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RESUMO

Os venenos de serpentes sdo constituidos por uma mistura complexa de
substancias e como consequéncia podem apresentar distintas funcdes biologicas,
bioguimicas e farmacolédgicas. Devido ao seu elevado grau de especificidade do
alvo, toxinas tém sido cada vez mais utilizadas como instrumentos farmacologicos e
como prototipos para o desenvolvimento de drogas. As infec¢des estdo entre as dez
principais causas de morte no mundo, por iSSO € necessaria a descoberta de novas
alternativas para o tratamento das infeccbes que envolvem os diversos
microrganismos patogénicos. Apesar dos efeitos tOxicos, 0S venenos possuem
grande potencial para producdo de novos medicamentos. Através de metodologias
como disco difusdo e microdiluicdo é possivel identificar se um composto possui ou
ndo atividade antimicrobiana e avaliar a intensidade dessa atividade. Existem varios
relatos de atividade antimicrobiana em venenos de diferentes serpentes. A
descoberta de novas moléculas que possuam alguma atividade biol6gica decorre de
testes com substancias que ainda néo foram utilizadas para este fim e/ou que néo
tenham sido estudadas em sua totalidade, por isso, dentre as varias espécies de
serpentes peconhentas, foram escolhidos como alvo deste trabalho as serpentes
Bothrops leucurus e Crotalus durissus cascavella, pois o0 uso dos venenos
produzidos por elas constituem-se como fontes potenciais para o estudo de
atividades bactericida e antifungico. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
antimicrobiana dos venenos totais dessas serpentes contra 20 cepas bacterianas e 8
espécies fangicas através do teste de disco difusdo, determinar a concentracdo
inibitéria minima (CIM) e comparar a atividade antimicrobiana desses venenos. Os
testes mostraram que o veneno VBL apresentou atividade através da formacao de
halos de inibicdo frente a 19 cepas de bactérias e 0 VCC em 18 cepas. A acao dos
dois venenos foi dose-dependente no teste de disco difusdo para a maioria dos
microrganismos. O veneno VBL em solu¢do aquosa manteve sua atividade ap6s o
congelamento nos teste de microdiluigdo em caldo frente a 10 cepas de bactérias e
o VCC em apenas 6 cepas. Em relacédo aos fungos filamentosos o VBL apresentou
atividade em 4 e o VCC em 2 das espécies testadas. Os valores das CIM's
determinadas para os dois venenos demonstram que o VBL possui maior atividade
na inibicdo de todos os microrganismos do que o VCC. Diante dos resultados
encontrados, acredita-se que € possivel termos mais de uma substancia agindo na
inibicdo do crescimento dos microrganismos. E importante ressaltar que como se
trata de venenos totais, muitas substancias podem estar atuando sobre esses
microrganismos. Bactérias e fungos variam amplamente na composi¢cdo das suas
membranas e paredes, portanto, era esperado que exibissem diferentes
sensibilidades aos venenos, ndo sendo ainda possivel avaliar se uma ou mais
substancias séo responsaveis pelos resultados encontrados.

Palavras-chave: Venenos. Bothrops. Crotalus. Antimicrobiano. Teste de
sensibilidade.
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ABSTRACT

The snake venoms are constituted by a complex combination of substances and as
consequence may present distinct biological, biochemical and pharmacological
functions. Due to their high degree of specificity of the target, toxins have been
increasingly used as pharmacological tools and as prototypes for drug development.
Infections are among the ten leading causes of death worldwide, thus, the discovery
of new alternatives for the treatment of infections involving various pathogenic
microorganisms is required. Despite the toxic effects, the venoms have great
potential to produce new medicines. Through methods such as disk diffusion and
microdilution is possible to identify if a compound has antimicrobial activity or not and
evaluate the intensity of this activity. There are several reports of antimicrobial activity
in venoms of different snakes. The discovery of new molecules that have some
biological activity, occurs from tests with substances that have not been used for this
purpose and / or have not been studied in its entirety, for this, among the various
species of venomous snakes, have been chosen as target this work the snakes
Bothrops leucurus and Crotalus durissus cascavella, because the use of venoms
produced by them constitute themselves as potential sources for the study of
antibacterial and antifungal activities. The aim of this study was to evaluate the
antimicrobial activity of crude venom of these serpents against 20 bacterial strains
and 8 fungal species by disk diffusion test, determine of minimum inhibitory
concentration (MIC) and compare the antimicrobial activity of these poisons. The
tests showed that the VBL venom showed activity through the formation of inhibition
zones against 19 bacterial strains and VCC 18 strains. The action of the two venoms
was dose-dependent in the disk diffusion test for most microorganisms. The VBL
venom in aqueous solution maintained its activity after freezing in the broth
microdilution test against 10 strains of bacteria and VCC in only 6 strains. Regarding
filamentous fungi, the VBL showed activity in 4 and VCC in 2 species tested. MIC
values determined for the two venoms show that VBL has a higher activity in the
inhibition of all the microorganisms than VCC. Considering the results, it is believed
that it is possible to have more than one substance acting in inhibiting the growth of
microorganisms. Note that, as it comes of the crude venoms, many substances may
be acting on these microorganisms. Bacteria and fungi vary widely in composition of
their membranes and cell walls, therefore, was expected that exhibit different
sensitivities to venoms, being not yet possible to evaluate whether one or more
substances are responsible for the found results.

Keywords: Venoms. Bothrops. Crotalus. Antimicrobial. Test sensitivity.
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1 INTRODUCAO

Os produtos naturais sdo as mais bem sucedidas fontes para desenvolvimento de
novas drogas, eles proporcionam maior diversidade estrutural do que a quimica
combinatéria e por isso oferecem grandes oportunidades para encontrar novas

estruturas que atuem contra uma ampla gama de alvos (HARVEY, 2000).

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), pertencentes a familia Viperidae que é de
importancia médica no Brasil (BRASIL, 2010a). Os venenos de serpentes Ssao
constituidos por uma mistura complexa de substancias e como consequéncia podem
apresentar distintas fun¢des bioldgicas, bioquimicas e farmacoldgicas
(BJARNASON; FOX, 1994; KOH; ARMUGAM; JEYASEELAN, 2006; QUEIROZ,
2010; WHC, 2013). Embora estas toxinas possam levar a emergéncias médicas
causadas pela inoculacdo do veneno através da picada, estas mesmas moléculas,
uma vez purificadas e caracterizadas podem ter valor terapéutico (NNTRC, 2013) e
tém sido cada vez mais utilizadas como instrumentos farmacolégicos e como

protétipos para o desenvolvimento de drogas (CALVETE et al, 2009).

Apesar dos efeitos toxicos, 0os venenos possuem grande potencial para producéo de
novos medicamentos, além dos que ja sdo utilizados em tratamentos (ENG et al.,
1992; GALLWITZ, 2006; McGIVERN, 2007; SHIELDS; ACLAN; SZATKOWSKI,
2008; SAJEVIC; LEONARDI; KRIZAJ, 2011) e diagnéstico (BRAUD; BON; WISNER,
2000; JONEBRING et al., 2012; VU, et al., 2013). Existem varios estudos de
atividade antimicrobiana com venenos de serpentes com objetivo de encontrar
novas substancias para o desenvolvimento de drogas. As infeccdes estdo entre as
dez principais causas de morte no mundo (OMS, 2008) e o surgimento de cepas
resistentes torna o risco de infecgbes um problema mundial, por isso € necesséria a
descoberta de novas alternativas para o tratamento das infecgbes que envolvem o0s
diversos microrganismos patogénicos. O estudo de diferentes fontes biolégicas

amplia as possibilidades de se encontrar novos agentes terapéuticos.
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Metodologias como disco difusdo e microdiluicdo séo utilizadas para identificar se
um composto possui ou ndo atividade antimicrobiana e avaliar a intensidade dessa
atividade. A descoberta de novas moléculas que possuam alguma atividade
biologica decorre de testes com substancias de fontes que foram pouco ou nao
foram utilizadas com este objetivo, por isso, dentre as varias espécies de serpentes
peconhentas do Brasil, as serpentes Bothrops leucurus e Crotalus durissus

cascavella foram escolhidas como alvo deste trabalho.

Devido a insuficiéncia de literatura referente a estudos relacionados a avaliacdo da
atividade antimicrobiana dos venenos produzidos pelas duas espécies, justifica-se o
interesse em avaliar a atividade antimicrobiana existente entre no veneno destas

duas espécies de serpentes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Os produtos naturais tém desempenhado um papel essencial nos processos de
descoberta e desenvolvimento de drogas (GALLO et al., 2008). Estas descobertas,
juntamente com a elucidacdo de mecanismos bioldgicos e bioquimicos de acgéo
terapéutica, tém sido fundamentais no trabalho de desenvolvimento de novos
farmacos. No entanto, um aspecto decisivo a ser considerado para ser bem-
sucedido na busca por novos produtos naturais Uteis, € a selecdo da fonte dos
compostos bioativos a serem estudados. E importante levar em conta que fontes
inexploradas de diversidade biolégica estdo frequentemente relacionadas com
diversidade quimica nova (CLARDY; WALSH, 2004).

O Brasil possui uma enorme biodiversidade de espécies de fauna e flora, e conta
com uma rica fauna de serpentes com mais de 380 espécies catalogadas, reunidas
em 9 familias (BERNILS; COSTA, 2012). As serpentes das familias Viperidae e
Elapidae tém grande importancia no contexto dos acidentes ofidicos no Brasil
(ALVES, 2007; COSTA, 2012; MOURA; MOURAO, 2012), por serem responsaveis
pelos principais acidentes com risco de Obito. Os venenos ofidicos podem
apresentar diversas atividades fisiopatologicas, cujos efeitos sdo observados em
nivel local (regido da picada) e sistémico, e podem ser: inflamatéria aguda,

coagulante, hemorragica, neurotoxica e miotoxica (BRASIL, 2001; BRASIL, 2010a).

Apesar dos efeitos toxicos, os venenos em geral constituem uma rica fonte de
moléculas bioativas com importantes propriedades farmacoldgicas e que possuem
grande potencial para producdo de novos medicamentos (KOH; ARMUGAM;
JEYASEELAN, 2006). Alguns produtos para diagnéstico e medicamentos ja foram
desenvolvidos a partir de estudos com toxinas/secrecdes de origem animal e sao

utilizadas no tratamento de algumas doencgas.

O Byetta® (Exenatide) & um exemplo de medicamento para o tratamento de Diabetes
Mellitus tipo 2, que foi isolada a partir da saliva do lagarto Heloderma suspectum, o
Monstro de Gila (ENG et al., 1992; GALLWITZ, 2006), também existem estudos com
esta mesma substancia e sua possivel atividade neuroprotetora (AVILES-OLMOS et

al., 2013). Outro exemplo € o Prialt® (Ziconotide), um analgésico ndo opiaceo
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utilizado no tratamento da dor cronica em adultos, que foi desenvolvido a partir do
veneno do molusco marinho Conus magnus. Ele é o analogo sintético de um
conopeptideo (w-conotoxina MVIIA) que ocorre naturalmente neste animal
(McGIVERN, 2007; SHIELDS; ACLAN; SZATKOWSKI, 2008).

