Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

54664

Prospeccao de peptideos miméticos PLAS-VP e PLAS-AK de veneno
de serpente do género Bothrops contra bactérias formadoras de
biofilme Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa

Prospecting of PLAS-VP and PLAS-AK mimetic peptides from snake
venom of the genus Bothrops against biofilm-forming bacteria
Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa

DOI:10.34117/bjdv8n7-372

Recebimento dos originais: 23/05/2022
Aceitacdo para publicacdo: 30/06/2022

Daiany Soares Rufatto
Académica do Curso de Enfermagem
Instituicdo: Centro Universitario Sdo Lucas (UniSL)
Endereco: Rua Alexandre Guimardes, 1927, Areal, Porto Velho - RO, CEP: 76805-846
E-mail: daianyrufatto@gmail.com

Leticia Schirmer Calcagnotto
Mestra em Biologia Experimental pela Universidade Federal de Ronddnia (UNIR)
Instituicdo: Centro Universitario Sdo Lucas (UniSL)
Endereco: Rua Alexandre Guimaraes, 1927, Areal, Porto Velho - RO, CEP: 76805-846
E-mail: farma.lesca@gmail.com

Flavio Augusto de Souza Oliveira
Mestre em Biologia Experimental pela Universidade Federal de Ronddnia (UNIR)
Instituicdo: Universidade Federal de Ronddnia (UNIR)
Endereco: Av. Pres. Dutra, 2965, Olaria, Porto Velho - RO, CEP: 76801-058
E-mail: oliveira.fas@gmail.com

Rafaela Lucas Costa de Araujo
Académica do Curso de Enfermagem
Instituicdo: Centro Universitario Sdo Lucas (UniSL)
Endereco: Rua Alexandre Guimaraes, 1927, Areal, Porto Velho - RO, CEP: 76805-846
E-mail: rafaela_araujol@outlook.com

Juliana Vieira Frezza Bernardes Cohen
Mestra em Biologia Odontoldgica pela Universidade em Taubaté (UNITAU)
Instituicdo: Centro Universitario Sdo Lucas (UniSL)
Endereco: Rua Alexandre Guimaraes, 1927, Areal, Porto Velho - RO, CEP: 76805-846
E-mail: julianafrezza@yahoo.com.br

Leonardo de Azevedo Calderon
Doutor em Ciéncias Biologicas pela Universidade de Brasilia (UnB)
Instituicdo: Universidade Federal de Rondénia (UNIR)
Endereco: Av. Pres. Dutra, 2965, Olaria, Porto Velho - RO, CEP: 76801-058
E-mail: calderon@unir.br

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.8, n.7, p. 54664-54679, jul., 2022



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

54665

Christian Collins Kuehn
Doutor em Biociéncias Aplicada & Farmécia pela Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdo Preto - Universidade de Séo Paulo (USP)
Instituicdo: Universidade Federal de Rondonia (UNIR)
Endereco: Av. Pres. Dutra, 2965, Olaria, Porto Velho - RO, CEP: 76801-058
E-mail: christian.collins@unir.br

Flavia Serrano Batista
Doutora em Biologia Experimental pela Universidade Federal de Rondénia (UNIR)
Instituicdo: Centro Universitario Sdo Lucas (UniSL)
Endereco: Rua Alexandre Guimardes, 1927, Areal, Porto Velho - RO, CEP: 76805-846
E-mail: flavia.serranob@gmail.com

