAAOs isoladas de outras serpentes, como B. alternatus, Crotalus
durissus cascavella, B. pirajai, B. moojeni, B. pauloensis também expressaram
acdo antimicrobiana, inibindo o crescimento de E. coli e S. aureus (STABELI et
al., 2004, 2007; TOYAMA et al., 2006; IZIDORO et al., 2006).
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E relevante que a acdo antibacteriana das LAAOs é provocada por
H202 geradas a partir de L-amino acidos como substrato, uma vez que essa
acao é notavelmente reduzida no presenga de H202 de catalase. Todavia, a
forma detalhada da acdo antibacteriana pela H202 nao é totalmente
compreendida, o H202 pode induzir o estresse oxidativo nas células alvo,
promovendo uma desorganizacdo da membrana celular e citoplasmatica,
culminando em morte celular (TOYAMA et al., 2006; TEMPONE et al., 2001).

3.2 LECTINA

As Lectinas sao proteinas ndo enzimaticas presentes no veneno de
varias serpentes. Acredita-se que ela contribua para os efeitos sistémicos do
envenenamento provocando edema e alterando a permeabilidade vascular
(PANUNTO et al., 2006).

Outros efeitos podem incluir a ativacdo e migracdo de neutréfilos,
inducdo da agregacao plaquetaria, aumento da secrecdo de insulina e
alteracdes na pressao de perfusao, resisténcia vascular renal e urinaria (HAVT
et al., 2005; BARBOSA et al., 2010).

Diversas aplicacoes terapéuticas tém sido propostas para a Lectina,
incluindo a terapia contra o cancer. A Lectina isolada da peconha de B.
jararacugu demonstrou efeitos citotoxicos contra células de carcinoma gastrico
devido a diminuicdo da viabilidade celular, desorganizacao dos filamentos de
actina e apoptose. Da mesma forma, outras Lectinas isoladas de pegonha de
cobra foram citotoxicas para diferentes células tumorais, distinguindo de
maneira ainda desconhecida, entre células normais e malignas (MENDONGCA
etal.,, 2011; NOLTE et al., 2012).

A Lectina isolada de B. pauloensis possui atividade hemoaglutinante 16
vezes maior do que a peconha bruta (CASTANHEIRA et al., 2013).

De acordo com Du e Clementson (2010), Nunes et al. (2011) e
Castanheira et al. (2013), a Lectina foi capaz de inibir o crescimento de bactéria
Gram positiva (S.aureus), mas nao teve efeito sobre bactéria Gram negativa
(E.coli). Os autores sugerem que as Lectinas nao sao capazes de atravessar a
membrana externa das bactérias Gram negativas, por isso nao tém efeitos
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sobre elas. No entanto, as Lectinas conseguem interagir com o0s
peptideoglicanos presentes na parede celular das bactérias Gram positivas e

dessa maneira inibem seu crescimento.

3.3 METALOPROTEASES

As Metaloproteases sdo enzimas que interferem na cascata de
coagulacdo sanguinea e na agregacao plaquetaria. Juntamente com outras
proteinas como as Serinoproteases, Desintegrinas, Fosfolipases A2 e Lectinas
tipo-C, as Metaloproteases causam hemorragia e necrose local. Muitas dessas
proteinas sdo usadas como drogas para o tratamento de tromboses
(RODRIGUES, et al. 2012; RODRIGUES et al., 2015).

A deplegcdo de fibrinogénio coagulavel circulante em conjunto com a
acdo das Serinoproteases “Trombine-like®™ que atingem os fatores de
coagulacdo, podem, sinergicamente potencializar a atividade das
Metaloproteases (Plll), resultando em aumento da incidéncia de Sangramento.
As metaloproteases sdo abundantes na peconha de B. pauloensis e pouco
presentes na peconha de C. durissus (BOLDRINI-FRANGCA et al., 2010;
RODRIGUES et al.,, 2012). A acao das Metaloproteases sobre bactérias é
pouco conhecida.

3.4 PEPTIDEOS POTENCIALIZADORES DE BRADICININA (BPPs)

Os BPPs séo inibidores de ECA, aumentando assim o efeito hipotensor
da bradicinina circulante, causando um choque vascular na vitima (FERREIRA
et al., 1970; LUFT, 2008). Possuem efeitos biol6gicos de natriurese (excrecao
de sédio na urina através dos rins) e diurese (aumento da producédo de urina
pelos rins) (VINK et al., 2012).

