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RESUMO

A diversidade de fungdes bioldgicas, bioquimicas e farmacoldgicas das pegonhas
ofidicas demonstram a presengca de componentes adquiridos ao longo de sua
evolucdo. Dentre estes, destacam-se os componentes proteicos, como proteinases
hemorragicas, fosfolipases do tipo A2 (PLA2) e L-aminoacidooxidases, presentes nas
peconhas de serpentes, que tém potencial farmacoldgico. Nesse trabalho, fragées do
veneno de Bothrops alternatus foram isoladas e testadas contra Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, respectivamente representando organismos gram-negativos
e gram-positivos. Os resultados obtidos descartam potencial antimicrobiano contra
esses organismos da maioria das fragdes obtidas, com excec¢ado de uma fragéo de alto
peso molecular sobre o organismo gram-positivo S. aureus, que apresenta efeito
dose-dependente. Estudos complementares devem ser efetuados para a

identificacdo, caracterizacao estrutural e funcional da fracdo com efeitos promissores.

Palavras-chave: Bioprospecc¢ao, antimicrobiano, Bothrops.



ABSTRACT

The diversity of biological, biochemical and pharmacological functions of snake
venoms demonstrates the presence of components acquired throughout their
evolution. Among these, protein components stand out, such as hemorrhagic
proteinases, type A2 phospholipases (PLA2) and L-aminoacidooxidases present in
snake venoms, which have pharmacological potential. In this work, fractions of
Bothrops alternatus venom were isolated and tested against Escherichia coli and
Staphylococcus aureus, respectively representing gram-negative and gram-positive
organisms. The results obtained rule out the antimicrobial potential against these
organisms in most of the fractions obtained, with the exception of a high molecular
weight fraction on the gram-positive organism S. aureus, which presents a dose-
dependent effect. Additional studies must be carried out to identify, and to obtain full

structural and functional characterization of the fraction with promising effects.

Key words: Bioprospection, antimicrobial, Bothrops.
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1. INTRODUGAO

1.1. A serpente Bothrops alternatus

Bothrops alternatus, conhecido popularmente como urutu, urutu-cruzeiro,
cruzeiro e cruzeira, € uma serpente da familia Viperidae, a mesma da jararaca,
cascavel e surucucu, que ocorre no Sudeste, Centro-Oeste e no Sul do Brasil,
Uruguai, Paraguai e Argentina. Possui aparelho inoculador, como os demais
Viperidae, do tipo solendglifa, isto €, com as presas inoculadoras de veneno protrateis,
canaliculadas, em maxilares muito méveis para a conducao do veneno produzido nas
glandulas. Agil nos botes e muito peconhenta, a urutu chama a atenc&o pelo padréo
que lhe adorna a pele: manchas em forma de ferradura dispdem-se em sequéncia sob
o fundo castanho-escuro do dorso, enquanto a parte inferior de seu corpo é

esbranquicada ou creme.

1.2. Peconha de serpentes

A diversidade de fungdes bioldgicas, bioquimicas e farmacolégicas das
peconhas ofidicas € consequéncia da presenca da adaptacdo e selecao de
componentes durante sua evolugéo bioldgica, gerando uma mistura heterogénea de
substancias de natureza proteica e nao-proteica eficaz para a captura de alimento
conforme as diferentes estratégias de predacéo das serpentes pegonhentas, e toxica
o suficiente para, colateralmente, contribuir para suas estratégias de defesa contra a
predacdo. Essas peconhas sdo produzidas por células e tecidos especializados e
armazenada no lumen de uma glandula, e sua liberagédo é efetuada através de um
aparelho inoculador coevolutivamente desenvolvido a partir da adaptagao do aparato
mordedor composto por musculatura, esqueleto suspensorio e dentigao, e utilizada

por ocasiao de predacgéo ou defesa (KOH et al., 2006).