RESUMO

Introducdo: A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos é um grave problema de salde
publica. Este fato associado a formacéao de biofilmes dificulta o tratamento de infec¢des
provocadas por estes microrganismos. Entre os candidatos mais promissores frente a
resisténcia bacteriana estdo os peptideos e proteinas bioativas, em especial as serpentes
pertencentes ao género Bothrops. O veneno de serpente constitui uma ampla fonte de
moléculas bioativas, contendo proteinas, peptideos e enzimas. Dentre estes componentes,
destacam-se as fosfolipases A2 (PLA?2), a qual possui uma grande variedade de atividades
bioldgicas. Objetivo: Prospeccdo in vitro dos peptideos miméticos PLAS-VP e PLAS-
AK de venenos de serpentes do género Bothrops contra bactérias formadoras de biofilme.
Materiais e Métodos: A técnica de poco-difusdo foi realizada em placas de petri com a
adicdo dos peptideos e semeadura das cepas bacterianas Gram-negativas (Escherichia
coli ATCC e Pseudomonas aeruginosa ATCC) em dupla camada de meio Mueller Hinton
(MH). Os testes para determinacédo da concentracdo inibitoria minima (CIM) foi realizado
em placas de 96 pocos a 37 °C por 24 horas em triplicata, nas concentracdes de 200 a 1,56
pug/mL, tendo o imipenem como controle positivo. Resultados: Os peptideos PLAS-VP e
PLAS-AK, nédo apresentaram halos de inibi¢do nas concentracgdes testadas. Entretanto 0s
resultados de ambos 0s peptideos apresentaram crescimento microbiano nas
concentracdes utilizadas quando comparados ao controle positivo. Discussdo: Dentre as
perspectivas iniciais do projeto, consideramos a hipotese de uma acéo antagdnica quando
comparado a inibicdo microbiana. Devido a presenca de bioativos ainda ndo elucidados
que proporcionaram o crescimento das unidades formadoras de colbnia bacteriana.
Conclusdo: Os peptideos ndo demostraram atividades antimicrobiana, entretanto, os
resultados demonstram expressivo desenvolvimento microbioldgico, prospectando assim
um potencial bioativo como insumo para a acao proliferativa de bactérias relacionado a
biotecnologia médica.

Palavras-chave: Peptideos PLAS-VP / PLAS-AK, Analise in vitro, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa.

ABSTRACT

Introduction: Bacterial resistance to antimicrobials is a serious public health problem.
This fact associated with the formation of biofilms makes it difficult to treat infections
caused by these microorganisms. Among the most promising candidates against bacterial
resistance are peptides and bioactive proteins, especially snakes belonging to the
Bothrops genus. Snake venom constitutes a wide source of bioactive molecules,
containing proteins, peptides and enzymes. Among these components, phospholipases A2
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(PLA2) stand out, which has a wide variety of biological activities. Objective: In vitro
prospection of PLAS-VP and PLAS-AK mimetic peptides from Bothrops snake venoms
against biofilm-forming bacteria. Materials and Methods: The well-diffusion technique
was performed in petri dishes with the addition of peptides and seeding of Gram-negative
bacterial strains (Escherichia coli ATCC and Pseudomonas aeruginosa ATCC) in a
double layer of Mueller Hinton (MH) medium. The tests to determine the minimum
inhibitory concentration (MIC) were performed in 96-well plates at 37 °C for 24 hours in
triplicate, at concentrations from 200 to 1.56 pg/mL, with imipenem as a positive control.
Results: PLAS-VP and PLAS-AK peptides did not show inhibition halos at the
concentrations tested. The results of both peptides showed microbial growth at the
concentrations used when compared to positive and negative controls correspondingly.
Discussion: Among the initial perspectives of the project, we consider the hypothesis of
antagonistic action against microbial inhibition. Conclusion: The peptides did not
demonstrate antimicrobial activities, however, the results demonstrate significant
bacterial microbiological development, thus prospecting a bioactive potential as an input
for the proliferative action of bacteria related to medical biotechnology

Keywords: PLAS-VP / PLAS-AK peptides, In vitro analysis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa.

1 INTRODUCAO

O conjunto de dois ou mais residuos de aminoacidos ligados de modo covalente
através de uma ligagdo amida substituida, sdo denominadas moléculas de peptideos e
apresentam acao diversificada em processos fisiologicos (PIRES; BEMQUERER; DO
NASCIMENTO, 2014), podendo assim, ser alvo de possiveis aplicagdes tecnologicas,
tais como atividade antimicrobiana (HANCOCK, SCOTT, 2000), antitrombotica
(MENEZES et al, 2011), opidide (GOLDBERG, 2010) e antioxidante (ZHANG, FALA,
2009).