O medicamento Captopril® foi desenvolvido com base na estrutura dos
BPPs isolados da peconha de B. jararaca. Este medicamento € um agente
hipotensor capaz de inibir a enzima conversora da angiotensina (ECA),
diminuindo a pressao arterial nos mamiferos (FERREIRA, 1965).



16

3.5 FOSFOLIPASES A2 (PLA2s)

As Fosfolipases estdo principalmente relacionadas ao acentuado dano
tecidual no local da picada. Causam mionecrose, edema, inflamacao e leséo
muscular aguda (RODRIGUES et al.,, 2012). As PLA2s podem atuar sobre
membranas celulares de tecidos especificos por um mecanismo catalisador, e
isso pode resultar em varios acdes. Além da miotoxicidade e edema, pode
haver neurotoxicidade pré e/ou pds-sinaptica, cardiotoxicidade, ativacdo ou
inibicdo da agregacao plaquetaria, hipotensédo, entre outros (KINI, 2003;
FERREIRA et al., 2013).

A alta concentracédo de PLA2 no proteoma da pegconha de B. pauloensis
(26-32%) contribui para pronunciada necrose local, um sinal clinico
caracteristico da picada dessa serpente. Adicionalmente as PLA2s isoladas de
B. pauloensis apresentaram alta atividade hemolitica indireta e inibem a
agregacao plaquetaria induzida pelo colageno ou ADP (RODRIGUES et al.,
2007; RODRIGUES et al., 2012).

O mecanismo pelo qual as PLA2s induzem edema pode ser explicado
por hidrélise de fosfolipidios, provavelmente devido a liberagdo dos precursores
de diversos eicosandides e fatores de ativacao plaquetaria (DOS SANTOS et
al., 2008, LOMONTE et al., 2009). A PLA2 (K49) usa sua por¢do C-terminal
para romper as membranas plasmaticas, causando o efeito de miotoxicidade
(LOMONTE et al., 2003).

Devido as suas propriedades farmacoldgicas, as PLA2s sdo promissoras
como modelos terapéuticos, uma vez que numerosos estudos tém focado em
suas atividades microbicidas, antitumorais, antiplaquetarias, antiangiogénicas e
hipotensoras (BARBOSA et al., 2005; RODRIGUES et al., 2009; SAMEL et al.,
2013).

Varios autores ja confirmaram a atividade bactericida das PLAZ2s,
inclusive sobre E. colie S. aureus (PARAMO et al., 1998; SOARES et al., 2000;
RODRIGUES et al., 2004; NEVALAINEN et al., 2008). O mecanismo de acao
parece estar relacionado a habilidade das PLA2s miotoxicas de se ligar as
camadas duplas de lipidio da membrana celular, desencadeando uma
desordem na membrana plasmatica. Esse fendbmeno pode ocorrer

independente da atividade catalitica das PLA2s, ja que os peptideos da porcao
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C-terminal demonstram efeito bactericida (PARAMO et al., 1998; SOARES et
al., 2000).

As PLA2s de agao de neurotdxica, sao também chamadas de Crotoxinas
e constituem a maior parte da pegonha de C. durissus. As PLA2s miotdxicas
também estdo presentes, porém em menores concentracdes. A peconha de C.
durissus ainda possui em seu proteoma a Crotamina, um peptideo de efeito
neurotoxico. Essa composicado da pegonha explica o sinal clinico caracteristico
da picada dessa serpente, a neurotoxicidade sistémica (BOLDRINI-FRANCA et
al., 2010).

4. Bothrops pauloensis

No Brasil existem 27 espécies de serpentes pertencentes ao género
Bothrops (BERNILS; COSTA, 2014), que sdo conhecidas popularmente por:
Jararaca, Jararacugu, Urutu ou Caigara (BRASIL, 2001).

A Bothrops pauloensis, conhecida como Jararaca pintada, pode ser
encontrada nos estados de Goias, Minas Gerais, Sdo Paulo, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul e Parana, mas € particularmente comum no Tridngulo
Mineiro, regido sudoeste de Minas Gerais (VALLE; BRITES, 2008).

As principais classes de toxinas encontradas na pegonha de B.
pauloensis sdo as Metaloproteases (37%), PLA2s (26-32%) e os vasoativos
BPPs (12-17%). Além disso, estdo presentes as Lectinas (8,6%),
Serinoproteaes (5,3%), LAAO (2,9%). Em menor proporcao encontra-se NGF -
Fator de Crescimento Nervoso, CRISP - Proteina Secretora Rica em Cisteina,
VEGF -Fator de Crescimento Endotelial Vascular, 5’ nucleotidase, Ohanin e
Hialuronidase (RODRIGUES et al., 2012).