Quanto a sua composicao, a peconha das serpentes é formada por proteinas,
peptideos, enzimas, cations inorganicos, lipideos, carboidratos, aminoacidos livres e
aminas biogénicas, sendo que as proteinas e peptideos compde até 95% do peso
seco da peconha. Dentre os componentes proteicos, destacam-se os componentes
enzimaticos como proteinases hemorragicas (TAN e PONNUDURAI, 1991; de
ROODT et al., 2003), fosfolipases do tipo A2 (PLA2) (ABREU et al. 2007; FONTES et
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al., 1999; OLIVEIRA et al., 2009; SOARES et al. 2000), L-aminoacido-oxidases
(CISCOTTO, 2009; IZIDORO, 2006; STABELI, 2007; TONISIMAGI, 2006), entre

outras.

1.3. Biotecnologia e utilizagao de venenos em farmacos

A pesquisa biomédica das pec¢onhas de serpentes é fomentada pelo estudo das
propriedades genéticas, bioquimicas e fisico-quimicas, pelo potencial uso e
mecanismos de agao e pela pesquisa de antivenenos, diagnostico do envenenamento
ofidico e métodos terapéuticos (TASOULIS e IBISTER, 2017; WAHEED et al., 2017;
MUNAWAR et al., 2018; FRANGIEH et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2022; TAN et al.,
2022).

As propriedades das moléculas presentes nas pegonhas e venenos animais
fazem com que estes se tornem potenciais candidatos para o desenvolvimento de
novos farmacos para o tratamento de doengas que nao respondem as terapias
disponiveis. Os primeiros estudos que identificaram moléculas com importantes
atividades farmacoldgicas, foram realizados por (ROCHA e SILVA et al., 1949), que
notaram que a bradicinina, um peptideo hipotensor, era produzido quando a pegonha
de Bothrops jararaca era injetada na circulagdo sanguinea de mamiferos. Mais tarde,
descobriu-se que esta injecdo ndo sé gerava bradicinina, mas também aumentava
muito o seu efeito hipotensor através da formacédo de peptideos potenciadores de
bradicinina (FERREIRA; 1965).

Este estudo ndo sé levou a descoberta de moléculas enddgenas essenciais
associadas ao equilibrio da pressao arterial, como também permitiu a identificacdo da
enzima conversora da angiotensina como um alvo para uma droga de tratamento da
hipertensdo humana, desenvolvendo-se entédo, o Captopril, o primeiro inibidor do sitio
ativo da enzima conversora da angiotensina. Recentemente, um novo peptideo
antihipertensivo foi isolado também da peconha de Bothrops jararaca, o qual seria

bastante promissor no tratamento da pré-eclampsia (BENEDETTI et al., 2011).

Atualmente, além dos peptideos potenciadores de bradicinina, pesquisas
demonstram uma grande diversidade funcional e estrutural de componentes das
peconhas ofidicas, com varias aplicagbes biotecnoldgicas tais como analgésicos
(RAJENDRA et al., 2004, CURY & PICOLO; 2006); antinflamatérios (SOARES et al.,

2003); antimicrobianos (ANDREU, 1998; RODRIGUES et al. 2004; GOMES 2005;
2



SANTAMARIA et al. 2005; TONISMAGI et al. 2006; NAIR et al. 2007); antitumorais
(MORA et al. 2005; GEBRIM et al. 2009; CARVALHO et al. 2001).

1.4. Infecgoes bacterianas e antibiéticos

Antibidticos sdo substancias com capacidade de interagir com microorganismos
que causam infecgdes, inibindo ou anulando seu crescimento e apresentam diferentes
propriedades quimicas, fisicas e farmacolégicas. A sintese de diversos
antimicrobianos contribuiu para o tratamento de infecgdes causadas por bactérias
resistentes, entretanto, nos dias atuais, algumas bactérias se tornaram mais
resistentes aos agentes antimicrobianos padrées como resultado de mudangas
cromossomais, ou pela troca de material genético via plasmidios ou transposons
(LIVERMORE, 1995). Essa resisténcia gera consequéncias graves para a saude
publica em todo mundo, por isso o interesse em investigar e produzir novas
substancias com atividade contra esses microorganismos vem aumentando
(GOODMAN & GILMAN™'S, 1996).