O conhecimento amplo destas biomoléculas em suas atividades naturais
demonstra a relevancia para o ambiente em que operam e a possibilidade de transforma-
las ou utiliza-las como uma fonte de ferramenta para o desenvolvimento de novas drogas
(BROGDEN, 2005).

O uso de ferramentas de tecnologia da informagdo se mostra favoravel ao
desenvolvimento racional de peptideos e tém gerado oportunidades e futuros
direcionamentos cientificos, com novas descobertas de potenciais candidatos a farmacos,
através de projetos racionais de peptideos, baseados em métodos de bioinformatica ou
técnicas de modelagem molecular (ZHOU et al 2013; FOSGERAU, HOFFMANN,
2015).
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O género Bothrops possui uma alta distribui¢do de residuos basicos e hidrofobicos
responsaveis pelo mecanismo de miotoxicidade destas proteinas a exemplo, regido C-
terminal das PLA2s. A regido N-terminal ndo possui caracteristicas de toxicidade
(LOMONTE, RANGEL, 2012). No entanto, estas “proteinas” PLAzs e peptideos
miméticos inspirados nas regides C-terminais ¢ N-terminais apresentam propriedades
multifuncionais que podem ser de interesse no desenvolvimento de estratégias
terapéuticas contra parasitas, bactérias, cancer e doenga de Alzheimer (COSTA et al,
2008; SMITH et al, 2016).

Assim, o cenario atual demonstra um crescente aumento no numero de
microrganismos multirresistentes como Escherichia coli (E. coli) e Pseudomonas
aeruginosa (P. aeruginosas) entre os mais comuns (OMS, 2014; OSTOJIC; HUKIC,
2015; ANVISA, 2017). Este problema associado a formagdo de biofilmes e a baixa
producdo de novos compostos pela industria farmacéutica evidencia a emergéncia global
da produgdo de antibidticos (HENRIQUES et al., 2013; AGGA et al., 2015).

E. coli possui resisténcia a multiplos antibioticos e historicamente, foi uma das
primeiras classes a demonstrar resisténcia a penicilina, pela produ¢do de enzimas
denominadas B-lactamases (WRIGHT, 2004; CARNEIRO, 2006). Estas sdo uma familia
de enzimas que possuem atividade hidrolitica, ou seja, atuam degradando os anéis
betalactdmicos presentes em diversos antibidticos de uso comum, entre eles: penicilinas,
cefolosporinas e monobactadmicos (WRIGHT, 2004; CARNEIRO, 2006).

E. coli apresenta-se extremamente envolvida em surtos de infeccdes hospitalares
e diversas cepas apresentam resisténcia a multiplos antibiéticos em decorréncia da
producéo de B-lactamases de espectro estendido conhecida como (ESBL) (FALAGAS;
KARAGEORGOPOULOS, 2009).

Outro patégeno ja destacado como importante agente infeccioso oportunista
aproveitando-se do sistema imunoldgico debilitado dos portadores é o Pseudomonas
aeruginosa (WOODS, 1980; RYBTKE, 2015). Assim, as maiores incidéncias de
mortalidade atribuida a P. aeruginosa ocorrem paralelamente a outras doencas,
principalmente sendo as principais enfermidades respiratérias como fibrose cistica e
pessoas acometidas de queimaduras (WOODS, 1980; SALA et al., 2016).

P. aeruginosa também é um dos patdégenos mais comuns associados a colonizacéo
de pessoas internadas com quadros graves de queimaduras (REMPEL,; T1ZZO; VASCO,
2011; RYBTKE et al., 2015). Essa bactéria possui resisténcia natural e adquirida a

diversas classes de antimicrobianos dentre este, cefalosporinas de primeira e segunda
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geracdo, tetraciclinas, cloranfenicol e macrolideos (ALVAREZ et al., 2005; PANGHAL
etal., 2015).

Todos esses mecanismos de resisténcia associados a colonizagdo de
imunossuprimidos torna este um dos principais microrganismos em infecgdes humanas
(STRATEVA; YORDANOV, 2009).

Desta forma, todos os anos sdo gastos milhdes de délares em medicamentos no
tratamento de infec¢Oes bacterianas. Este fato tem pressionado a selecdo natural de
microrganismos capazes de resistir cada vez mais aos tratamentos disponiveis (CHEN et
al., 2014).