As toxinas mais abundantes determinam a sintomatologia clinica
caracteristica da picada de Bothrops, que é formacgao rapida de edema, dor,
equimose, hemdlise sistémica, hemorragia, inflamacédo, necrose cutanea,
mionecrose local, perturbacbes da coagulagdo do sangue e choque hipotensivo
(NISHIOKA; SILVEIRA, 1992; GUTIERREZ; LOMONTE, 1995).
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O acidente ofidico causado por serpentes do género Bothrops € o de
maior importancia e distribuicdo dentre os acidentes ofidicos no Brasil
(BRASIL, 2014).

5. Crotalus durissus

No Brasil, 0 género Crotalus esta representado por uma Unica espécie, a
Crotalus durissus, também conhecida como Cascavel neotropical (WUSTER et
al., 2005). Sete subespécies de C. durissus sao reconhecidas no Brasil (C. d.
Dryinas, C. d. Marajoensis, C. d. Ruruima, C. d. Trigonicus, C. d. Terrificus, C.
d. Cascavella e C. d Colilineatus) (CARDOSO, 2003). No entanto, alguns
autores consideram C. d. Cascavella e C. d. Collilineatus como sinonimia de C.
d. Terrificus (SANTORO et al., 1999; WUSTER et al., 2005).

As composicdes das peconhas de C. d. subespécies cascavella e
colilineatus sdo semelhante a de C. d. terrificus, apoiando a visdo de que essas
subespécies podem ser considerados como variagcdoes geograficas da mesma
espécie, sendo a C. d. terrificus encontrada na regiao sul do Brasil.

A constituicdo da peconha da C. durissus se da, em sua maior parte,
pela Crotoxina (67,4 — 72,5%), além de outras PLA2s (4,6 — 18,1%) e
Crotamina (20,8%). Em menor proporcdo aparecem a LAAO (0,1-0,5%),
Lectina (<0,1%), Serinoproteases (1,2-1,9%), Metaloprotease (0,1-0,4%),
VEGF - Fator de Crescimento Endotelial Vascular (1,1-2,1%) e CRISP -
Proteina Secretora Rica em Cisteina (0,9-1,8%) (BOLDRINI-FRANCA et al.,
2010).

Essa toxinas desencadeiam na vitima sinais clinicos como
neurotoxicidade sistémica que € frequentemente acompanhada por
rabdomidlise (lesdo de tecido muscular esquelético), disturbios da coagulacéo
seguidos de mioglobinuria e insuficiéncia renal aguda, que é a principal causa
de morte. As cascavéis causam a maior parte dos acidentes ofidicos fatais no
pais (OSHIMA-FRANCO et al., 1999; CARDOSO, 2003; AZEVEDO-MARQUES
et al., 2009).
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CAPITULO 2 - POTENCIAL ANTIBIOTICO DAS PECONHAS DE Bothrops
pauloensis E C. durissus terrificus

RESUMO - As peconhas de serpentes sao constituidas por uma diversidade
de moléculas bioativas com funcdes bioldgicas, bioquimicas e farmacoldgicas.
O potencial dessas substancias para formulacdo de novos medicamentos tem
sido amplamente investigado. Sendo assim, o objetivo dessa pesquisa foi
identificar e avaliar a acao antibacteriana das pegonhas brutas das serpentes
Bothrops pauloensis e Crotalus durissus terrificus. Para isso, foi realizado o
Teste de difusdo em disco e o Teste de microdiluicdo em caldo. As bactérias
utilizadas nestes ensaios foram Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Leptospira interrogans. E. coli se mostrou resistente a todas as concentragbes
das peconhas testadas. S. aureus foi sensivel as duas pegonhas, porém a
sensibilidade foi significativamente maior para a pegonha de B. pauloensis. A
Leptospira foi resistente a peconha de B. pauloensis e apresentou sensibilidade
dose dependente para a peconha de C. d. terrificus.

Palavras chave: Antibacteriano, Peconha, B. pauloensis, C. durissus



27

INTRODUGCAO

As infecgbes causadas por bactérias resistentes a antibidticos, muitas
vezes nao respondem ao tratamento convencional, resultando em doenca
prolongada, com maior risco de morte e custos mais elevados de tratamento
(WHO, 2013). Dentre as principais bactérias de importancia clinica que
apresentam resisténcias aos antimicrobianos estdo Staphylococcus aureus e
Escherichia coli (ANVISA, 2007; WHO, 2016). Por isso, se faz necessario a
descoberta de novas alternativas para o tratamento das infeccbes que

envolvem os diversos micro-organismos patogénicos.