As infecgbes causadas por bactérias multirresistentes, na maioria das vezes,
estdo associadas com infecgbes adquiridas no ambiente hospitalar, gerando grande
impacto socioeconémico devido ao prolongamento do periodo de hospitalizagao, ao
aumento da morbidade e mortalidade, aos custos decorrentes do maior numero de
exames subsidiarios, ao uso de medicamentos coadjuvantes e a necessidade de
antibiéticos mais potentes, mais toxicos e mais caros. Tal situagao pode ser agravada
pelo fato de as bactérias multirresistentes expressarem mais de um mecanismo de
resisténcia, o que limita as opgdes terapéuticas e agrava o quadro clinico (TRAVERS
& BARZA; 2002, MARRA et al. 2006, SANTOS et al. 2008).

1.5. Potencial antimicrobiano das peg¢onhas

Varios estudos demonstram o potencial antimicrobiano das pecgonhas de
serpentes neotropicais, sendo que as peconhas de serpentes das familias Elapidae e
Viperidae sdo as mais ativas, especialmente as do género Bothrops (STABELI et al,
2006).

Duas fosfolipases isoladas do veneno de Bothrops asper, agem de forma direta
tanto em bactérias Gram-positivas como Gram-negativas, sendo que um dos

homdlogos de Lys49 é cataliticamente inativo, mostrando que a atividade catalitica é
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independente da atividade bactericida (PARAMO et al. 1998). As fosfolipases A2 lys-
49 de Bothrops brazili (MTX-I e Il) apresentaram atividade antimicrobiana contra
Escherichia coli e Candida albicans (COSTA et al. 2008).

No caso das fosfolipases A2, os resultados obtidos sugerem uma atividade
bioldgica independente da atividade catalitica e indicam ainda que a composi¢ao de
aminoacidos, bem como as cargas positivas e hidrofébicas da regido C-terminal
estejam envolvidas no processo de danificagdo de membranas Ca*? independente.
Todavia os detalhes sobre esses mecanismos ainda nao foram completamente
desvendados (ARAGAO, 2005).



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Identificar, na peconha de Bothrops alternatus, moléculas com possivel atividade

antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

2.2. Objetivos especificos:

° Fracionar a peconha de Bothrops alternatus por meio de cromatografia liquida
de alta eficiéncia.

° Identificar atividade antimicrobiana nas fragdes obtidas pelo fracionamento.

° Avaliar, por eletroforese em gel de poliacrilamida, o grupo ao qual pertence a

molécula com atividade antimicrobiana.



3. PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

3.1. Obtencao das pe¢onhas brutas de Bothrops alternatus

A extragdo da peconha foi realizada em espécimes mantidos em cativeiro no
Nucleo Regional de Ofiologia de Goiania (NUROG), situado no Centro de Estudos e
Pesquisas Biolégicas (CEPB) da Pontificia Universidade Catdlica de Goias (PUC-GO),
através de massagem manual das glandulas. Apdés a coleta, a peconha foi
centrifugada a 12.000 rpm por 15 minutos para a remocao de detritos particulados, o
sobrenadante foi coletado, liofilizado e mantido sob congelamento a -20°C até o

momento do uso.