Varias pesquisas com venenos de serpentes tém demonstrado a grande diversidade
funcional e estrutural de componentes capazes de fornecer informacdes biologicas
para algumas aplicacGes biotecnolbgicas, como por exemplo: analgésicos (YINGXIA
et al., 2012); antimicrobiano (SANTAMARIA et al., 2005; SAMY et al., 2008; LEE et
al., 2011) anti-hipertensivo (LAMEU et al., 2010); antiviral (MULLER et al., 2012);
antiparasitaria (DEOLINDO et al., 2010; PAIVA et al., 2011) e antitumoral (BREGGE-
SILVA et al., 2012).

Existem drogas que foram aprovadas e estdo em uso para o tratamento de algumas
doencas, que foram desenvolvidas a partir de estudos com toxinas de serpentes. O
tratamento de varias doencas tromboembdlicas utiliza proteinas do veneno de
serpente e seus derivados para tratar diferentes distarbios hemostaticos, visando
coagulacao, fibrindlise ou funcdes plaquetarias. Exemplos disso sdo o Aggrastat®
(Tirofiban) e o Integrilin® (Eptifibatide) farmacos anti-plaquetarios derivados de Echis
carinatus e Sisturus miliarus barbouri respectivamente, ambas as drogas séao
aprovadas para prevencao e tratamento de complicacdes tromboticas em pacientes
submetidos a intervencdo corondria percutanea (por exemplo, angioplastia, implante
de stent) e em pacientes com sindrome coronariana aguda (SAJEVIC; LEONARDI;
KRIZAJ, 2011).

A Batroxobina é uma serinoproteinase isolada do veneno da Bothrops moojeni, é 0
ingrediente ativo da Defibrase®, utilizada clinicamente para o tratamento de diversas
doencas tromboticas, incluindo trombose de veias profundas, enfarte do miocérdio,
embolia pulmonar, acidente vascular cerebral isquémico agudo, angina pectoris
inespecifica e surdez repentina (YOU et al., 2004; SAJEVIC; LEONARDI; KRIZAJ,
2011; PENTAPHARMA, 2013). Além disso, a Batroxobina tem sido utilizada com
frequéncia nos laboratorios clinicos para determinar se os tempos de coagulacdo
prolongados da trombina sdo o resultado da contaminagdo de heparina ou de

moléculas de fibrinogénio anormais (VU, et al., 2013).
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A Haemocoagulase® é uma mistura de duas enzimas com atividade semelhantes a
tromboplastina e trombina, isoladas a partir de Bothrops atrox, indicada para a
prevencao e tratamento de hemorragias de uma variedade de origens, em diferentes
areas da medicina (KOH; ARMUGAM; JEYASEELAN, 2006; PENTAPHARMA,
2013).

Proteinas do veneno de serpentes também séo utilizadas em diagndstico da funcéo
e disfuncdo dos elementos do sistema hemostéatico. A Ecarina, uma metaloprotease
isolada do veneno da serpente Echis carinatus, € um ativador da protrombina
(KORNALIK; BLOMBACK, 1975; PENTAPHARMA, 2013), utilizado em reagentes de
diagnéstico para medir os niveis de protrombina no plasma ou tampédo e para a
determinacdo quantitativa de inibidores diretos da trombina (BRAUD; BON;
WISNER, 2000; JONEBRING et al., 2012). Juntamente com o Textarin® (ativador de
protrombina), isolado de Pseudonaja textilis, € um teste altamente sensivel e
especifico para anticoagulantes lUpicos (imunoglobulinas) (TRIPLETT et al, 1993;
MARSH, 2001).

O Botrocetin® é uma proteina semelhante a lectina tipo-C, isolada do veneno de
Bothrops jararaca, com atividade de agregante plaquetario (USAMI et al., 1993),
utilizada em ensaios de concentracdo do fator de von Willebrand e no diagndstico da
doenca de von Willebrand e sindrome de Bernard-Soulier (BRAUD; BON; WISNER,
2000; SAJEVIC; LEONARDI; KRIZAJ, 2011). A Convulxin é uma lectina tipo-C
heterodimérica isolada do veneno de Crotalus durissus terrificus, com funcdo de
ativador de plaquetas e é utilizado em estudos sobre receptores plaquetarios
(PENTAPHARMA, 2013).

Uma importante contribuicdo brasileira do uso de toxinas no desenvolvimento de
medicamentos foi o Captopril® (farmaco anti-hipertensivo sintético largamente
utilizado no controle da hipertensdo e da insuficiéncia cardiaca), desenvolvido ap6s
a descoberta da bradicinina em 1949 por Mauricio Rocha e Silva e colaboradores;
dos fatores de potenciacdo da bradicinina (BPFs) em 1965 por Sérgio Henrique
Ferreira e de pesquisas posteriores sobre a acdo de um peptideo potencializador da
bradicinina, o BBP9a, isolado do veneno da Bothrops jararaca com efeito

hipotensor, que demonstrou utilidade clinica no controle da hipertensdo humana
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(FERREIRA, 1998; LIMA et al., 2010). Os atributos farmacoldgicos e moleculares
das toxinas de serpentes ndo sO levou a descoberta de moléculas enddgenas
essenciais associadas ao equilibrio da pressao arterial, como também permitiram a
identificacdo da enzima conversora da angiotensina (ECA), como o alvo para uma

droga de tratamento da hipertensdo humana (QUEIROZ, 2010).

2.1 VENENOS

Os venenos séo inovacdes evolucionarias chave entre linhagens filogeneticamente
diferentes e sdo utilizados ndo somente como um meio de defesa e predacdo, mas
também como um meio de afirmar o dominio sobre membros da mesma espécie
(WONG; BELOV, 2012). Além dos clados clinicamente importantes (cobras,
escorpides e aranhas) extensivamente estudados, animais pegonhentos incluem
anémonas, aguas-vivas, moluscos marinhos, cefalopodes, centopéias, varias ordens
de insetos, equinodermos, peixes, lagartos, e até mesmo alguns mamiferos
(ornitorrinco e musaranhos). Os modos de inoculacao/dispersdo do veneno sao
também diversos e compreendem farpas, bicos, presas ou dentes modificados,
arpdes, nematocistos, probdscides, espinhos, espordes e ferrdes. Os alvos de acéo
do veneno incluem os efeitos locais e praticamente todas as principais vias

fisiol6gicas e tipos de tecidos acessiveis pela corrente sanguinea (FRY et al., 2009).

Os venenos de serpentes representam um traco adaptativo e um exemplo de
evolugcdo convergente (CALVETE et al, 2009), sédo produzidos em glandulas
especializadas capazes de sintetizar e secretar grandes quantidades de substancias
biologicamente ativas, compostas principalmente de proteinas e polipeptideos
(GOMES, 2006; QUEIROZ, 2010). Os venenos representam um aperfeicoamento
fundamental na sua evolucdo, pois permitiu uma transicdo de um meio mecanico
(constricdo) para um produto quimico (veneno) como forma de conter e digerir
presas maiores do que eles, e por isso as proteinas do veneno tém mudltiplas
funcdes, que incluem imobilizacdo, paralisacdo, morte e digestdo das presas
(CALVETE et al., 2009).

Os venenos de serpentes sdo constituidos por uma mistura complexa de

substancias organicas - carboidratos, lipidios, aminas biogénicas, aminoacidos e
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nucleotideos e inorganicas - ions de célcio, cobre, ferro, potassio, magnésio,
manganés, zinco, entre outros (BJARNASON; FOX, 1994), com efeitos téxicos que
podem atuar de forma isolada ou sinérgica, potencializando ainda mais os danos
teciduais locais ou sistémicos (IZIDORO, 2007). Como consequéncia desta mistura
heterogénea, o0s venenos podem apresentar distintas funcbes bioldgicas,
bioguimicas e farmacoldgicas (QUEIROZ, 2010; WHC, 2013).

Todos 0os Squamatos peconhentos (serpentes e lagartos venenosos) compartilham
um ancestral venenoso comum. A dieta desempenhou um papel central na radiagao
adaptativa das serpentes, e 0 veneno uma adaptacao importante na diversificagao
destes animais (CALVETE et al.,, 2009). Muitas das toxinas de serpentes tém
evoluido para alvos altamente especificos, tais como as juncdes neuromusculares
ou componentes do sistema hemostatico, cuja funcdo primaria esta relacionada a
imobilizagéo (captura de alimento), morte e digestao das presas e, secundariamente,
defesa contra predadores ou agressores (CISCOTTO, 2005; GOMES, 2006;
QUEIROZ, 2010; WHC, 2013). As toxinas presentes no veneno perturbam a
atividade de enzimas criticas, receptores ou canais de ions, desequilibrando assim o
sistema nervoso central e periférico, cardiovascular e 0s sistemas neuromusculares,

a coagulacao sanguinea e homeostase (CALVETE et al., 2009).

Embora estas toxinas possam levar a emergéncias médicas causadas pela
inoculagdo do veneno através da picada, estas mesmas moléculas, uma vez
purificadas e caracterizadas podem ter valor terapéutico (NNTRC, 2013). Os
variados motivos de interesse pelo estudo das caracteristicas quimicas e funcionais
de toxinas ofidicas ndo esta relacionado somente a sua importancia no
envenenamento, mas também pela sua possivel utilizacgdo como valiosos
instrumentos de pesquisa em outras areas do conhecimento (TICLI, 2006; IZIDORO,
2007). Devido ao seu elevado grau de especificidade do alvo, toxinas tém sido cada
vez mais utilizadas como instrumentos farmacolégicos e como protétipos para o

desenvolvimento de drogas (CALVETE et al., 2009).
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2.2 SERPENTES

As serpentes pertencem a classe Reptilia, ordem Squamata e subordem Serpentes
(REPTARIUM, 2013). Existem no mundo mais de 3000 espécies de serpentes
(CASTRO, 2011; SAJEVIC; LEONARDI; KRIZAJ, 2011; REPTILE DATABASE,
2013) e no Brasil mais de 380 de espécies (BERNILS; COSTA, 2012; REPTILE
DATABASE, 2013). As familias Viperidae (composta pelos géneros Bothrops,
Crotalus e Lachesis) e Elapidae (género Micrurus), sdo as de importancia médica no

Brasil (BRASIL, 2010a), pois causam o0 maior numero de acidentes.

2.2.1 O Género Bothrops

No Brasil existem 29 espécies de serpentes que pertencem ao género Bothrops
(BERNILS; COSTA, 2012), que s&o conhecidas popularmente por: jararaca,
ouricana, jararacucu, urutu-cruzeira, jararaca-do-rabo-branco, malha-de-sapo,
patrona, surucucurana, combodia, caicara, e outras denominac¢des (BRASIL, 2001).
Este género é o0 mais importante do ponto de vista médico, uma vez que é
responsavel por mais de 70% dos acidentes ofidicos notificados anualmente no
Brasil (BRASIL, 2010a). Os venenos dessas serpentes apresentam acao
proteolitica, coagulante e hemorragica responsaveis pelos principais efeitos locais e
sistémicos observados no envenenamento (BRASIL, 2001). Existem diversos
estudos que demonstram que o0s venenos de espécies do género Bothrops, também
apresentam efeito citotoxico sobre parasitas (DEOLINDO et al., 2010; PAIVA et al.,
2011); tumores de diferentes origens (RODRIGUES et al., 2009); até com atividade
anti-HIV (STABELI et al., 2007).