Venenos de serpente representam uma rica fonte de moléculas bioativas
com importantes atividades farmacol6gicas que possuem um grande potencial
para a producao de medicamentos (KOH et al., 2006).

No Brasil, existem 27 espécies de serpentes pertencentes ao género
Bothrops (BERNILS; COSTA, 2014), e o género Crotalus esta representado por
uma Unica espécie, a Crotalus durissus (WUSTER et al., 2005). Dentre as
espécies de Bothrops, a B. pauloensis é particularmente comum no Triangulo
Mineiro, regidao sudoeste de Minas Gerais (VALLE; BRITES, 2008) e a
subespécie C. d. terrificus, pode ser encontrada na regidao sul (BOLDRINI-
FRANGCA et al., 2010) .

As peconhas dessas serpentes ja foram caracterizadas quanto a
composicao bioquimica (BOLDRINI-FRANGCA et al., 2010; RODRIGUES et. al.,
2012), e a atividade de componentes isolados ja foi testada contra algumas

bactérias, como E. colie S. aureus (RODRIGUES et al. 2004; 2009; YAMANE,
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2013). Contra Leptospira interrogans, bactéria que causa importante zoonose,
ainda é desconhecida a ag&o das pegonhas de serpente.

Tendo em vista o potencial antimicrobiano das peconhas de diversas
espécies de serpente, 0 objetivo desta pesquisa foi identificar e avaliar a
intensidade da acédo antibacteriana da peconha bruta da serpente B.
pauloensis, em comparacdo com a peconha bruta de C. d. terrificus contra as
bactérias E. coli S. aureus e Leptospira interrogans sorovar

Icterohaemorrhagiae.

MATERIAL E METODOS

1. Microrganismos e peconhas utilizados

Foram utilizadas cepas bacterianas da American Type Culture Collection
(ATCQC), Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, e
Leptospira interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae do acervo biolégico do

Laboratério de Doengas Infectocontagiosas da UFU.

As peconhas foram extraidas de serpentes Bothrops pauloensis (PBP) e
Crotallus durissus terrificus (PCT) mantidas no serpentario do Instituto de
Biologia da UFU sob autorizacdo do IBAMA (n® de registro 301286). As
peconhas foram cedidas liofilizadas pelo Laboratério de Bioquimica e Toxinas

Animais da UFU.

Todas as peconhas foram submetidas a teste de esterilidade em agar

sangue antes de serem utilizadas.
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2. Teste de difusdo em disco (Kirby-Bauer)

Os testes de difusdo em disco foram realizados de acordo com o
protocolo M02-A11 (CLSI, 2012) para E. coli e S. aureus. Este teste nao foi
realizado para Leptospira interrogans, pois ela rotineiramente ndo apresenta

crescimento em agar.

As peconhas (PBP e PCT) brutas liofilizadas foram diluidas em agua
destilada estéril. Em seguida, aplicou-se sobre discos de papel filtro estéreis

40ul das peconhas diluidas nas concentragdes 1,5 e 3,0 mg/ml.

Colbnias de S. aureus e E.coli foram diluidas em solucao salina a 0,85%
e ajustadas a escala 0,5 de McFarland, correspondente a 1,5 x 108 UFC. Em
seguida, cada inéculo foi esgotado em placas de petri contendo agar Mueller
Hinton e em cada placa foi posicionado um disco contendo 1,5mg/ml e outro
contendo 3,0mg/ml de PBP. O mesmo foi feito com discos contendo as duas

concentragdes de PCT.

Discos comerciais de enrofloxacina foram utilizados como controle

positivo para validacao dos testes.

Foram consideradas com atividade antimicrobiana aquelas
concentracdes das peconhas que apresentassem qualquer halo de inibicdo do
crescimento bacteriano em torno do disco. As zonas de inibigdo foram
registradas em mm de didmetro. Todos os testes foram realizados em triplicata
e considerou-se a média dos diametros dos halos de inibicdo para cada

concentracao testada.
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3. Teste de Microdiluicdo em Caldo

Os testes foram realizados com base no protocolo M07-A9 (CLSI, 2012).
As bactérias que apresentaram qualquer halo de inibicao apés o teste de
difusdo em disco foram submetidas ao teste de Microdiluigdo em caldo para
tentar determinar a concentragao inibitéria minima (CIM). Estes testes foram

realizados em triplicata e as leituras foram feitas em leitor de ELISA a 570nm.