Assim, os peptideos antimicrobianos sintéticos tém ocupado o posto de moléculas
promissoras no combate dessas infec¢des, bem como potenciais terapias adjuvantes uma
vez que apresentam resultados satisfatorios em testes in vitro (CALDERON et al., 2011;
RAJA et al., 2013).

Estas moléculas apresentam caracteristicas interessantes como rapido mecanismo
de acdo e amplo espectro, sendo efetivo no combate de microrganismos gram-positivos e
negativos, além de apresentarem baixa probabilidade de resisténcia. Cabe ressaltar que
0S peptideos interagem de maneira sinérgica com antibioticos ja existentes,
potencializando assim seu mecanismo de acdo (HUANG; HUANG; CHEN, 2010;
BROGDEN et al., 2005).

2 METODOS

As sinteses dos peptideos possuem o N-terminal amidado e foram produzidas
sinteticamente pela empresa Aminotech Pesquisa e Desenvolvimento Ltda, Diadema, S&o
Paulo e disponibilizada pelo Centro de Estudos de Biomoléculas Aplicadas a Saude —
CEBio - RO.

Para a realizacdo dos testes antimicrobianos in vitro, os peptideos PLAS-AK e
PLAS-VP foram solubilizados nas concentra¢des de 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,125
pg/mL por solvente dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma-Aldrich) na concentragdo maxima
de 0,5%. Todas as solugdes foram preparadas no dia da realizacdo dos experimentos,
evitando o risco de perda da atividade dos compostos em contato com o solvente. Logo,
0s compostos previamente solubilizados foram submetidos aos ensaios biologicos.

Para realizag&o dos experimentos cientificos foram utilizadas espécies bacterianas

ATCC’s de Escherichia coli (25922) e Pseudomonas aeruginosa (27853). Tais cepas
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bacterianas foram utilizadas no Centro Microbioldgico e Parasitoldgico (CEMIP) da
Fundacéo Universidade Federal de Rond6nia — UNIR.

A preparacdo do inoculo bacteriano utilizado nas técnicas de poco-difusdo e
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) teve como base o método de crescimento,
conforme consta no protocolo M07-A9 do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2012).

Com auxilio de swab, colénias mantidas em agar nutriente, foram inoculadas em
tubos contendo caldo BHI e colocadas em estufa a 37 °C por 24 horas, com o intuito de
promover o crescimento bacteriano até o meio ficar completamente turvo. Em seguida, a
cultura em caldo, foi ajustada com solugdo fisiologica 0,9% e previamente autoclavada,
a fim de obter uma turbidez comparavel ao padrdo de turvacdo 0,5 na escala de
McFarland, correspondente a 1,5x108 UFC/mL.

A concentragdo ajustada do in6culo pela escala de McFarland, foi aplicada como
semeadura em placa de Petri, para triagem antimicrobiana dos peptideos, bem como

utilizada na determinacdo da Concentragao Inibitoria Minima (CIM).

2.1 METODO DE POCO-DIFUSAO

Para realizagdo da técnica de pogo-difusdo os ensaios tiveram seu
desenvolvimento como proposto por Grove e Randall (1955) e no protocolo M02-A11,
secdo 9.1 (CLSI, 2012), com modificagdes.

Inicialmente foi preparado em um Erlenmeyer o meio Mueller Hinton (MH), com
proporcéo de 37 gramas de meio para 1 Litro de dgua destilada e foi levado em autoclave
por 15 minutos. Apos o periodo de autoclave em placas de petri de poliacrilamida 90 x
15 mm estéreis, foram adicionados 10 mL do meio, aguardando por 10 minutos. Seguido
a solidificacdo, foi adicionada mais 15 mL de meio MH para posterior obtencdo de uma
dupla camada. Apds o preparo das placas, com o auxilio de uma pipeta pasteur de vidro
estéril de 10 mL, foram realizadas as perfuragfes dos po¢os no meio, para adicdo das
amostras testadas, respeitando o limite da primeira camada de agar. A partir do inoculo
ajustado ao padrdo 0,5 McFarland (1,5x108 UFC/mL), com o auxilio de um swab de
algodao, as cepas bacterianas foram semeadas sobre a dupla camada de MH. Em seguida,
o peptideo foi diluido em agua Mili-Q® em concentragdes de (200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25,
3,12 e 1,56 pg/mL) e adicionado 40 pL nos respectivos pocgos correspondentes as
concentragcdes. Como controle positivo para inibi¢do do crescimento celular, foi utilizado