3.2. Fracionamento por HPLC

A peconha bruta de Bothrops alternatus foi fracionada por meio de cromatografia
liquida de alta eficiéncia em coluna de fase reversa (RP-HPLC) C18 semi-preparativa
(Vydac 218TP1010, 10 x 250 mm) em um cromatografo Shimadzu. A fase médvel de
adsorcao e eluigdo consistiram em solugdo aquosa de TFA 0,1% e acetonitrilo
tamponado com TFA 0,1% (v/v). Para cada cromatografia, 5 mg da peconha bruta foi
ressuspensa em 200 pL de fase mével aquosa e centrifugada a 10.000 rpm por 10
min. A coluna foi previamente equilibrada com 5% do solvente B e a eluicio foi
realizada aplicando-se um gradiente linear de 5 a 70% de solvente B em 65 min., com
fluxo de 1TmL/min em temperatura ambiente e monitoramento simultaneo em 216 e
280 nm. As fragbes cromatograficas eluidas foram coletadas em coletor automatico.
Apos coletadas, as amostras cromatograficas foram secas sob vacuo em Speed-Vac

e armazenadas a -20°C.

3.3. Ensaios para avaliagao da atividade antimicrobiana

3.3.1. Linhagens bacterianas

Na avaliagdo das atividades antibacterianas, a bactéria Gram-negativa
Escherichia coli (ATCC 25922), e a Gram—positiva Staphylococcus aureus (ATCC
29213), foram gentilmente obtidas com a professora Juliana de Oliveira Rosa Lopes
da escola de ciéncias Médicas e da vida da PUC Goias. E mantidas na geladeira em

torno de 1,7° para conservagao, até a utilizagao.



3.3.2. Atividade antimicrobiana

Para ativacao das bactérias, preparou-se 6 tubos com 30mL do meio de cultura
BHI (Brain Heart Infusion) cultivamos as bactérias 3 tubos com Staphylococcus aureus
(ATCC 29213) e 3 tubos com Escherichia coli (ATCC 25922), apés cultivo, foram
mantidas em estufa bacterioldgica por 24 horas a 37°. Foi utilizado a escala de Mac
Faland para obter um ajuste da turvagdo. Seis placas de petri (trés para cada

organismo cultivado) foram preparadas com meio de cultura Mueler-Hilton.

Discos contendo solugdo salina e veneno total em concentragédo de 10mg/ml
foram produzidos como controle negativo e positivo, respectivamente. Para cada
amostra, foram produzidos discos nas concentragdes de 2,5 mg/ml, 5 mg/ml e 10
mg/ml de cada fragao obtida.

Foram mapeados os discos nas placas com solugéo salina (controle), as fragdes
do veneno, o veneno total diluido a 10mg/L e o veneno total na concentragao nativa
(Figura 1). Ap6s o plaqueamento, inoculagédo, mapeamento e aplicagdo dos discos,
incubacao em estufa a 37° por 24 horas.

Figura 1 - Mapeamento das fragGes testadas nas placas de teste.
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A inibicdo do crescimento bacteriano nos ensaios realizados foi determinada
pela leitura do halo formado ao redor de cada disco, evidéncia direta da agao
microbiocida de cada fracdo testada. Para validagao, cada teste foi efetuado em

duplicata.

3.4. Eletroforese em gel de poliacrilamina (SDS-PAGE)

O padréo eletroforético das fragdes obtidas foi avaliada em gel de poliacrilamida
a 12 % em condigdes redutoras, segundo metodologia descrita por Laemmli (1970).
O gel de empilhamento a 3%, continha Tris-HCI 0,5M (pH 6,8) e SDS a 0,1% (m/v),
mantendo a relagdo de bis:acrilamida 0,8:30. O gel foi preparado em sistema de
eletroforese Hoefer SE 260 Mighty Small Il Mini-Vertical (Hoefer Inc, MA, EUA). As
amostras foram dispersas em Tris-HCI 0,06 M pH 6,8, azul de bromofenol 0,01% (m/v),
glicerol 10% (v/v) e B-mercaptoetanol 20% (v/v). O tamp&o do eletrodo contendo Tris
25mM, glicina 192 mM e SDS 0,1% (m/v) (pH 8,3). Apds corrida, os géis foram corados
em uma solugédo de Coomassie Brilliant Blue R-250 0,1% (m/v) e descorados em uma

solucao de acido acético 7%.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O fracionamento do veneno total de Bothrops alternatus pelo protocolo utilizado
no item 3.2 gerou 23 tubos com 2 mL de fracdo (Figura 1), dos quais foram
selecionados oito picos contendo maiores quantidades de proteina para serem
analisados. Desta forma, foram geradas oito amostras para os testes de acéo
antimicrobiana, identificadas como A, B, C, D, E, F, G e H, conforme descrito na
Tabela 1.