3.1. Staphylococcus aureus

S.aureus foi diluida em solucao salina a 0,85% e ajustada na escala 0,5
de McFarland. 100ul do in6culo juntamente com 100ul da PBP a 1,5mg/ml foi
adicionado ao primeiro po¢o de uma placa de poliestireno (96 pocos de fundo
chato) estéril. Nos 4 pocos abaixo, contendo 100ul de in6culo, foram realizadas
diluicbes seriadas decimais. Sendo assim, o0 primeiro pogo conteve a maior
concentragdo DE PBP (1,5 x 10% e o quinto poco conteve a menor
concentragdo da PBP (1,5 x 10™). O mesmo procedimento foi realizado para
PCT na concentracao 3,0mg/ml, e da mesma forma, o primeiro pogo conteve a
maior concentracdo de PCT (3,0 x 10% e o quinto poco a menor concentragao
(3,0 x 10%. Como controle havia pogos contendo apenas indculo, PBP a

1,5mg/ml e PCT a 3,0 mg/ml. As placas foram incubadas a 36°C por 20 horas.



31

3.2. Leptospira interrogans

Cultura de Leptospira interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae com 7
dias de crescimento, foi submetida a diluicbes seriadas decimais de 200ul
juntamente com 200ul de PBP a 3,0mg/ml. Sendo o primeiro pogo da placa o
de maior concentracdo da PBP, e o quinto, a menor concentracéo (3,0 x 10° e
3,0 x 10™ respectivamente). O mesmo procedimento foi realizado para PCT
também a 3mg/ml. Como controle havia pogos contendo apenas in6culo, PBP
e PCT a 3,0 mg/ml. As placas foram incubadas em estufa BOD a 30°C por 72

horas (MIRAGLIA, 2013; CLSI, 2012).

4. Teste de motilidade para Leptospira interrogans

Apdbs o preparo das placas para o teste de Microdiluicdo em caldo, as
mesmas foram observadas em microscépio de campo escuro (aumento 10X)
no momento da adicdo das peconhas e depois com 24, 48 e 72 horas de
incubagdo. Foi analisada a movimentacao caracteristica da Leptospira para

confirmagao da sua viabilidade.

5. Inoculacdo de S. aureus e L. interrogans em meio de cultura

Para confirmacdo da inibicdo do crescimento bacteriano, as cinco
diluicées feitas para cada bactéria foram inoculadas em meio préprio para

crescimento.
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As cinco diluicdes de S.aureus e PBP, assim como as cinco diluicdes de

S. aureus e PCT, ap6s o periodo de incubacéao de 20 horas, foram inoculadas
em agar sangue e novamente incubadas a 36°C por 24 horas. A avaliagdo do
crescimento foi feita visualmente, pela presenca ou auséncia de colbnias

caracteristicas.

Da mesma forma, 100ul de cada uma das diluigbes de L. interrogans
com PBP e com PCT, apds 72 horas de incubacédo, foram pipetados para os
respectivos tubos de vidro estéreis contendo 1 ml de meio EMJH enriquecido
com soro de coelho. Em seguida, os tubos foram incubados em estufa BOD a
30°C por 7 dias. O crescimento da L. interrogans nos tubos foi avaliado por
turvacao do meio de cultura, em caixa de luz indireta, e por investigacao da
presenga de Leptospiras viaveis no conteudo de cada tubo em microscépio de

campo escuro.

6. Andlise Estatistica

Foi realizado o teste estatistico T de Student, considerando duas
amostras independentes, para comparar os tamanhos dos halos (em
milimetros de diametro) formados no Teste de Difusdo em Disco. Foi
considerada a média dos diametros dos halos de inibicdo das triplicatas, para

cada concentragao testada.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Nos testes de difusdo em disco, E.coli foi resistente as duas peconhas

(de Bothrops pauloensis e Crotalus durissus terrificus), pois em todas as
concentracdes testadas ndo houve formacao de halo de inibicdo. Por isso, ndo
foi usada no teste de Microdiluighio em Caldo para determinacdo da

concentragao inibitéria minima (Fig. 1A e 1B).