A serpente Bothrops leucurus € uma espécie terricola de médio porte, conhecida na
Bahia por jararaca-de-rabo-branco (filhote) (Figura 1 A) e quando adulta (Figura 1 B)
por malha-de-sapo, cabeca-de-capanga, jaracucu-de-quatro-ventas (WHC, 2013).
Seu veneno é composto de 89,9% de proteina, alto contetudo de Zn, Ca, Cl, Cr, Na e
Se, quantidades médias de K, Sb e Br, é a principal espécie causadora de acidentes
na Regido Metropolitana de Salvador (LIRA-DA-SILVA, 2001).
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Figura 1 A - Bothrops leucurus filhote
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Fonte: Franca (2012)

Figura 1 B - Bothrops leucurus adulta
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Fonte: Franca (2012)

2.2.2 O Género Crotalus

As serpentes do género Crotalus, no Brasil, sdo representados por 6 sub-espécies
(BERNILS; COSTA, 2012), conhecidas popularmente por cascavel, cascavel-quatro-
ventas, boicininga, maracambdia, maraca e outras denominac¢fes (BRASIL, 2001).
Este género é responsavel por quase 8% dos acidentes ofidicos notificados
anualmente no Brasil (BRASIL, 2010a) e o principal causador de ébitos entre os

acidentes ofidicos. Os venenos dessas serpentes apresentam acao neurotoxica,
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miotoxica, nefrotdxica e coagulante. Pesquisas demonstram que 0s venenos de
espécies do género Crotalus, apresentam atividade analgésica (MANCIN et al.,
1998; KONNO et al.,, 2008) antiviral (MULLER et al., 2012) e antiparasitaria
(TOYAMA et al., 2006).

A serpente Crotalus durissus cascavella (Figura 2) € encontrada nas areas de
caatinga da regiao Nordeste (RATELSLANGEN, 2013). Os venenos crotalicos sao
constituidos de varias substancias: toxinas (crotoxina, crotamina, giroxina,
convulxina), enzimas (5-nucleotidase, fosfodiesterase, trombina-like, L-amino-
oxidase, e DNA hidrolase) e peptideos (RANGEL-SANTOS et al., 2004).

Figura 2 - Crotalus durissus cascavella

Fonte: Schaefer (http://www.biologados.com.br)

2.3 MICRORGANISMOS DE INTERESSE NA SAUDE

O estudo de microrganismos € importante nas diversas areas do conhecimento, e
apresenta grande relevancia nas areas da saude tanto humana quanto animal e
ambiental, no que diz respeito a busca por novas formas de sanar os problemas
provocados por eles. Dois grupos tém ganhado atencéo especial, as bactérias e os

fungos, devido a sua capacidade de causar doencgas.

Bactérias sdo microrganismos procariéticos, unicelulares que contém tanto DNA
como RNA. Nao apresentam nucleo diferenciado e o nucledide consiste de uma
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Gnica molécula circular de DNA organizado frouxamente, desprovido de uma
membrana nuclear e de aparato mitético. Elas se reproduzem por divisédo binaria e a
maioria apresenta uma parede celular rigida contendo peptidoglicano (KONEMAN,
2008; LEVISON, 2010).

As bactérias podem ser classificadas de acordo com suas caracteristicas
morfotintoriais em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Figura 3). Nas
bactérias Gram-positivas, a parede da célula compreende multiplas camadas de
peptidoglicano (que impedem a passagem de compostos hidrofébicos, devido a
presenca de agUcares e aminoacidos) intercalada com &cido teic6ico e &cido
lipoteicdico. A parede celular nas bactérias nas Gram-negativas, por sua vez é
guimicamente mais complexa, com membrana externa composta principalmente por
lipopolissacarideos (LPS) que reveste uma fina camada de peptideoglicano. A
membrana externa é permeavel a moléculas hidrofilicas menores do que
aproximadamente 600 Da, devido a presenca de proteinas denominadas porinas
(EPAND; EPAND, 2009). A porcdo de LPS € responsavel pela elevada
toxigenicidade, bem como, antigenicidade desses microrganismos (MOLINARO,
CAPUTO; AMENDOEIRA, 2009; YOUNT; YEAMAN, 2013).

Figura 3 - Estrutura e componentes da parede celular de bactérias Gram-positivas e

negativas.

Gram negativo Gram positivo

\vii 1 ;) |Porina

plasmatica

A parede celular de bactérias Gram-negativas, contém membrana externa composta principalmente
por LPS com presenca de porinas, uma fina camada de peptideoglicano e a membrana plasmética. A
parede celular de bactérias Gram-positivas é composta por multiplas camadas de peptidoglicano
intercalada com acido teicoico e acido lipoteicéico. Fonte: Rivas (2006).
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Os fungos sdo microrganismos eucarioticos, aclorofilados, nucleados, produtores de
esporos, heterotréficos por absor¢do, com capacidade de reproducgdo tanto sexuada
como assexuada, cujas estruturas somaticas filamentosas e ramificadas sao
envolvidas por paredes celulares contendo celulose, quitina, ou ambas
(ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996; YOUNT; YEAMAN, 2013). As células
fungicas e humanas apresentam semelhancas e compartilham algumas vias do
metabolismo intermediario, mas, diferente da membrana plasmatica de células
animais que apresentam colesterol, nos fungos o ergosterol € o principal
componente da membrana celular (TADA; LATGE; AIMANIANDA, 2013). O
ergosterol € como um bio-regulador da fluidez da membrana, assimetria e

integridade e ndo € encontrado nas células bacterianas (KATHIRAVAN et al., 2012).

Estes organismos sao encontrados praticamente em qualquer ambiente, inclusive no
ar. Podem ser (teis na decomposi¢cdo de residuos, mas também podem agredir
seres Vvivos, parasitando-os e, eventualmente, podem causar morte. Muitas doencas
humanas, de animais e plantas sdo causadas por fungos (MOLINARO; CAPUTO,;
AMENDOEIRA, 2009).

Figura 4 - Estrutura e componentes da parede celular fingica

Glicosil Fosfatidil Inositol

(GPI)-proteina ancora
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B (1,3) glicana

A parede celular fingica é composta por quitina, (1-3)B-glicana, (1,6)pB-glicana, lipidos, péptidos,
embebidas numa matriz de proteina. Fonte: Adaptado de Selitrennikoff (2001).
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2.4 RESISTENCIA

As infeccdes estdo entre as dez principais causas de morte no mundo, segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2008). A emergéncia de cepas resistentes
torna o risco de infeccdes um problema mundial. As infeccbes causadas por
microrganismos resistentes, muitas vezes nao respondem ao tratamento
convencional, resultando em doenca prolongada, maior risco de morte e custos mais
elevados (OMS, 2013). Assim, é necessaria a descoberta de novas alternativas para

o tratamento das infecgdes que envolvem os diversos microrganismos patogénicos.

A resisténcia pode surgir a partir tanto da evolucdo natural/pressdo seletiva, bem
como através de praticas pobres de controle e prevencdo de infeccdo, uso
indevido/inadequado de medicamentos antimicrobianos, incluindo na criacdo de
animais, e diagndstico, prevencdo e terapéutica insuficiente (NATHAN, 2004;
KURODA; CAPUTO, 2013; OMS, 2013). Independente da origem da resisténcia, 0
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos mais potentes serdo sempre

necessarios para combater os microrganismos resistentes (LIMA et al., 2005).

Esforgos significativos tém sido dados na busca por compostos de origem natural,
semissintética ou sintética que apresentem uma elevada eficacia, que sejam
capazes de inibir, em concentracfes baixas, processos vitais de uma ou mais
espécies de microrganismos resistentes e que sejam menos susceptiveis ao
desenvolvimento de resisténcia nos microrganismos alvo (SILVEIRA et al., 2006;
KURODA; CAPUTO, 2013).

A resisténcia antimicrobiana (RAM) € a resisténcia de um microrganismo a um
medicamento para a qual era originalmente sensivel. Os microrganismos resistentes
sdo capazes de resistir a acdo dos medicamentos antimicrobianos (antibioticos,
antifingicos, antivirais e antimalaricos), de modo que o0s tratamentos normais
tornam-se ineficazes e as infec¢cbes persistem, aumentando o risco de contaminacéo
de outras pessoas (OMS, 2013). Os mecanismos de resisténcia incluem a producao
de enzimas de inativacdo de drogas (inativacdo do antibiotico diretamente na
molécula bioativa por altera¢cées quimicas), alteracao de sitios alvos (leva a perda de

sensibilidade ao antibiético) e alteracdo na absorcéo ou efluxo de drogas (promovem
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a reducdo da concentracdo do antibidtico sem sua modificacdo quimica)
(GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010; CLSI, 2012). Os microrganismos
resistentes foram detectados pela primeira vez em ambientes hospitalares a partir de
infeccbes nosocomiais, mas desde entdo se espalharam e agora sao rotineiramente
agentes de infecgcbes comunitarias. Microrganismos resistentes isolados
clinicamente incluem bactérias, virus, fungos e parasitas (KURODA; CAPUTO,
2013).

A resisténcia aos antimicrobianos € uma ameaca crescente devido ndo apenas a
perda inerente de eficacia dos antibidticos prescritos clinicamente, mas também
devido ao ritmo lento de desenvolvimento de novos antibiticos para substituir
agueles que se tornaram ineficazes (NATHAN, 2004; FERNANDES, 2006;
KURODA; CAPUTO, 2013). Em certos aspectos, o proprio sucesso dos antibiéticos
ao longo dos anos tem sido o seu fracasso. O uso de antibidticos generalizado
fornece a pressao seletiva para que genes de resisténcia induzam a resisténcia aos
medicamentos, 0 que pode se espalhar por toda a comunidade. Isto € um problema
Unico aos antibiéticos porque as outras classes de drogas, tais como as destinadas
a doencas cardiovasculares e neurolégicas, permanecem eficazes durante a vida de

um doente, a doenga alvo nunca se torna resistente (FERNANDES, 2006).

Os antibidticos mais utilizados clinicamente tém como mecanismo de acao a inibicdo
de uma ou mais rotas metabdlicas, que ja sdo conhecidas ha décadas: sintese do
peptidoglicano (parede celular), sintese de proteina ribossémica, sintese de acido
folico e sintese de acidos nucléicos. As futuras geragcbes de modelos de
farmaco/medicamentos existentes tendem a explorar esses alvos classicos. No
entanto, uma estratégia complementar e talvez, mais promissora € o de desenvolver
novos modelos para esses alvos, evitando-se assim uma resisténcia cruzada com
drogas existentes (FISCHBACH; WALSH, 2009). O estudo de diferentes fontes
bioldgicas s6 amplia as possibilidades de se encontrar ndo apenas novos agentes
para alvos terapéuticos ja conhecidos, mas também testa-los frente a
microrganismos diversos, neste sentido o uso de venenos € uma alternativa

totalmente coerente de aplicacdo na pesquisa por novos antimicrobianos.
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2.5 TESTES DE SENSIBILIDADE

Testes de sensibilidade (ou susceptibilidade) séo indicados para qualquer organismo
que contribui para um processo infeccioso. A técnica de disco difusdo € um exemplo
deste teste, um ensaio qualitativo, no qual discos de papel de filtro s&o impregnados
com o agente a ser testado que sé@o colocados sobre a superficie de uma placa de
agar, previamente inoculada com o microrganismo, seguido de incubacdo durante
18-24h. As zonas de inibicdo de crescimento a volta de cada disco (halos) séo
medidas e interpretadas como suscetivel, intermediario ou resistente (CLSI, 2009 e
2012), com base em critérios pré-estabelecidos por 06rgdos internacionais de

padronizacao, a exemplo do The Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI.