imipenem 200 pg/mL diluido em agua Mili-Q®. Ap6s o término, as placas foram
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encaminhadas para estufa a 37 °C por 24 horas e a atividade antimicrobiana do peptideo
foi verificada através da formacéo de halos de inibi¢do ao redor dos pogos. Os ensaios
foram realizados em triplicata e a medicdo dos halos foi realizada com haldmetro e

aplicada em milimetros (mm).

2.2 METODO DE MICRODILUICAO: CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

O método de microdiluicdo em caldo para determinacdo da Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM) foi realizado com base no protocolo M07-A9 do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012) com modificacdes.

Inicialmente, o peptideo PLAS-VP e PLAS-AK foi diluido em caldo BHI ajustado
em concentracdo de 400 pg/mL. A concentracdo inicial obtida, possuiu 2X as
concentracdes finais esperadas, visto que ocorreu diluicdo 1:2 da amostra, quando
adicionado o volume equivalente de indculo. Em placas estéreis de 96 pogos fundo em
U, foram adicionados 200 pL do peptideo na primeira coluna e 100 puL de BHI nas
colunas subsequentes e foram realizadas dilui¢fes seriadas em concentracfes de 200 a
1,56 pg/mL. Em seguida, em seus respectivos testes, foram adicionados 100 pL dos
indculos bacterianos ATCCs de Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa a 1,5x10°8
Unidades Formadoras de Colonia por mililitro (UFC/mL) correspondente a 0,5 na escala
de McFarland, sendo o volume final de 200 pL em cada po¢o. Como controle positivo,
utilizou-se o imipenem 200 pg/mL, e controle negativo somente caldo BHI mais a
concentracdo de uso bacteriana. Como branco, foi utilizado somente caldo BHI. Apos 24
horas incubadas em estufa a 37 °C as placas de 96 poc¢os foram levadas ao
microleitor de placas e lidas em comprimento de ondas de 450 nm. A tecnica
experimental foi realizada em duas placas (duplicata) com dias alternados e as analises

estatisticas sobre a média das triplicatas experimentais.

2.3 ANALISES ESTATISTICAS

Para as anélises estatisticas, assim como os calculos matematicos envolvidos nos
experimentos de Concentra¢do Inibitéria Minima (CIM), foi utilizado o software
GraphPad Prism versdo 7.0, complementado pelo Pos-teste de Tukey para determinagéo

dos niveis de significancia dos resultados e comparacdo das medias obtidas.
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3 RESULTADOS
3.1 METODO DE POCO-DIFUSAO

A avaliacdo preliminar da atividade antimicrobiana do peptideo PLAS-VP e
PLAS-AK foi realizada por meio do método de poco-difusdo e os peptideos foram
diluidos em concentragdes de 200 a 1,56 ug/mL e avaliados pela capacidade de formagao
de halo de inibigdo expressos em milimetros (mm).

Apo6s aplicacdo do método e andlise dos experimentos, foi observado a ndo
formacdo de halos de inibicdo bacteriana frente as cepas celulares de E. coli e P.
aeruginosa ATCCs em nenhuma das concentracfes dos peptideos. Diferentemente do
controle positivo (imipenem 200 pg/mL), pois 0 mesmo apresentou halo > 30 mm em

ambas as cepas, conforme exemplificado na tabela 1 e 2

Tabela 1 — Resultado da atividade antimicrobiana dos peptideos PLAS-VP e PLAS-AK frente a cepa de
E. coli ATCC (25922) pela técnica de poco-difusao.