Disco impregnado com pegonha
na concentragao 1,5 mg/mL

Disco impregnado com pegonha
na concentragao 3,0 mg/mL

Disco de Enrofloxacina
(Controle)

Fig.1. Triplicata dos testes de difusédo em disco para E. coli e PBP nas concentragbes 1,5 e 3,0
mg/mL (A) e E. colicom PCT nas concentragdes 1,5 e 3,0 mg/mL (B).

Resultado semelhante foi obtido por Ciscoto et al. (2009) que utilizaram
a peconha bruta de Bothrops spp (B. jararaca e B. jararacugu), e esta nao
conseguiu inibir a multiplicacdo de E. coli. Entretanto, varios pesquisadores
demonstraram que componentes isolados da peconha de diferentes espécies

de Bothrops, inclusive a B. pauloensis, tiveram efeito bactericida sobre E. coli.
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Dentre esses componentes isolados destacam-se a L-amino acid oxidase -
LAAO (STABELI et al., 2004; 1ZIDORO et al., 2006; STABELI et al., 2007;
RODRIGUES et al., 2009; PAIVA et al., 2011; COSTA, 2012) e Fosfolipases A2

- PLA2s (RODRIGUES et al., 2004).

Em relagdo a peconha bruta de C. durissus, Stiles et al. (1991) também
nao encontraram inibicdo sobre E. coli. Porém, a LAAO isolada de C. d.
cumanensis nao inibiu a multiplicagéo de E. coli (VARGAS et al., 2013), mas a

Crotamina isolada da pegonha de C. d. terrificus, inibiu (YAMANE et al., 2013).

Nota-se que, alguns componentes isolados das peconhas, conseguem
inibir a multiplicacado de E. coli, porém nesta pesquisa, a peconha bruta nao foi
eficiente. Sabe-se que alguns componentes isolados ja demonstraram
atividade varias vezes maior do que a peconha bruta (CASTANHEIRA et al.,
2013).

As colbnias de S. aureus demonstraram sensibilidade as duas
peconhas, pois houve formagédo de halos de inibicdo nas concentragdes 1,5 e
3,0mg/mL da peconha de B. pauloensis, e na concentracdo 3mg/mL da

peconha de C. d. terrificus (Fig. 2A e 2B).
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. Disco impregnado com pegonha
na concentracao 1,5 mg/mL

Disco impregnado com pegonha
na concentragao 3,0 mg/mL

Disco de Enrofloxacina
(Controle)

Fig.2. Triplicata dos testes de difusdo em disco para S. aureus e PBP nas concentracdes 1,5 e
3,0 mg/mL (A) e S. aureus com PCT nas concentracées 1,5 e 3,0 mg/mL (B).

Pelo teste estatistico T de Student, considerando duas amostras
independentes, houve diferenca estatistica entre os halos formados pela PBP
nas concentragdes 1,5 e 3,0 mg/mL. Quando comparados os halos formados
pela PBP na concentracao 1,5 mg/mL, com os halos da PCT na concentragéao
3,0 mg/mL, houve diferengca estatistica (p< 0,05; p= 0,0099). E, quando
comparados os halos formados pela PBP na concentragdo 3,0mg/mL, com os
halos formados pela PCT na mesma concentracao, houve diferenca estatistica

ainda maior (p< 0,05; p= 0,0007).
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Isso mostra que a agdo antibacteriana da PBP foi significativamente
maior do que a acdo da PCT, sobre S. aureus, nas duas concentracdes

testadas.

Nos testes de microdiluicdo em caldo, para a mistura Staphylococcus
aureus e pegonha de B. pauloensis (1,5mg/ml) o resultado das absorbancias
estao discriminados na tabela 1. Observa-se que os valores das absorbancias
diminuiram a medida que a peconha foi sendo diluida, e esses valores foram
sempre inferiores a absorbancia da peconha pura. Isso indica que a bactéria
com solugéo salina apenas diluiu a peconha, e S. aureus nao foi capaz de se

multiplicar em nenhuma das diluicdes testadas.

Tabela 1. Valores médios das absorbancias obtidas no teste de Microdiluicdo
em Caldo realizado com S.aureus e peconha de B. pauloensis nas

concentragdes obtidas de diluicdes seriadas decimais a partir de 1,5 mg/mL.