Outro tipo de teste de sensibilidade é o teste de microdiluicAo, um ensaio
quantitativo no qual é possivel estabelecer a Concentracéo Inibitéria Minima (CIM).
A CIM de um agente antimicrobiano é a menor concentracdo deste agente
necessaria para inibir o crescimento de um microrganismo. Os testes para
determinacao da CIM sao realizados em placas de cultura (96 pocos) e em meios de
cultura seletivos para o crescimento dos micro-organismos testados. O teste de
microdiluicdo em caldo estd baseado nos protocolos M07-A9 do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012), M27-A2 e M38-A do The National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2002). As CIM’s sao
consideradas 'padrdo ouro' para determinar a susceptibilidade dos organismos aos
antimicrobianos. Nos laboratérios de diagndstico, as CIM’'s sdo também usadas
como uma ferramenta de pesquisa para determinar a atividade in vitro de novos
antimicrobianos (ANDREWS, 2001). A partir da determinagédo da CIM pode-se
estabelecer também a concentragdo bactericida/fungicida minima (CBM/CFM)
atraveés da subcultura do po¢o com inibicdo em uma placa de agar ou meio liquido. A
auséncia de crescimento do microrganismo no meio de cultura demonstra sua acao
antimicrobicida (RIOS, RECIO E VILLAR, 1988).

Os testes de sensibilidade sdo mais frequentemente indicados quando o organismo
causador pertence a uma espécie capaz de exibir resisténcia aos agentes
antimicrobianos comumente utilizados. E também indicado para qualquer organismo

gue possa contribuir para um processo infeccioso garantindo a quimioterapia se a



26

sua susceptibilidade antimicrobiana ndo pode ser prevista com seguranca a partir do
conhecimento da identidade do organismo. Estes testes também s&do importantes
em estudos de epidemiologia da resisténcia e, em estudos de novos agentes
antimicrobianos (CLSI, 2012). Através de metodologias como disco difusdo e

microdiluicdo é possivel identificar se um composto possui ou ndo atividade

antimicrobiana e avaliar a intensidade dessa atividade.

2.6 ANTIMICROBIANOS E VENENOS

A descoberta de agentes antimicrobianos foi uma das grandes contribuicdes da
medicina no século XX, que comecou com Fleming através da penicilina, um
antibiotico potente, ativo principalmente contra bactérias gram-positivas, isolado do
fungo Penicillium notatum em 1928 (SOHRAB, 2005). Os antimicrobianos sé&o
substéancias utilizadas com o objetivo de matar ou inibir o crescimento de populacdes
de microrganismos, podem ser de origem natural, sintética e semi-sintética. Estes
agentes correspondem a uma classe de farmacos utilizada com frequéncia em
hospitais e na comunidade (COSTA, 2012; ANVISA, 2013).

Para que o antimicrobiano exerca sua atividade, primeiramente devera atingir
concentracdo ideal no local da infec¢do, ser capaz de atravessar, de forma passiva
ou ativa, a parede celular, apresentar afinidade pelo sitio de ligacdo no interior do
microrganismo e permanecer tempo suficiente para exercer seu efeito inibitério. A
sensibilidade dos microrganismos é determinada in vitro pela CIM de cada
microrganismo para cada antimicrobiano (ANVISA, 2013). E importante lembrar que
as diferengcas existentes entre a parede celular das bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, podem influenciar significativamente os mecanismos de acao dos
agentes bacterianos (ARAGAO, 2005) e que as semelhancas entre as células
fungicas e humanas dificultam a obtengédo de agentes com a seletividade requerida

para que se possa obter uma molécula antifingica segura (PAIVA, 2013).

Existem varios relatos de atividade antimicrobiana em venenos de diferentes
serpentes (BLAYLOCK, 2000; SAMY et al., 2008; CHEN et al., 2011; SHEBL et al.,
2012), inclusive de serpentes do género Bothrops e Crotalus eficazes contra varias

cepas de microrganismos como mostram os Quadros 1 e 2.
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Quadro 1 - Estudos de atividade bactericida utilizando venenos e/ou fracbes dos géneros

Bothrops e Crotalus
CEPAS BACTERIANAS

Acinetobacter baumannii

‘ Bothrops sp.

Crotalus sp. ‘
VARGAS, 2013

Actinobacillus actinomycetemcomitans

CISCOTTO, 2009

Bacillus cereus

COSTA, 2012

Bacillus subtilis

NUNES, 2011; COSTA, 2012

Bacterdides fragilis

CISCOTTO, 2009

Burkholderia pseudomallei

SAMY, 2006

Clavibacter michiganensis michiganensis

OLIVEIRA, 2003

Citrobacter freundii COSTA, 2012
Eikenella corrodes CISCOTTO, 2009
Enterobacter sakazakii COSTA, 2012

Enterococcus faecalis

CISCOTTO, 2009; NUNES, 2011

Escherichia coli

RODRIGUES, 2004, 2009; STABELI,
2004, 2007; 1IZIDORO, 2006; NUNES,
2011; PAIVA, 2011; COSTA, 2012

VARGAS, 2013; YAMANE,
2013

Eubacterium lentum

CISCOTTO, 2009

Klebsiella pneumoniae

QUEIROZ, 2010; NUNES, 2011

Listeria monocytogenes

CISCOTTO, 2009; COSTA, 2012

Micrococcus luteus

YAMANE, 2013

Moraxella catarrhalis

COSTA, 2012

Peptostreptococcus anaerobius

CISCOTTO, 2009

Porphyromonas gingivalis

CISCOTTO, 2009

Prevotella intermédia

CISCOTTO, 2009

Propionibacterium acnes

CISCOTTO, 2009

Proteus vulgaris

COSTA, 2012

Pseudomonas aeruginosa

STABELLI, 2007; CISCOTTO, 2009;
IZIDORO, 2006; TORRES, 2009, 2010 a,
2010b

YAMANE, 2013

Salmonella typhimurium

STABELI, 2007; CISCOTTO, 2009;
COSTA, 2012

Salmonella choleraesuis

TORRES, 2009, 2010a, 2010b

Shigella flexneri

COSTA, 2012

Staphylococcus aureus

RODRIGUES, 2004, 2009; STABELI,
2004, 2007; CISCOTTO, 2009; NUNES,
2011; PAIVA, 2011; COSTA, 2012

VARGAS, 2013; YAMANE,
2013

Staphylococcus epidermidis

CISCOTTO, 2009

Streptococcus mutans

CISCOTTO, 2009

TOYAMA, 2006

Xanthomonas axonopodis. pv. passiflorae

BARBOSA, 2005

OLIVEIRA, 2003; TOYAMA,
2006; DIZ-FILHO, 2009
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Quadro 2 - Estudos de atividade antifungica utilizando venenos e/ou frac6es dos géneros

Bothrops e Crotalus
ESPECIES FUNGICAS

Aspergillus fumigatus

Bothrops sp.

Crotalus sp.
YAMANE, 2013

Aspergilus terreus

MAGALDI, 2002

Candida albicans

GOMES, 2005; NEVES, 2008;
TORRES, 2009, 2010 a, 2010b

NEVES, 2008; YAMANE, 2013

Candida dubliniensis

MAGALDI, 2002

Candida glabrata

MAGALDI, 2002; YAMANE, 2013

Candida guilliermondii

YAMANE, 2013

Candida krusei

MAGALDI, 2002; YAMANE, 2013

Candida parapslosis

MAGALDI, 2002; YAMANE, 2013

Candida tropicalis

MAGALDI, 2002; YAMANE, 2013

Colletotrichum lindemuthianum GOMES, 2005

Cryptococcus neoformans MAGALDI, 2002; YAMANE, 2013
Fusarium oxysporum GOMES, 2005

Fusarium spp. MAGALDI, 2002

Mucor indicus MAGALDI, 2002

Rhinocladiella aquaspersa MAGALDI, 2002
Saccharomyces cerevisiae GOMES, 2005

MAGALDI, 2002
YAMANE, 2013
YAMANE, 2013

Sporothrix schenckii

Trichophyton rubrum

Trichosporon spp.

O potencial biotecnoldgico de venenos e toxinas, aliados a necessidade de novas
alternativas terapéuticas para o tratamento de processos infecciosos, encontra um
importante cenario no contexto atual, pois um grande desafio dos sistemas de saude
€ tratar quadros infecciosos, sobretudo devido a resisténcia adquirida pelos
microrganismos aos agentes comumente utilizados na clinica. Assim a descoberta
do potencial antimicrobiano ndo apenas do veneno de serpentes, mas também do
veneno de outros animais se fazem cada vez mais necessarias, para superar este

problema.
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2.7 POTENCIAL BIOTECNOLOGICO E NOVOS ESTUDOS

Tem sido evidenciado que os venenos de serpentes sdo excelentes fontes de novos
produtos naturais bioativos. A descoberta de novas moléculas que possuam alguma
atividade biol6gica decorre de testes com substancias que ainda ndo foram
utilizadas para este fim e/ou que ndo tenham sido estudadas em sua totalidade. No
manuscrito de Newman e Cragg publicado em 2012 sobre o papel dos produtos
naturais como fonte no processo de descoberta e desenvolvimento de
medicamentos, 0s autores mostram, através da analise de dados entre 1981 e 2010,
que mais de 65% dos antibacterianos e mais 13% dos antifungicos clinicamente
utilizados sdo produtos naturais ou os seus derivados semissintéticos. Varios
estudos tém mostrado a importancia dos componentes do veneno como ferramentas
para o estudo de sistemas biolégicos e também para servir como modelos para
desenho de drogas e desenvolvimento de produtos terapéuticos. Por isso, dentre as
varias espécies de serpentes peconhentas, foram escolhidos como alvo deste
trabalho as serpentes Bothrops leucurus e Crotalus durissus cascavella, pois 0 uso
dos venenos produzidos por elas constituem-se como fontes potenciais para o

estudo de atividades bactericida e antifingica.

Um grande numero de estudos com venenos de serpentes e/ou suas fracbes ja
foram realizados, porém ainda ha muito que se estudar sobre os venenos de
algumas espécies frente a variados agentes infecciosos (bactérias, fungos, virus,
parasitas). Devido a esta diversidade, estudos com este enfoque ampliam o
panorama da pesquisa por novas substancias que possuam atividade antimicrobiana

como fonte potencial de futuros agentes terapéuticos.

Pesquisas com o objetivo de avaliar a atividade antimicrobiana entre os venenos
totais de serpentes do género Bothrops e Crotalus e determinar suas
potencialidades biotecnoldgicas, serdo U(teis na busca de novos agentes
antimicrobianos. Alguns poucos registros do uso de peconhas e/ou fracdes da
espécie Bothrops leucurus (TORRES, 2009, 2010b; NUNES et al., 2011) e Crotalus
durissus cascavella (TOYAMA et al., 2006) com atividade bactericida foram
encontrados na literatura, entretanto em relacdo a atividade antifingica, foram

encontrados apenas quatro estudos, conduzidos com estes géneros separadamente
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e apenas um comparando a atividade dos venenos de serpentes amazlnicas
Bothrops atrox e Crotalus durissus ruruima (NEVES, 2008). Raros estudos de
atividade antimicrobiana utilizando os venenos totais das espécies Bothrops

leucurus e Crotalus durissus cascavella foram encontrados.