TAMANHO DOS
HALOS DE INIBICAO  CONTROLE

CEPA CONCENTRAGAO (mm)
BACTERIANA (ng/mL)

IMIPENEM

PLAS-VP | PLAS-AK (200 pg/mL)

200 - -

100 = =

50 - -

Escherichia

25 - -
coli ATCC > 30 mm

12,5 - -
(25922)

6,25 - -

3,12 - -

1,56 = -

Bactéria E.coli ATCC frente aos peptideos PLAS-VP e PLAS-AK de serpente do género Bothrops em
concentragdes de (200 a 1,56 pg/mL); Imipenem — Controle Positivo para inibigdo de crescimento
bacteriano em concentracdo de 200 pg/mL.

Fonte: dados da pesquisa.
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Tabela 2 — Resultado da atividade antimicrobiana dos peptideos PLAS-VP e PLAS-AK frente a cepa de
P. aeruginosa ATCC (27853) pela técnica de pogo-difusao.

TAMANHO DOS
HALOS DE INIBIGAO  CONTROLE

CEPA CONCENTRAGAO (mm)
BACTERIANA (ug/mL)

HEER AK (LHSLPE;ET)
200 - -
100 - -
Pseudomonas >0 ) )
aeruginosa 25 - -
> 30 mm
ATCC 12,5 - -
(27853) 6,25 - -
3,12 i
1,56 - i

Bactéria P. aeruginosa ATCC frente aos peptideos PLAS-VP e PLAS-AK de serpente do género
Bothrops em concentragdes de (200 a 1,56 pg/mL); Imipenem — Controle Positivo para inibi¢do de
crescimento bacteriano em concentracdo de 200 pg/mL).

Fonte: dados da pesquisa.

3.2 METODO DE MICRODILUIGAO: CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA

O método de microdiluicdo em caldo foi realizado para a determinacdo da
Concentracao Inibitéria Minima (CIM) frente as cepas de E. coli e P. aeruginosa ATCCs.

Foram realizadas inspecdes visuais dos experimentos com o intuito de verificar se
houve formagdo de turbidez, a qual ¢ caracteristica do crescimento bacteriano e
posteriormente, foram realizadas as leituras em turbimetria (DO) a 450nm. Foi utilizado
como método para demonstracdo de inibicdo do crescimento bacteriano a comparagdo
estatistica entre os grupos de Controle Negativo (CN) e Controle Positivo (CP) para
inibicdo do crescimento celular. Também foram realizadas comparagdes entre as
diferentes concentracdes dos peptideos.

Na inspe¢do visual foram detectados precipitados bacteriano nos pogos, nas
concentragcdes de ambos os peptideos, assim como nos pogos do controle negativo,
demonstrando que houve desenvolvimento microbiano das cepas. Visualmente, o
controle positivo (imipenem 200 pg/mL) apresentou agdo antimicrobiana, pois inibiu o
crescimento bacteriano, ndo apresentando turvacdo nos pogos.

Em seguida, a leitura turbidimétrica a 450 nm, foi realizada nas amostras. Os
peptideos PLAS-VP e PLAS-AK foram testados nas concentragdes (200, 100, 50, 25,

12,5, 6,25, 3,12 e 1,56 pg/mL) e ndo apresentaram inibicdo do crescimento da bactéria
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gram negativa E. coli em 24 h. Os resultados nas concentragdes de (200 a 1,56 pg/mL)
demostram que os peptideos tiveram agdo semelhante ao controle negativo,
potencializando a agdo proliferativa de atividade microbioldgica, como pode ser

observado na figura 1.

Figura 1 — Determinagéo in vitro da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM), do peptideo PLAS-VP e
PLAS-AK, frente a cepa de Escherichia coli ATCC.