Diluigées (mg/mL) Médias das absorbancias
1,5 x 10° 0.218
1,5x 10" 0177
1,5x 107 0.169
1,5x10° 0,147
1,5x 10" 0.128

Como controle foram utilizados 100ul de S.aureus em solug¢édo salina (absorbancia 0,074) e
100ul de PBP na concentragéo 1,5 mg/ml (absorbancia 0,309).
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A sensibilidade de S. aureus a peconha foi confirmada pela auséncia de
crescimento bacteriano quando as 5 diluigbes foram esgotadas em agar

sangue (Fig.3)

Fig. 3. Agar sangue demonstrando a auséncia de colonias de S. aureus ap6s a conjugacio
com PBP em cinco dilui¢cdes diferentes.

Mais de um componente das pegconhas de Bothrops spp. possuem
atividade bactericida sobre S. aureus. Dentre esses componentes estdo a
LAAO (STABELI et al., 2004; 2007; CISCOTO et al., 2009; RODRIGUES et al.,
2009; PAIVA et al., 2011; COSTA, 2012), PLA2s, que compdem grande parte
da pegonha — de 26 a 30% (RODRIGUES et al., 2004; 2012), além da Lectina,
que possivelmente consegue interagir com os peptideoglicanos presentes na
parede celular das bactérias Gram positivas e dessa maneira inibem seu
crescimento (DU E CLEMENTSON, 2010; NUNES et al, 2011;
CASTANHEIRA, 2013).

Todos esses fatores podem ter colaborado para a eficiéncia da pegonha
bruta encontrada neste e em outras pesquisas, como os de Ciscoto et al.

(2009) e Aguiar (2014).
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Para a mistura S. aureus e peconha de C. d. terrificus (3,0mg/ml), o
resultado das absorbancias aumentou a medida que a pecgonha foi diluida

(Tabela 2).

Tabela 2. Valores médios das absorbancias obtidas no teste de Microdiluicao
em Caldo realizado com S.aureus e peconha de C. d. terrificus nas

concentragdes obtidas de diluigdes seriadas decimais a partir de 3,0 mg/mL.

Diluicées (mg/mL) Médias das absorbancias
3,0 x 10° 0,044
3,0x 10 0,054
3,0x 10? 0,060
3,0x10° 0,072
3,0x10™ 0,079

Como controle foram utilizados 100ul de S.aureus em solucéo salina (absorbancia 0,092) e
100ul de PCT na concentragéo 3,0 mg/ml (absorbancia 0,049).

Quando as cinco diluicdes foram esgotadas em agar sangue, observou-
se que nas 3 primeiras diluicdes (3x10°%; 3x10™"; 3x10?) ndo houve multiplicacdo
bacteriana, ja nas diluicdes 3x10° e 3x10™ a bactéria foi capaz de crescer,

demonstrando resisténcia a peconha nessas concentracoes (Fig. 4).

Sendo assim, a concentragao inibitéria minima da pegonha de C. d.

terrificus para S. aureus foi 3x102mg/mL.
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Fig. 4. Agar sangue demonstrando presenca de coldnias de S. aureus apés a conjugagdo com
PCT nas diluicdes 3x10° e 3x10™.

Neste estudo, a eficiéncia da peconha bruta de C. d. terrificus contra S.
aureus foi dose-dependente, assim como registrado no estudo de Aguiar

(2014).

De acordo com Ciscoto et al. (2009), a atividade antibacteriana da
peconha esta diretamente ligada a LAAO. Na pesquisa de Vargas et al. (2013),
a LAAO isolada da pegonha de C. d. cumanensis apresentou atividade
antibacteriana sobre S. aureus, por outro lado, Yamane et al. (2013) mostraram
que a Crotamina isolada da peconha de C. d. terrificus nao foi eficiente contra

S.aureus.

Pode-se inferir que na peconha de C. durissus, possivelmente néo é a
Crotamina a responsavel pela atividade antibacteriana contra S. aureus. Ainda
nao se sabe se a atividade antimicrobiana € pela agéao exclusiva da LAAO, ou

outros bioativos nao testados associados a esta.
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Nos testes de microdiluicdo em caldo, Leptospira interrogans sorovar
Icterohaemorrhagiae foi resistente a PBP. J& a eficiéncia da PCT foi dose-

dependente.

Na conjugacao Leptospira e peconha de B. pauloensis (3,0mg/ml), os
valores de absorbancia aumentaram nas menores diluicbes da peconha.

Indicando multiplicagdo bacteriana (Tabela 3).

Tabela 3. Valores médios das absorbancias obtidas no teste de Microdiluicao
em Caldo realizado com Leptospira interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae e
peconha de B. pauloensis nas concentracoes obtidas de diluicbes seriadas

decimais a partir de 3,0 mg/mL.