Os produtos naturais constituem a estratégia de maior sucesso para descoberta de
novos farmacos (HARVEY, 2000). Portanto, a investigacdo centrada nos venenos de
diferentes serpentes € um campo promissor na descoberta de novas moléculas
potencialmente bioativas para producdo de medicamentos. Existe muito trabalho a
ser feito sobre a diversidade de biomoléculas disponiveis, inclusive em venenos
considerados como 'exaustivamente’ estudados. Devido a insuficiéncia de literatura
referente a estudos relacionados a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos
venenos dessas duas espécies, justifica-se o interesse em avaliar a atividade

antimicrobiana existente entre eles.

Pesquisar venenos de espécies como a Bothrops leucurus e Crotalus durissus
cascavella, que possuem venenos com caracteristicas diferentes, que ainda nao
possuem muitos estudos sobre atividade antimicrobiana, além de considerar que
existe variacdo geografica dentro do mesmo género e/ou da mesma espécie, s6 vem
reforcar a necessidade de investigacdo dessas espécies, Como um primeiro passo

para o isolamento do componente antimicrobiano.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar o potencial antimicrobiano dos venenos totais de serpentes dos géneros

Bothrops e Crotalus.

3.2 ESPECIFICOS

- Avaliar a atividade antimicrobiana dos venenos totais de Bothrops
leucurus e Crotalus durissus cascavella contra cepas bacterianas e fungicas.

- Avaliar a atividade bacterioestatica mediante a Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) dos venenos totais de Bothrops leucurus e Crotalus durissus
cascavella contra linhagens bacterianas.

- Avaliar a atividade fungistatica mediante a Concentracao Inibitéria Minima (CIM)
dos venenos totais de Bothrops leucurus e Crotalus durissus cascavella contra
linhagens fungicas.

- Comparar a atividade antimicrobiana dos venenos totais de Bothrops

leucurus e Crotalus durissus cascavella.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 INFRAESTRUTURA DISPONIVEL

As atividades deste projeto foram desenvolvidas no Laboratério de Microbiologia
Aplicada e Bioprospeccdo (Bioprospector) e no Laboratério de Neuro imuno
Endocrinologia e Toxinologia, ambos localizados no Instituto de Ciéncias da Saude
(ICS) na Universidade Federal da Bahia (UFBA).

4.2 MATERIAL BIOLOGICO
4.2.1 Extracdo dos venenos

Os venenos utilizados nos testes de atividade antimicrobiana sdo um pool de
venenos de serpentes adultas de Bothrops leucurus (VBL) e Crotalus durissus
cascavella (VCC), provenientes do Estado da Bahia e mantidas no serpentario do
Nucleo de Ofiologia e Animais Peconhentos (NOAP) do Instituto de Biologia da
UFBA. Os venenos foram coletados através da pressao manual das glandulas de
serpentes, secos a vacuo, pesados em balanca analitica e estocados a -20°C até o
momento das analises, no Laboratério de Neuro imuno endocrinologia e Toxinologia

no ICS, sob a coordenacao da professora Dra. Luciana Lyra Casais e Silva.
4.2.2 Microrganismos

Os testes de atividade antimicrobiana foram realizados com cepas bacterianas da
American Type Culture Collection (ATCC) (Tabela 1).

Tabela 1 - Bactérias Gram-positivas e Gram-negativas ATCC's utilizadas nos testes de
sensibilidade

Bactérias

Gram-positivas Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus aureus (ATCC 6538P),
Staphylococcus saprophyticus (ATCC 15305), Kocuria rhizophila (ATCC 9341),
Enterococcus faecalis (ATCC 29212)

Gram-negativas Escherichia coli (ATCC 25922), Enterobacter aerogenes (ATCC 13048), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 1705), Klebsiella pneumoniae (ATCCC 70063), Salmonella
typhimurium (ATCC 14028), Vibrio mimicus (ATCC 33653), Vibrio parahaemolyticus
(ATCC 17802) e Vibrio vulnificus (ATCC 27562)
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Também foram realizados testes com algumas cepas de bactérias multirresistentes
de isolados clinicos de secrecdo de ouvido canino, identificadas como SOMR
(Tabela 2).

Tabela 2 - Bactérias multirresistentes utilizadas nos testes de sensibilidade

Bactérias

Gram-positivas Staphylococcus aureus SOMR 1, Staphylococcus aureus SOMR 2, Staphylococcus
multirresistentes intermedius SOMR 1 e Staphylococcus intermedius SOMR 2

Gram-negativas Pseudomonas aeruginosa SOMR 1, Pseudomonas aeruginosa SOMR 2 e
multirresistentes Pseudomonas aeruginosa SOMR 3

Foram utilizadas leveduras ATCC's e fungos filamentosos (ambiental e dermatofitos
de isolados clinicos de animais de pequeno porte) nos testes de atividade

antimicrobiana (Tabela 3).

Tabela 3 - Linhagens fangicas utilizadas nos testes de sensibilidade

Leveduras Candida albicans (ATCC 10231), Candida krusei (ATCC 6258), Candida parapsilosis
(ATCC 22019) e Candida tropicalis (ATCC 28707)

Fungos Ambiental: Aspergillus niger
filamentosos Dermatdfitos: Microsporum canis 1, Microsporum canis 2 e Microsporum gypseum

4.3 CONTROLES

A Cefoxitina (Cfx) (NOVAFARMA®) e o Imipenem (Imp) (Aspen Pharma) foram
utilizados como controle positivo nos testes de disco difusdo para as cepas
bacterianas, no teste de concentracao inibitéria minima além deles foi utilizado mais

um controle positivo, a Cefepima (Cpe) (Antibidticos do Brasil Ltda).

A Anfotericina B (AnfB) (Cristalia®), foi utilizada como controle positivo nos testes de
disco difusdo para leveduras e de microdiluicho em caldo para os fungos

filamentosos.
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Agua MiliQ autoclavada foi utilizada como controle negativo para demonstrar a sua

nao interferéncia nos testes devido a sua utilizagdo como diluente dos venenos.

4.4 ENSAIOS BIOLOGICOS

Para verificar a presenga de atividade dos venenos totais frente aos microrganismos
escolhidos, foram realizados testes qualitativos e quantitativos baseados nas normas
dos protocolos M45-P, M44-A2, M07-A9, M02-A1l1l e M100-S23 do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2005, 2009, 2012, 2013) e M38-A do The
National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2002).

4.4.1 Teste de disco difusédo (Kirby-Bauer)

Os testes de disco difusdo foram realizados com base nos protocolos M45-P e M02-
All para bactérias (CLSI, 2005 e 2012) e M44-A2 para leveduras (CLSI, 2009).

4.4.1.1 Preparacao dos discos

Os venenos totais secos a vacuo foram diluidos em agua MiliQ autoclavada e
esterilizados por filtracdo com filtro de 0,22um (Vertical® Chromatography), acoplado
em seringa de 1ml (Figura 5). Em seguida aplicou-se sobre discos de papel filtro
estéreis em branco com 6mm de diametro, com 10 ul do veneno total diluido em
diferentes concentragées (0,5mg/ml,Amg/ml, 2mg/ml, 3mg/ml, 4mg/ml, 5Smg/mli,
6mg/ml, 7mg/ml e 8mg/ml). Como controle negativo foi confeccionado discos com o
diluente do veneno. Os discos de cefoxitina, imipenem e anfotericina B foram
confeccionados com as mesmas quantidades das substancias encontradas nos
discos comercias (30ug, 10ug e 100ug respectivamente). A cefoxitina em po foi
diluida em agua MiliQ autoclavada, o imipenem em p¢ foi diluido em salina 0,9% e a
anfotericina B em dimetil sulféxido - DMSO (VETEC®) seguindo as indicacdes dos

protocolos M100-S23 e das bulas dos antimicrobianos.
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Figura 5 - Preparacao dos disco de VBL e VCC
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Os venenos foram diluidos em agua MiliQ, em seguida, esterilizados por filtracdo em filtros de
0,22um. Impregnou-se cada disco de papel filtro estérii com10ul do veneno total em diferentes
concentracoes.

4.4.1.2 Preparacao dos indculos

Os inoculos foram preparados em solucédo salina a 0,85%, através do método de
suspensao direto da colbnia. As suspensdes foram homogeneizadas em um agitador
tipo vortex (Vixar®) durante 15s e ajustadas até alcancarem a turvacao
correspondente ao padrdo de 0,5 na escala de McFarland, resultando numa
suspensdo contendo cerca de 1-2 x 108 UFC/ml (Figura 6) para as bactérias e 1-5 x

10° células/ml para as leveduras.
4.4.1.3 Montagem do teste

A suspensao dos microrganismos foi inoculada com o auxilio de swab, através da
técnica de trés direcdes, em placas de Petri (90mm) contendo o meio de cultura agar
Mueller-Hinton (HIMEDIA®) para as bactérias e agar Mueller-Hinton + 2% glicose
(VETEC®) + 0,5ug/ml de azul de metileno para as leveduras. As placas
permaneceram a temperatura ambiente por aproximadamente cinco minutos em
camara de fluxo laminar para permitir que qualquer excesso de umidade da
superficie do agar fosse absorvido antes de aplicar os discos. Em seguida, fez-se
aplicacdo dos discos contendo os venenos e dos discos controle, que foram
retirados do freezer aproximadamente uma hora antes do uso e deixados a 25°C. A
aplicacdo foi realizada com uso de uma pinca estéril e os discos pressionados

suavemente contra a superficie do agar, as placas permaneceram com a superficie
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voltada para cima por alguns minutos para a completa fixacdo dos discos, por fim
foram incubadas a 35°C (x2°C), por 18-24h (CLSI, 2009; CLSI, 2012) (Figura 6).

Foi considerado com atividade antimicrobiana aquelas concentracdes dos venenos
totais que apresentassem qualquer halo de inibicdo do crescimento antimicrobiano
em torno do disco de difusdo. As zonas de inibigcdo foram registradas em mm de
diametro. Todos os ensaios foram desenvolvidos em triplicata e considerou-se a

meédia dos diametros dos halos de inibicdo para cada concentracao testada.

Figura 6 - Montagem do teste de disco difusédo
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Os in6culos foram preparados em solucéo salina a 0,85%, através do método de suspenséo direto da
colénia e ajustadas até alcancarem a turvacdo correspondente ao padrdo de 0,5 na escala de
McFarland, em seguida a suspenséo é inoculada com o auxilio de swab e os discos aplicados com
uso de uma pin¢a estéril, por fim sdo incubadas a 35°C (+2°C), por 18-24h. Apés o periodo de
incubacéo os halos formados sédo medidos.

escala de ]
McFariand

Halos de inibigao

4.4.2 Teste de microdiluicdo em caldo

Os testes microdiluicao foram realizados com base nos protocolos M45-P e M07-A9
para bactérias (CLSI, 2005, 2012) e M38-A para fungos filamentosos (NCCLS,

2002). Todos microrganismos nos quais se verificou a presenca de qualquer halo de
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inibicdo apds o ensaio de disco difusdo, foram submetidos ao teste de microdiluicio
em caldo para determinacdo da concentracao inibitoria minima (CIM).