Figura 2 — Expressao grafica parcial do fracionamento do veneno total de Bothrops alternatus.
Em vermelho e verde, sdo demontrados os tubos coletados.




Tabela 1: Amostras preparadas a partir do fracionamento do veneno total de Bothrops
alternatus.

Amostra Contetdo

A Tubos 0, 1 e 2*
Tubos 22 e 23
Tubos 26 e 27
Tubos 32 e 33
Tubos 37, 38 e 39
Tubos 43 e 44*
Tubos 46 e 47*
Tubos 54 e 55*

ITGOMMOI0|w

*

Tubos nao ilustrados na Figura 1

Apos os testes antimicrobianos, somente a amostra H e a pegonha bruta
demostraram atividade sobre o gram-positivo Staphylococcus aureus, na
concentragédo de 10mg/ml. Concentragdes de 2,5 mg/ml e 5 mg/ml da mesma amostra
nao apresentaram atividade antimicrobiana sobre este organismo, e nenhuma
amostra, em quaisquer concentragcdes, demonstrou atividade antimicrobiana sobre o

gram-negativo Escherichia coli, como ilustrados nas Figuras 3 e 4.

Figura 3 - O veneno total em concentracéo nativa de Bothrops alternatus demonstra intensa
atividade antimicrobiana sobre Staphylococcus aureus (a), porém atividade desprezivel sobre
Escherichia coli.
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Figura 4 - Placa de teste de atividade antimicrobiana sobre Staphylococcus aureus,
demonstrando halo de inibicdo nos discos XVII e XVIII, duplicatas da amostra H em
concentracao de 10 mg/ml.

A eletroforese em gel de poliacrilamida da amostra H, que apresentou atividade

antimicrobiana, revela que a amostra € composta por um unico componente, de
natureza peptidica, e que corresponde a massa aproximada de uma das substancias
de maior massa presentes no agrupamento de maior concentracdo do veneno de

Bothrops alternatus (Figura 5).
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Figura 5 - Eletroforese em gel de poliacrilamida demonstrando a pureza da fragdo obtida
trilhas com banda unica), em contraste com o veneno total de Bothrops alternatus.
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A diversidade de fungdes bioldgicas, bioquimicas e farmacolégicas presentes
nas peconhas ofidicas € um campo fascinante de estudo que revela a complexidade
e a adaptacgao evolutiva desses organismos. Entre os componentes notaveis estao as
proteinases hemorragicas, fosfolipases do tipo A2 (PLA2) e L-aminoacidooxidases,
todos presentes nas peconhas de serpentes. Esses componentes tém despertado
interesse devido ao seu potencial farmacolégico, sendo alvos de pesquisas que

buscam compreender suas propriedades e aplicacdes terapéuticas

No ambito deste trabalho, a pegonha da serpente Bothrops alternatus foi
analisada, com foco na investigacdo das propriedades antimicrobianas de suas
fragdes. Escolher organismos representativos como Escherichia coli e Staphylococcus
aureus, que pertencem aos grupos de bactérias gram-negativas e gram-positivas,

respectivamente, permite avaliar a amplitude de ag¢ao das fragdes isoladas.