Cepa: E. coli ATCC 25922 Cepa: E. coli ATCC 25922
1.54 1.59
R *kkk | - Kkkk I
(a] [a)]
e < 0 = 1% 2 ;
>~ 1.0 N >~ 1.0 ¢’ 7 %
E N B Bl
5 N 5 % 17
3 N S % B W
5 0.5 S sos{IM T é 17
0.04 N 0.0- — ; iR Z
Q Q
o~ o~Q&@&@&@@@@:&&é&1&& o~ o~\y}&;&ﬁq\@z&@;&&z&@é\@z&&
(CAOR DI AN RO A DS o) O QO (O O o
SRS R RPN RS PPN
[1PLAS-VP [] PLAS-AK

Absorbancia das médias obtidas em turbidimetria com leitura de 450nm de comprimento de onda. Quanto
maior o valor de absorbéncia (DO), maior o crescimento ou viabilidade bacteriana frente a amostra
testada. Controle Negativo (CN), Controle Positivo (CP). Os resultados obtidos demostraram diferenca
estatisticamente significativas comparadas ao grupo CP nas concentra¢des de 200 a 1,56 pg/mL com
nivel de significancia de ****P<0.0001. Os experimentos foram realizados em triplicatas e os resultados
expressos como a média (+) desvio padrdo das absorbancias.

Fonte: dados da pesquisa.

A cepa de P. aeruginosa ATCC pelo peptideo PLAS-VP na leitura de 24 h nas
concentragdes de 200 a 1,56 pg/mL, ndo demonstrou atividade inibitria em nenhuma das
concentragcdes testadas, entretanto apresentou desenvolvimento bacteriano quando
comparado ao controle positivo.

Os ensaios do peptideo PLAS-AK com cepas de P. aeruginosa ATCC
demonstraram, diferenca estatistica em relacdo ao controle positivo (imipenem 200
pug/mL) com *P<0.5 e **P<0.01 devido ao crescimento exponencial bacteriano nas
concentragcdes de 200 a 1,56 pg/mL. Os resultados de ambos os peptideos estdo

exemplificados na figura 2.
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Figura 2 — Determinacao in vitro da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM), do peptideo PLAS-VP e
PLAS-AK, frente a cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC.

Cepa: P. aeuroginosa ATCC 27853 Cepa: P. aeuroginosa ATCC 27853
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Absorbéancia das médias obtidas em turbidimetria com leitura de 450nm de comprimento de onda. Quanto
maior o valor de absorbéncia (DO), maior o crescimento ou viabilidade bacteriana frente a amostra
testada. Controle Negativo (CN), Controle Positivo (CP). Os resultados obtidos demostraram diferenca
estatisticamente significativas comparadas ao grupo CP nas concentragdes de 200 a 1,56 pg/mL com
nivel de significancia de *P<0.5 e **P<0.01. Os experimentos foram realizados em triplicatas e 0s
resultados expressos como a média (z) desvio padrdo das absorbancias.

Fonte: dados da pesquisa.

Contudo, compreende-se que ambos os peptideos, PLAS-VP e PLAS-AK, frente
as cepas bacterianas Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosas ATCCs, ndo obtiveram
uma concentracdo capaz de inibir o crescimento bacteriano em comparagdo ao controle

negativo (CN).

4 DISCUSSAO

Atualmente o grande desafio relacionado a assisténcia de salde, sdo as doencas
infecciosas, pois estdo entre as 10 principais causas de mortalidade no mundo (WHO,
2015; PARISI et al., 2017). Este desafio tem sido reforcado pelo incremento da resisténcia
antimicrobiana (AMR — Antimicrobial resistence) que se tornou uma grave ameaca a
salde publica global por uma variedade crescente de infeccdes causadas por diferentes
patdgenos resistentes ao tratamento clinico convencional (WHO, 2014).

Assim, a prevaléncia de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos tém
promovido um intenso processo de prospecc¢do, voltado a moléculas ou componentes
bioativos, que sirvam como fortes candidatos para o desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos. Conforme Castillo, et al. (2012), a atividade microbicida de fosfolipases A
(PLA2s) de serpentes do género Bothrops tem sido amplamente estudada, pois tais
proteinas apresentam muitas propriedades farmacoldgicas, dentre estas, atividades

neurotoxicas, miotoxicas, anticoagulantes, hipotensivas e inducdo de edema.
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Neste estudo, inicialmente foi verificada a atividade antimicrobiana através da
técnica de poco-difusdo. Tal atividade é avaliada pela presenca de halo de inibicéo
bacteriana maior que 8 mm. Contudo, os peptideos PLAS-VP e PLAS-AK ndo exerceram
acao antimicrobiana sobre as cepas de E. coli e P. aeruginosa ATCCs utilizadas nos
testes, pois o0s peptideos testados ndo inibiram o crescimento bacteriano e
consequentemente ndo houve formagéo de halos de inibicao.