4.4.2.1 Preparacao dos indculos e montagem das microplacas

O ensaio de microdiluicdo em caldo de cultura para as bactérias, foi efetuado de
acordo com o protocolo M0O7-A9 (CLSI, 2012). A suspensdo de cada inéculo foi
preparada de acordo com a secao 4.4.1.2 e, em seguida, diluida 2x (1:10) em caldo
nutriente (HIMEDIA®) até uma concentracao final de 1 x 10° UFC/mI. As suspensoes
bacterianas (50ul) foram incubadas em microplaca de 96 pocos com fundo em "U",
na presenca de 50ul de diferentes concentragbes iniciais dos venenos totais
(esterilizados em filtro de 0,22um) e antibiéticos. No final, cada microplaca montada
continha a densidade bacteriana de 5 x 10° UFC/ml apropriada para o teste (Figura
7). As microplacas foram incubadas a 35°C (x2°C) por 16-20h em uma incubadora
BOD (Cientec®). Apds a incubacdo, os pontos finais para determinacdo da CIM
foram observadas por inspecédo visual sem e com a adicao de 15ul de TTC (cloreto
de 2,3,5 trifenil tetrazélio - VETEC®) a 1%. O ponto final foi atingido quando o meio

de cultura era transparente ou nenhum precipitado foi observado.

Figura 7- Preparacéo dos inoculos (bacterianos) e montagem das placas
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ApOs a preparacdo da suspensdo de cada inéculo bacteriano, ela é diluida 2x (1:10) em caldo
nutriente. 50ul da ultima diluigdo é distribuida em cada pogo contendo o total de 50ul do veneno + o
caldo de cultura. As microplacas foram incubadas a 35°C (+2°C) por 16-20h.
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O ensaio de microdiluicdo em caldo de cultura para os fungos, foi efetuado de
acordo com o protocolo M38-A (NCCLS, 2012). Os fungos foram cultivados em
placas de agar batata-dextrose (HIMEDIA®) e incubados por 7 dias a 35°C (+2°C)
numa incubadora BOD (Cientec®). A suspenséo de cada indculo foi preparado em
solucdo salina a 0,85% com Tween 20 (PROMEGA®) através do método de
suspensao direto da colonia. A proporcdo de Tween 20 em salina foi de 1:100. As
suspensdes foram homogeneizadas num agitador tipo vortex (Vixar®) durante 15s.
As tampas dos tubos foram retiradas com cuidado, uma vez que o liquido aderido a
tampa poderia produzir aerossois. As suspensdes foram ajustadas para a densidade
de 0,5 na escala de McFarland. Essas suspensdes foram diluidas 1:50 em caldo
bata-dextrose (HIMEDIA®), correspondente a 2x a densidade necessaria para o teste
que é de 0,4-5 x 10* UFC/ml, aproximadamente. O inéculo do teste foi produzido em
guantidade suficiente para inocular diretamente cada po¢co com 100 ul da suspenséo
de in6culo diluido. O volume final de cada poco ap6s a microplaca montada foi de
200ul. As microplacas foram incubadas a 35°C (+ 2°C) por 46-50h numa incubadora
BOD (Cientec®). O ponto final foi atingido quando o meio de cultura era transparente

ou nenhum precipitado foi observado.

Figura 8 - Preparacédo dos inoculos (fungicos) e montagem das placas
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ApOs a preparagdo da suspenséo de cada indculo flngico, ele é diluido 1:50 em caldo bata-dextrose.
100pl da diluicdo de 1:50 é distribuida em cada pogo contendo o total de 100ul do veneno + o caldo
de cultura. As microplacas foram incubadas a 35°C (+2°C) por 46-50h.
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4.4.2.2 Venenos e antimicrobianos

Os venenos totais secos a vacuo foram diluidos em agua MiliQ autoclavada e
esterilizados por filtracdo com filtro de 0,22um (Vertical® Chromatography), acoplado
em seringa de 1ml. Em seguida passaram por um diluicdo seriada de 1:2 no caldo
de cultura, diretamente nos pocos de cada microplaca testada. A primeira

concentracdo (1° poco) no final dos testes variou para cada microrganismo testado.

Todos antimicrobianos empregados, foram diluidos nos mesmos solventes utilizados
nas preparacdes dos discos, em seguida, passaram por uma diluicdo seriada de 1:2
no caldo de cultura, diretamente nos pocos de cada microplaca testada. A primeira
concentracdo (1° poco) no final dos testes foi de 32ug/ml para as bactérias e
16ug/ml para os fungos (CLSI, 2013; NCCLS, 2012).

4.5 ANALISE ESTATISTICA
Os experimentos de disco difusdo foram realizados em triplicata, e os resultados

apresentados como a média + desvio padrdo dos halos de inibicdo. As CIM's sé
foram determinadas quando os valores das triplicatas foram iguais.
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5 RESULTADOS

Muitos estudos sobre a acdo antimicrobiana de venenos animais tém sido realizados
em todo o mundo, com o proposito de descobrir novos compostos biolégicos que
possam ser utilizados pela industria farmacéutica. Os venenos de serpentes sao
uma rica fonte de compostos protéicos e ndo protéicos que apresentam inameras
atividades farmacologicas. No entanto, venenos das espécies de serpentes Bothrops
leucurus e Crotalus durissus cascavella ainda ndo sao tdo bem estudadas, no que
diz respeito as suas atividades antifingica e bactericida. Neste trabalho, os testes
realizados com os venenos totais dessas espécies revelaram a capacidade de inibir

o crescimento de algumas bactérias e fungos.

5.1 TESTE DE DISCO DIFUSAO

Inicialmente foram estabelecidas 3 diferentes concentragcées (0,5mg/ml; 1mg/ml;
2mg/ml) dos venenos totais de B. leucurus (VBL) e de C. d. cascavella (VCC) a
serem utilizadas no teste de disco difusdo. A atividade antimicrobiana foi avaliada
através da presenca da zona de inibicdo apds a inoculagcdo em meio sélido, pelo
método de disco difusdo. O controle negativo ndo apresentou atividade
antibacteriana indicando que o diluente dos venenos (dgua MiliQ) nao interferiu na
atividade dos venenos testados. Todas as cepas que apresentaram halo de inibicao
no ensaio de disco difusdo foram submetidos ao teste de microdiluicdo para
determinacao da CIM.

Os testes com VBL apresentaram melhor resposta frente as cepas utilizadas do que
os testes com VCC, observada atraves dos didmetros dos halos de inibigdo, como

mostram as Figuras 9 a 16.

5.1.1 Staphylococcus aureus (ATCC 25923, ATCC 6538P, SOMR 1 e SOMR 2)

Os venenos VBL e VCC apresentaram halo de inibicdo do crescimento frente a
todas as cepas de S. aureus testadas como mostram as Figuras 9 e 10. As barras
representam o diametro dos halos encontrados para cada cepa distinta nas
diferentes concentracdes utilizadas.
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Figura 9 - Didmetro dos halos de inibigdo formados pelo VBL e VCC em diferentes

concentracoes sobre S. aureus 25923 e 6538P
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Diametro do halo de inibigdo do crescimento (mm)

Concentragiao de VBL e VCC (mg/ml)

A acdo do VBL foi semelhante entre a cepa 25923 e a 6538P, contudo o VCC
mostrou melhor atividade contra 6538P quando comparada com sua acao sobre a
25923.

Figura 10 - Didmetro dos halos de inibicdo formados pelo VBL e VCC em diferentes

concentracdes sobre S. aureus SOMR 1 e 2

mVBLSOMR 1
oWVBLSOMR 2
oWVCC SOMR 1

mVCC SOMR 2

2mg/ml 4mg/ml Gmg/ml 8mg/ml

Didmetro do halo de inibigdo do crescimento {mm)

Concentragdo de VBL e VCC (mg/ml)

* Teste ndo realizado nesta concentragéo com o VCC.

Em relacdo as cepas multirresistentes SOMR 1 e 2, o VBL agiu melhor sobre a
SOMR 1 e 0 VCC sobre a SOMR 2. Nestas concentracdes os halos apresentaram-
se de forma dose-dependente para o VBL e VCC contra todas as cepas de S.
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aureus. Os halos formados pelo VBL foram sempre maiores do que os halos
formados por VCC nas concentracdes utilizadas. O Quadro 3 apresenta os valores
dos halos em milimetros + desvio padrédo do VBL e VCC para as cepas de S. aureus.

Quadro 3 - Atividade antibacteriana de VBL e VCC em diferentes concentracfes contra as

cepas de S. aureus utilizando o teste de disco difusdo

Didmetro do halo de inibicdo do crescimento (mm) + desvio padrao

(ggr:/ce?]r:;zgfg S. aureus 25923 ‘ S. aureus 6538P S. aureus SOMR 1 S. aureus SOMR 2
disco VBL VCC VBL VCC
Img/ml 9* Zero 9* 7* NR NR NR NR
2mg/ml 11+ 9* 11,3+0,58 | 9,6 +0,58 8* NR 7* NR
4mg/ml 12* 10* 12* 10* 9,1+0,25 | 7,16 +£0,29 8* 7,3+0,58
6mg/ml NR NR NR NR 9,5+0,50 | 7,6+0,58 8,5* 7,6 £0,48
8mg/ml NR NR NR NR 10* 8,16 +0,29 | 85+0,50 | 8,2+0,50

Os valores dos halos representam a média das triplicatas de cada concentracdo + desvio padréo.
*Desvio padrdo igual a zero. (NR) Teste ndo realizado nesta concentragéo.

O VBL e o VCC exibiram halos maiores para as cepas 25923 e 6538P em
concentracbes menores do que os halos formados nas cepas SOMR 1 e 2. A
Cefoxitina (Cfx) foi usada como controle positivo e nas cepas 25923, 6538P e SOMR
2, apresentaram halo médio de inibicdo = 22mm, indicado como ‘sensivel’ pelo
CLSI (2013), jA SOMR 1 (halo=15,3mm) mostrou resisténcia. Embora os halos
encontrados para a Cfx tenham sido maiores, os halos formados pelo VBL e VCC
demonstram a presenca de substancias capazes de inibir o crescimento dessas

cepas, ainda que seja com uma poténcia menor.

5.1.2 Staphylococcus saprophyticus (ATCC 15305)

O VBL apresentou halos de inibicdo a partir da concentracdo de 3mg/ml (Quadro 4).
O VCC nao inibiu o crescimento nas concentracdes testadas, apenas exibiu uma
linha ténue em volta do disco de difusdo entre as concentragbes de 4-8mg/ml, mas
gue nao foi possivel aferir o diametro, demonstrando assim sua baixa poténcia de
atividade sobre esta cepa. A Cfx apresentou halo de inibicdo com média de 25,7mm,
dentro dos critérios de sensibilidade do CLSI, (2013).
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Quadro 4 - Atividade antibacteriana do VBL em diferentes concentracdes contra a cepa de

S. saprophyticus utilizando o teste de disco difusdo

Staphylococcus saprophyticus

Concentragdo de VBL no disco 3mg/ml 4mg/ml 5mg/ml 7mg/ml 8mg/ml

Diametro do halo de inibigdo do
crescimento + desvio padrao
Os valores dos halos representam a média das triplicatas de cada concentracdo + desvio padréo.
*Desvio padréo igual a zero.

mm* mm* 8mm* 8,25mm % 0,35 Imm*

5.1.3 Staphylococcus intermedius (SOMR 1 e SOMR 2)

As cepas resistentes de S. intermedius foram susceptiveis a todas concentracdes do
VBL no teste de disco difusdo. Na Figura 11, as barras representam a média dos
didmetros dos halos encontrados para o VBL e 0 VCC sobre as cepas SOMR 1 e 2.
A média dos halos da Cfx para a cepa SOMR 1 foi de 20,8mm e de 39,8mm para a
cepa SOMR 2, indicados com 'intermediario’ e 'sensivel' respectivamente (CLSI,
2013).