Os resultados obtidos indicam que a maioria das fragbes testadas néao
apresentou potencial antimicrobiano contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus.
Esse achado destaca a complexidade da interagao entre os componentes do veneno
e os diferentes tipos de microorganismos. No entanto, é importante observar que a
fracdo que apresentou atividade antimicrobiana trata-se de uma molécula com alta
massa molecular, uma vez que aparece na regiao do gel correspondente as altas
massas. Com esse resultado podemos sugerir que essa molécula possa pertencer a

classe das L-aminoacidooxidase.

As L-aminoacidooxidases (LAAOs, EC 1.4.3.2) sao flavoenzimas que catalisam
a desaminacgdo oxidativa estereoespecifica de uma ampla gama de L-aminoacidos
para formar a-cetoacidos correspondentes, H202 e amobnia por meio de um
intermediario aminoacido. LAAOs estdo amplamente distribuidos nas familias de
cobras peconhentas das familias Viperidae, Crotalidae e Elapidae. As LAAOs dos
venenos ofidicos sao geralmente glicoproteinas homodiméricas de ligagao a FAD-
(Flavin Adenine Dinucleotideo) ou FMN-(Flavin Mononucleotideo) com uma massa
molecular na faixa de 110-150 kDa. Eles s&o encontrados em altas concentragdes e
sao responsaveis pela cor amarela da pegonha e contribuem para a toxicidade através
do estresse oxidativo decorrente da produgéo de H202 (CISCOTTO et al., 2009).

Alguns estudos descrevem atividade antimicrobiana, leshimanicida,

antiparasitaria para a LAAO. Barbosa et al fizeram uma comparacdo entre as
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atividades leshimanicida das pegonhas de B. moojeni e B. jararacussu (BARBOSA et
al, 2021). LAZO et al (2017) testaram a atividade antimicrobiana da LAAO presente
na peconha de B. pictus, e seus resultados corroboram com os aqui demonstrados,
ou seja, a molécula é ativa sobre o crescimento de S. aureos e inativa sobre o

crescimento de E. coli.

A descoberta desse efeito especifico ressalta a importancia de explorar mais a
fundo as propriedades dessa fragdo promissora. Estudos adicionais sdo necessarios
para identificar e caracterizar estrutural e funcionalmente essa fracdo, a fim de

compreender os mecanismos subjacentes ao seu efeito antimicrobiano.

Além disso, a analise da evolugao desses componentes proteicos pode
fornecer insights sobre como as serpentes desenvolveram essas adaptacdes ao longo
do tempo. Compreender a origem e a fungao evolutiva desses componentes pode néao
apenas enriquecer nosso conhecimento sobre a biologia das serpentes, mas também

abrir portas para aplicagdes terapéuticas inovadoras.

5 CONCLUSOES

A amostra H presente no veneno de Bothrops alternatus possui agao
antimicrobiana sobre a bactéria gram positiva Staphylococcus aureus. A ineficacia
sobre Escherichia coli, portanto, pode estar ligada as caracteristicas estruturais e da

composicao da parede celular bacteriana, o que corrobora com Costa et al. (2018).

Adicionalmente, o fato do efeito ser obtido em uma concentracdo de 10mg/ml
mas nao em concentragdes menores pode ser indicativo de um mecanismo do tipo

dose-dependente.

Ademais, a fracdo com potencial antimicrobiano apresenta-se numa faixa de
peso molecular que corresponde a regidao mais pesada de uma banda muito intensa
do veneno total de Bothrops alternatus, que pode ou nado ser composta de diversas

substancias.

Desta forma, os resultados promissores do presente trabalho indicam que
estudos mais aprofundados s&o necessarios para uma completa caracterizagcao

estrutural e funcional da substancia presente na amostra H, bem como a expansao

14



destes testes sobre outras espécies bacterianas gram-positivas para verificacdo de

seu espectro de acgao.

O resultado do presente estudo aponta para o potencial biotecnolégico dos
componentes das peconhas das serpentes e pode ser importante para o

desenvolvimento de novos e mais efetivos agentes contra as infecgdes bacterianas.
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