Diluigdes (mg/mL) Médias das absorbancias
3,0 x 10° 0.165
3,0x 10" 0.150
3,0x 107 0.165
3,0x10° 0.170
3,0x10™ 0.218

Como controle foram utilizados 100ul de L. interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae em meio
EMJH (absorbancia 0,100) e 100ul de PBP na concentragéo 3,0 mg/mL (absorbancia 0,040).
No teste de avaliacdo da motilidade bacteriana, dentre as cinco diluicées
observadas, apenas na maior concentragdo de peconha (3x10°), a Leptospira
apresentou reducao da motilidade apds 48 horas. Nas demais diluigdes, a
bactéria continuou com a motilidade inalterada, mesmo apds 72 horas da

adigao da pecgonha.
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Em seguida, o cultivo das cinco diluigbes em meio EMJH, apos 7 dias de
incubagéo, demonstrou a presenca de Leptospiras vidveis em todos os tubos
cultivados. Esses resultados, mais uma vez indicam que a Leptospira foi

resistente a peconha de B. pauloensis.

Observou-se neste estudo, que a atividade antibacteriana das peconhas,
foi diferente para bactéria Gram positiva e Gram Negativa. A Leptospira apesar
nao se corar pela coloracdo de Gram, possui Lipopolissacarideos (LPS) de
membrana externa que sao estrutural e imunologicamente semelhantes aos
LPS de organismos Gram-negativos (HAAKE; ZUCKERT, 2016; QUINN et al.,
2005; FAINE et al.,, 1999). Assim como E. coli, a Leptospira se mostrou

resistente a peconha de B. pauloensis.

Adicionalmente, quando a Leptospira foi conjugada com a pegonha de
C. d. terrificus (3,0mg/ml), os valores de absorbancia aumentaram a medida

que as diluigdes diminuiram. Indicando multiplicagao bacteriana (Tabela 4).
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Tabela 4. Valores médios das absorbancias obtidas no teste de Microdiluicao
em Caldo realizado com Leptospira interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae e
peconha de C. d. terrificus nas concentracoes obtidas de diluicdes seriadas

decimais a partir de 3,0 mg/mL.

Diluigées (mg/mL) Médias das absorbancias
3,0 x 10° 0.0670
3,0x 10" 0,0930
3,0x10% 0,1132
3,0x10° 0,1180
3,0x10% 0,1201

Como controle foram utilizados 100ul de L. interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae em meio
EMJH (absorbancia 0,100) e 100ul de PCT na concentracao 3,0 mg/mL (absorbancia 0,049).
No teste de avaliagdo da motilidade bacteriana, as Leptospiras pararam
de se movimentar apds 48 horas, na maior concentragdo da peconha (3x10°).
Nas demais diluicbes, a movimentacdo cessou somente apdés 72 horas da
adicao da peconha. Mesmo assim, quando estas diluicées foram cultivadas em
meio EMJH por 7 dias, p6de-se observar presenca de Leptospiras méveis nos

cultivos correspondentes as diluigdes 3x10% 3x107°, 3x10™.

Sendo assim, a concentrag&o inibitéria minima da pegonha de C. d.

terrificus para Leptospira foi 3x10™" mg/ml.

Notou-se que a peconha de C. d. terrificus foi capaz de interferir na
motilidade da Leptospira, mas ndo teve acado bactericida nas concentracdes
3x10% 3x10°, 3x10™. J4 nas concentracdes 3x10° e 3x10" a bactéria foi

sensivel a pegonha.
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A Leptospirose é uma doenga endémica em paises tropicais. Tradicionalmente
sdo poucas as drogas capazes de combater de forma eficaz as infec¢des
renais por Leptospira, tanto em humanos, quanto em animais (ELLIS, 2015).
Essa pesquisa demonstrou que a pegonha de C. d. terrificus pode ser uma
alternativa como prototipo para o desenvolvimento de novos tratamentos contra

Leptospirose.

CONCLUSAO

As peconhas de B. pauloensis e de C. d. terrificus possuem acao
antibacteriana frente a S. aureus, mas nao contra E. coli. Apenas a pegonha
de C. d. terrificus demonstrou atividade antibacteriana para Leptospira

interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae.

Esses resultados sdo importantes, pois direcionam pesquisas para o
desenvolvimento de novos farmacos, utilizando componentes das peconhas de

serpente como protétipos.
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