Figura 11 - Didmetro dos halos de inibicdo formados pelo VBL e VCC em diferentes

concentracdes

= VBLSOMR 1

OVBLSOMR 2

OVCC SOMR 1

mVCC SOMR 2

Diametro do halo de inibigdo do crescimento (mm)

Concentracdao de VBL e VCC (mg/ml)

* Teste ndo realizado nesta concentragcdo com o VCC. ** Linha ténue em volta do disco de VCC, néo foi possivel
aferir o didmetro.

Da mesma maneira que foi observada para as cepas de S. aureus, na atividade
inibitéria contra as cepas de S. intermedius, os halos formados pelo VBL foram
sempre maiores quando comparado com o VCC; o Quadro 5 apresenta os valores

dos halos de inibicdo em milimetros *+ desvio padrao dos VBL e VCC.
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Quadro 5 - Atividade antibacteriana de VBL e VCC em diferentes concentracdes contra as

cepas de S. intermedius SOMR 1 e 2 utilizando o teste de disco difuséo

oncentracdo do ermed OMR S. intermedius SOMR 2
SSRGS G SISED VBL vcC VBL vce
g 7* NR 8* NR
Amg 7,6 £0,48 Linha ténue 8,8 +0,26 7*
6mg 8* 7,1+0,25 9,3+0,41 8*
8mg 8,6 £ 0,58 7,8 +£0,29 10* 8,6 £ 0,58

Os valores dos halos representam a média das triplicatas de cada concentracdo + desvio padréao.
*Desvio padrdo igual a zero. (NR) Teste ndo realizado nesta concentragéo.

A acdo de ambos os venenos foi mais acentuada sobre a cepa SOMR 2,

apresentando halos maiores do que os encontrados na cepa SOMR 1.

5.1.4 Enterococcus faecalis (ATCC 29212)

Os resultados encontrados para os halos formados pelo VBL foram maiores que 0s
encontrados para o VCC nas mesmas concentracdes e/ou em concentragdes
menores, como demonstrado na Figura 12. O controle positivo Imipenem (Imp)
exibiu halo de 23,8mm, que corresponde a zona indicada como ‘sensivel pelos

estudos de Weinstein (2001) e Jones (2001).

Figura 12 - Diametro dos halos de inibicdo formados pelo VBL e VCC na cepa E. faecalis
em diferentes concentracdes
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* Teste ndo realizado nesta concentracéo com o VCC. ** Teste ndo realizado nesta concentragdo com o VBL.
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5.1.5 Kocuria rhizophila (ATCC 9341)

Ao contrario do que foi observado nas outras cepas Gram-positivas, 0os venenos VBL

e VCC néo apresentaram inibicdo sobre a K. rhizophila, nas concentracdes testadas.

5.1.6 Escherichia coli (ATCC 25922)

Os dois venenos demonstraram atividade para a E. coli. Os halos encontrados nos
testes foram maiores com o uso do disco de VBL quando comparado com o disco de
VCC, mesmo em concentracbes menores de VBL (Quadro 6). O halo médio de
inibicdo formado pela Cfx foi de 27,5mm, preconizado como 'sensivel' (= 18mm)
(CLSI, 2013).

Quadro 6 - Atividade antibacteriana de VBL e VCC em diferentes concentra¢gfes contra a

cepa de E. coli utilizando o teste de disco difusdo

Diametro do halo de inibicdo do crescimento (mm) + desvio padrao

Concentragdo do veneno E. coli
no disco

NR

3mg/ml 7*

4mg/ml 8* Linha ténue

5mg/ml 8* NR

6mg/ml NR 7*

7mg/ml 8,83 +0,29 NR

8mg/ml NR 7,6 +0,58

Os valores dos halos representam a média das triplicatas de cada concentracdo + desvio padrao.
*Desvio padrdo igual a zero. (NR) Teste néo realizado nesta concentracgéo.

5.1.7 Klebsiella pneumoniae (ATCC 70063 e ATCCC 1705)

O VBL exibiu atividade para as duas cepas (Figura 13). Os halos medidos para a
cepa 70063, com o uso do VBL, se apresentaram de forma dose-dependente,
entretanto na cepa 1705, o halo se manteve constante mesmo com o aumento da
concentracdo. O Imp apresentou uma halo de 23mm para cepa 70063 e de 14mm
para cepa 1705, indicado como 'sensivel' (= 23mm) e 'resistente’ (= 19mm),
respectivamente (CLSI, 2013).
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Figura 13 - Didametro dos halos de inibicdo formados pelo VBL nas cepas de K. pneumoniae

70063 e 1705 em diferentes concentragdes
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Concentragao de VBL (mg/ml)

* Teste ndo realizado nesta concentragdo com o VBL.

Observou-se apenas uma linha ténue em volta do disco de difusdo na concentragcao
de 8mg/ml do VCC para a cepa 70063; em relacdo a cepa 1705 uma linha ténue foi
observada nas concentracdes de 4 e 6mg/ml e um halo de 7mm na concentragéo de

8mg/ml.

5.1.8 Pseudomonas aeruginosa (SOMR 1, SOMR 2 e SOMR 3)

O VBL e o VCC foram capazes de inibir o crescimento das cepas multirresistentes P.
aeruginosa SOMR 1, 2 e 3. A formacgéo de halos de inibicdo, mesmo que discretos
para a cepa SOMR 2, evidenciam o potencial de acdo desses venenos em bactérias

patogénicas multirresistentes (Quadro 7).

Quadro 7- Atividade antibacteriana de VBL e VCC contra as cepas de P. aeruginosa SOMR
1, 2 e 3 em diferentes concentra¢des utilizando o teste de disco difusdo

Diametro do halo de inibi¢c&o do cre ento desvio padréo
oncentracao do P. aeruginosa SOMR P. aeruginosa SOMR 2 P. aeruginosa SOMR 3
SIS S VBL vce VBL vce VBL vce
g Zero NR NR NR NR Zero
4mg 8* 7* Zero Zero Linha ténue Linha ténue
g NR NR 7,33 +0,58 NR 7,75 £ 0,35 NR
6mMgQ NR 8* NR Linha ténue NR 7*
8mg 9,33+0,58 8* NR 7* 7* 7,16 £ 0,29

Os valores dos halos representam a média das triplicatas de cada concentragdo + desvio padréo.

*Desvio padrdo igual a zero. (NR) Teste ndo realizado nesta concentracgéo.
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Os halos formados pelo Imp foram de 21mm, 25mm e 27mm para SOMR 1, 2 e 3,
respectivamente, todos indicados como 'sensivel' (=2 19mm) pelo CLSI (2013).

5.1.9 Salmonella typhimurium (ATCC 14028)

O VBL apresentou halos a partir da concentracdo de 3mg/ml (Quadro 8). O VCC
apresentou uma linha ténue na concentracdo de 5mg/ml e um halo de 7mm na
concentracdo de 7mg/ml. A Cfx apresentou um halo de 26,1mm indicado como
'sensivel' (= 18mm) (CLSI, 2013).

Quadro 8 - Diametro dos halos de inibigcdo formados pelo VBL em diferentes concentracdes

Salmonella typhimurium

Concentracdo de VBL no disco 3mg/ml 5mg/ml

Diametro do halo de inibi¢céo do Linha ténue 7.6mm + 0,58 8mme* 8mm*

crescimento + desvio padrao

Os valores dos halos representam a média das triplicatas de cada concentracdo + desvio padréo.
*Desvio padrdo igual a zero.

5.1.10 Vibrio sp.

O VBL e VCC apresentaram atividade frente a todas cepas de Vibrios. E possivel
observar que os halos relacionados a acdo do VBL foram sempre maiores quando

comparados com os halos exibidos pelo VCC (Quadro 9.)

Quadro 9 - Atividade antibacteriana de VBL e VCC contra as cepas de Vibrios em diferentes

concentracdes utilizando o teste de disco difuséo

oncentracao do V. parahaemolyticus V. vulnificus
SIERE RS VBL VCC VBL vCe VBL vce
0 NR NR 10,16 + 0,29 NR Zero Zero
0 7 Linha ténue NR 8,33 + 0,29 9* 7
Amg 7,5+0,70 NR 11,16 + 0,29 NR 10* 8*
0 9* 7,33+0,58 NR 9,5+ 0,50 NR NR
0 9* 8* NR 10,16 + 0,29 NR NR
8mg NR NR 13+ 1,0 NR NR NR

Os valores dos halos representam a média das triplicatas de cada concentragcdo + desvio padréo.
*Desvio padrdo igual a zero. (NR) Teste ndo realizado nesta concentracgéo.
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Nas Figuras 14, 15 e 16, as barras representam o didmetro dos halos encontrados
para cada cepa distinta nas diferentes concentra¢des utilizadas. A Cfx formou halo
médio de 25mm para a V. mimicus, 29,8mm para a V. parahaemolyticus e 23,9mm
para V. vulnificus, indicados como 'sensivel' (= 18mm) pelo CLSI (2005).

Figura 14 - Didmetro dos halos de inibicdo formados pelo VBL e VCC em diferentes

concentracdes sobre o V. mimicus (ATCC 33653)
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* Linha ténue em volta do disco de VCC, nao foi possivel aferir o diametro. ** Teste ndo realizado nesta
concentragdo com o VCC.

Figura 15 - Didmetro dos halos de inibicdo formados pelo VBL e VCC em diferentes

concentracdes sobre V. parahaemolyticus (ATCC 17802)
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* Teste ndo realizado nesta concentragdo com o VCC. ** Teste nao realizado nesta concentragdo com o VBL.
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Figura 16 - Didametro dos halos de inibicdo formados pelo VBL e VCC em diferentes

concentragdes sobre o V. vulnificus (ATCC 27562)
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5.1.11 Enterobacter aerogenes (ATCC 13048)

O VCC nao apresentou inibicdo sobre a E. aerogenes, até a concentracao de
7mg/ml. Nos testes com VBL, pode-se observar, a partir da concentracado de 5mg/ml,
uma linha ténue em volta do disco de difusdo. O Imp apresentou um halo de 20,6mm

na zona indicada como 'intermediario’ (20-22mm) (CLSI, 2013).

5.1.12 Leveduras

O VBL e VCC néao apresentaram inibicdo sobre as linhagens de C. albicans, C.
krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis em nenhuma das concentragfes testadas
(Img/ml; 2mg/ml; 4mg/ml e 8mg/ml). O controle positivo Anfotericina B (AnfB)

apresentou halos de 17mm, 15mm, 20mm e 17mm respectivamente.

5.2 TESTE DE MICRODILUICAO EM CALDO

A partir dos resultados encontrados no ensaio de disco difusao, realizou-se o teste
de microdiluicdo em caldo para determinacdo da concentragdo inibitoria minima
(CIM). Durante a realizacdo dos testes, observou-se uma diferenga nas respostas
frente aos microrganismos quando comparadas aos resultados do teste de disco
difusdo. Dos 23 microrganismos submetidos ao teste de microdiluicio em caldo,

apenas em 8 deles foi possivel determinar a CIM do VCC e para o VBL néo foi
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possivel determinar este valor para 9 microrganismos. A CIM dos antibiéticos do
controle estdo de acordo com os critérios estabelecidos nos protocolos M45-P e
M100-S23 (CLSI, 2005, 2013). Os menores valores de CIM encontrados ha
microdiluicdo em caldo representam os melhores resultados, o VBL apresentou 0s
menores valores para todas as cepas quando comparado ao VCC. Para alguns
microrganismos foi possivel determinar a concentragéo bactericida/fungicida minima
(CBM/CFM).