Entretanto, fatores como o tamanho e a polaridade da molécula podem ser
decisivos para o aparecimento de halo de inibicdo, caracteristicos de atividade
antimicrobiana. Assim, estes fatores podem impedir que tais compostos expressem sua
real atividade antimicrobiana (ESTRELA et al., 2000; TOIT; RAUTENBACH, 2000;
MORENO et al., 2006).

Por outro lado, tdo importante quanto os testes de pogo-difusdo sdo os testes de
microdiluicdo, pois estes sdo essenciais para verificacdo e validacdo de peptideos como
futuros farmacos, corroborando como uma importante ferramenta de prospeccdo
cientifica microbiologica (ALVES et al., 2008).

Para obtencdo de resultados da atividade antimicrobiana dos peptideos, apds a
realizacdo dos ensaios preliminares de difusdo em agar, também foi realizado teste de
microdiluicdo para verificar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). Os resultados de
CIM de ambos os peptideos apresentaram acdo antag6nica ao esperado, ou seja, ndo
demonstraram atividade antimicrobiana, mas expressivo crescimento bacteriano quando
comparado ao controle positivo.

Costa et al (2008) verificaram gue peptideos sintéticos catiénicos derivados da C-
terminal de PLA>s do veneno de Bothrops brazili obtiveram efeitos microbicidas contra
Escherichia coli, tornando-se um forte candidato como biomolécula antimicrobiana.
Entretanto, a acdo C-terminal de PLA>s contrapGe-se aos resultados dos peptideos PLAS-
VP e PLAS-AK da regido N-terminal, pois 0s mesmos demonstraram desenvolvimento
bacteriano contras cepas gram-negativas analisadas neste estudo.

Conforme Lomonte e Rangel (2012), a regido N-terminal ndo possui
caracteristicas de toxicidade, como comumente encontrada na regido C-terminal.
Segundo Borges et al (2017), a regido C-terminal das PLA2s do género Bothrops possui
uma alta distribuicdo de residuos basicos e hidrofobicos, responsaveis pelo mecanismo
de miotoxicidade destas proteinas. Ja a regido N-terminal, ndo possui caracteristicas

miotdxicas.
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Rotineiramente encontram-se estudos da regido C-terminal, comprovando a sua
acdo antibacteriana e alta capacidade de toxicidade. Entretanto, quando direcionamos essa
pesquisa a regido N-terminal, ndo temos 0 mesmo resultado. Além da escassez de estudos
da regido N-terminal se comparada a regido C-terminal, os estudos encontrados
identificam efeitos proliferativos e/ou inibidores voltados a acdo de agentes infecciosos e
parasitarios, ndo trazendo evidéncias da sua a¢do bacteriana.

Assim, este estudo corrobora para que novos experimentos avaliem a capacidade
que os peptideos, PLAS-VP e PLAS-AK, possuem como insumos, seja para a linhagem

médica ou laboratorial.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos com este trabalho, revelam que os peptideos PLAS-VP e
PLAS-AK das serpentes do género Bothrops spp., ndo demonstraram potencial
antimicrobiano frente as cepas de E. coli e P. aeruginosa, em relacdo a formacao de halo
de inibicdo no método de poco-difusdo. Tais peptideos, demostraram nao possuir
atividades antimicrobiana pela técnica de microdiluicdo (Concentrag&o Inibitoria Minima
- CIM) nas concentracdes de 200 a 1,56 pg/mL, frente as espécies bacterianas testadas.
Entretanto, os resultados demonstram expressivo desenvolvimento microbiolégico
bacteriano, com perspectivas futuras para um bioativo, utilizado como insumo na agéo
proliferativa de bactérias relacionado a biotecnologia médica. Assim, este estudo
corrobora para que novos experimentos avaliem a capacidade que os peptideos, PLAS-

VP e PLAS-AK, possuem como instrumentos, seja para aplicacdo médica ou laboratorial.
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