5.2.1 Staphylococcus aureus (ATCC 25923, ATCC 6538P, SOMR 1 e SOMR 2)

Através do teste de microdiluicdo em caldo a CIM do VBL foi determinada para 3
cepas de S. aureus (Figura 17 A e B). Os valores encontrados para S. aureus 25923
e 6538P foram iguais a 15,625ug/ml para ambas as cepas, e de 375ug/ml para cepa
resistente SOMR 2. O VBL apresentou uma acao 24 vezes mais potente sobre as
cepas 25923 e 6538P quando comparada a cepa SOMR 2. As cepas 25923, 6538P
foram sensiveis aos controles Cpe (<4 ug/ml) e Cfx (<4 ug/ml) e as cepas SOMR 1 e
2 foram resistentes (Cpe e Cfx 28ug/ml) (CLSI, 2013). N&o foi possivel determinar a
CIM do VCC para as cepas de S. aureus 6538P, SOMR 1 e SOMR 2, nem a CIM do
VBL para a cepa S. aureus SOMR 1, nas concentracdes estudadas. A cepa 25923
apresentou CBM,pg =15,625ug/ml e CBMycc=93,75ug/ml e a cepa 6538P
CBMyg =31,25ug/ml

Figura 17 A - Concentracdo inibitoria minima do VBL, VCC, Cpe e Cfx sobre as cepas de
S. aureus 25923 e 6538P
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Figura 17 B - Concentragdo inibitoria minima do VBL, VCC, Cpe e Cfx sobre as cepas de
S. aureus SOMR 2
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5.2.2 Staphylococcus intermedius (SOMR 1 e SOMR 2)

O VBL exibiu uma CIM de 1500ug/ml e 3000ug/ml para as cepas SOMR 1 e 2
respectivamente (Figura 18), demonstrando uma capacidade de inibigdo duas vezes
maior para a SOMR 1 em relacdo a SOMR 2. A cepa SOMR 2 foi resistente a Cpe
(=8ug/ml) e na maior concentracdo utilizada de Cfx (32ug/ml). N&o foi possivel
determinar a CIM do VCC para as duas cepas. A cepa SOMR 1 apresentou
CBMyg =3000pg/ml.

Figura 18 - Concentragao inibitéria minima do VBL, VCC, Cpe e Cfx sobre as cepas de S.
intermedius SOMR 1 e 2
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5.2.3 Pseudomonas aeruginosa (SOMR 1, SOMR 2 e SOMR 3)

Todas as cepas de P. aeruginosa foram submetidas ao teste de microdiluigdo pois
apresentaram halos de inibicdo no teste de disco difusdo, mesmo que discretos.
Contudo, s6 foi possivel estabelecer a CIM para as cepas SOMR 2 e 3 (Figura 19).
A P. aeruginosa SOMR 1 apresentou resisténcia para o VBL e VCC e sensibilidade
‘intermediaria’ (CLSI, 2013) para o Imp (CIM=4ug/ml) e a Cpe (CIM=16ug/ml). As
cepas SOMR 2 e 3 foram sensiveis aos controles (Imp < 2ug/ml; Cpe < 8ug/ml). O
VBL agiu com poténcia maior que 36,5 vezes na cepa SOMR 2 comparada com a
acao sobre SOMR 3. O VBL foi mais potente que o VCC nas duas cepas, com agao
aproximadamente de 9,15 vezes na cepa SOMR 2 e de duas vezes em SOMR 3. A
cepa SOMR 2 apresentou CBMyg =109,375ug/ml e CBMycc=1000ug/ml, a cepa
SOMR 3 CBMyg. =8000ug/ml.

Figura 19 - Concentracao inibitéria minima do VBL, VCC, Cpe e Imp sobre as cepas de P.
aeruginosa SOMR 2 e 3
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5.2.4 Vibrio sp

Todas as espécies de Vibrios submetidas ao teste de microdiluicdo tiveram a CIM
determinada, como mostra a Figura 20 A e B. A resposta do VBL foi 32 vezes mais
potente do que o VCC para o V. vulnificus (CIMyg =93,75ug/ml), 2,4 para o V.
mimicus (CIMyg.=39,0625ug/ml) e 15 para V. parahaemolyticus
(CIMyp=15,625ug/ml). O VBL e o VCC demonstraram melhor atividade sobre o V.
parahaemolyticus com 0s menores valores de inibigio encontrados,
CIMyp =15,625ug/ml e CIMycc=23,4375ug/ml. Todas as cepas apresentaram
sensibilidade aos controles Cpe (< 8ug/ml) e Cfx (£ 8ug/ml). O V. mimicus
apresentou CBMygnec=93,75ug/ml, o V. parahaemolyticus CBMyg =62,5ug/ml e
CBMycc=39,0625ug/ml, o V. vulnificus CBMycc=3000pg/ml.

Figura 20 A - Concentracao inibitéria minima do VBL, VCC, Cpe e Cfx sobre V. mimicus e

V. parahaemolyticus
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Figura 20 B - Concentracéo inibitéria minima do VBL, VCC, Cpe e Cfx sobre V. vulnificus
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5.2.5 Cepas Gram-positivas e Gram-negativas

As cepas Gram-positivas S. saprophyticus e E. faecalis e as Gram-negativas E. coli,
K. pneumoniae (70063 e 1705) e a S. tiphymurium, foram submetidas ao ensaio de
microdiluicdo em caldo. Embora tenham apresentado halos de inibicdo no teste de
disco difusédo, néo foi possivel determinar a CIM's para estes microrganismos, com
nenhum dos venenos testados.

Embora o VBL tenha mostrado apenas uma linha ténue em volta do disco no teste
com a E. aerogenes (Gram-negativa), ndo foi possivel determinar a CIM no teste de
microdiluicdo em caldo.

O Quadro 10 apresenta todos os resultados do teste de microdiluicdo em caldo para
as bactérias. O VBL agiu em duas cepas Gram-positivas, trés cepas resistentes
Grame-positivas, trés Gram-negativas e duas resistentes Gram-negativas; o VCC agiu
em uma cepa Gram-positiva, trés Gram-negativas e duas resistentes Gram-
negativas.



Gram-positivas

Gram-positivas
multirresistentes

Gram-negativas
multirresistentes
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Quadro 10 - Concentracdo inibitéria minima (CIM) do VBL, VCC, Cpe, Cfx e Imp

determinados através do teste de microdiluicdo em caldo sobre cepas bacterianas

Microrganismos

S. aureus 25923

S. aureus 6538P

S. saprophyticus
E. faecalis

E. coli

K. pneumoniae 70063

K. pneumoniae 1705
V. vulnificus

V. parahaemolyticus

V. mimicus

E. aerogenes

S. typhimurium
S. aureus SOMR 1

S. aureus SOMR 2

S. intermedius SOMR 1

S. intermedius SOMR 2

P. aeruginosa SOMR 1

P. aeruginosa SOMR 2

P. aeruginosa SOMR 3

Concentracéo Inibitéria Minima (ug/ml)

VBL VCC Cpe Qutros
15,625 46,875 2 Cfx=4
15,625 N&o houve inibicdo 2 Cfx=4

Nao houve inibicdo | N&o houve inibigao 4 Cfx=8

N&o houve inibicdo | Nao houve inibigao 16 Imp=0,5

Nao houve inibicdo | Nao houve inibigao 0,25 Cfx=2

N&o houve inibicdo | Nao houve inibigao 0,25 Imp=0,25

Nao houve inibicdo | Nao houve inibigao Néo f_\oNuve Imp=16
inibicao

93,75 3000 1 Cfx=2
15,625 23,4375 2 Cfx=4
39,0625 93,75 0,25 Cfx=0,5

N&o houve inibigdo | - 0,5 Imp=4

N&o houve inibicdo | N&o houve inibicao 0,25 Cfx=1

N&o houve inibicdo | N&o houve inibigdo 16 Cix - ndo ~houve
inibicdo

375 Nao houve inibigao 32 Cfx=8

1500 Nao houve inibigao 2 Cfx=4

3000 N&o houve inibigio 16 Cfx - néio houve

inibicdo

Nao houve inibicdo | Nao houve inibigao 16 Imp=4
109,375 1000 8 Imp=0,5
4000 8000 8 Imp=1
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5.2.6 Fungos filamentosos

Os fungos filamentosos Aspergillus niger, Microsporum canis 1, Microsporum canis 2
e Microsporum gypseum, foram submetidos apenas ao teste de microdiluicdo. Como
pode-se observar na Figura 21 a CIM para o VBL foi estabelecida para todos os
fungos filamentosos do teste. O A. niger e M. gypseum apresentaram
CIMyg =4000pg/ml e 0 M. canis 1 e 2 CIMygnvcc=62,5ug/ml.

Figura 21 A - Concentragdo inibitéria minima do VBL, VCC e AnfB sobre M. canis 1 e 2
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oVvCC

OAnfB

Concentragdo Inibitéria Minima (pg/ml)

Mycrosporum canis 7 Mycrosporum canis 2

Figura 21 B - Concentracao inibitéria minima do VBL e AnfB sobre A. niger e M. gypseum
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N&o foi possivel determinar a CIM do VCC para o A. niger e o M. gypseum na
concentracéao inicial de 8000ug/ml. O Quadro 11 apresenta todos os resultados do

teste de microdiluicdo em caldo para os fungos filamentosos.

Quadro 11 - Concentragdo inibitéria minima (CIM) do VBL, VCC e AnfB determinados

através do teste de microdiluicdo em caldo sobre fungos filamentosos

Concentragao Inibitoria Minima (ng/ml)

Microrganismos
VCC

Aspergillus niger N&o houve inibicdo

Mycrosporum canis 1 62,5 62,5 8

Mycrosporum canis 2 62,5 62,5 0,125

Mycrosporum gypseum 4000 N&o houve inibicdo 8
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6 DISCUSSAO

Muitos trabalhos cientificos com substancias de fontes naturais tém sido realizados
no sentido de encontrar novos compostos biolégicos que possam ser utilizados tanto
na descoberta de novos farmacos, quanto na melhoria de metodologias de
diagndstico, em modelos em estudos de processos na biologia celular e na producéo
de drogas. Os venenos de serpentes sdo constituidos por uma mistura complexa de
substancias organicas e inorganicas e exibem uma vasta gama de atividades
farmacoldgicas, inclusive atividades antimicrobianas. Até 2010, mais de 65% dos
antibacterianos e mais 13% dos antifungicos clinicamente utilizados, foram oriundos
de produtos naturais ou os seus derivados semissintéticos (NEWMAN; CRAGG,
2012). Devido ao seu elevado grau de especificidade do alvo, toxinas tém sido cada
vez mais utilizadas como instrumentos farmacolégicos e como protétipos para o
desenvolvimento de drogas (CALVETE et al., 2009).

No presente trabalho foram testados os venenos totais de Bothrops leucurus e
Crotalus durissus cascavella na tentativa de avaliar e comparar a atividade
antimicrobiana existente entre eles. Os testes de disco difusdo e microdiluicdo em
caldo permitem observar se 0s venenos totais sdo capazes ou ndo de exercer
atividade antimicrobiana, e com a determinacdo da CIM verificar a poténcia deste
efeito nos microrganismos. Ao testar o veneno total das duas serpentes contra
diferentes microrganismos, verificou-se um amplo espectro de atividade, estes
agiram contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos. Os testes de
sensibilidade sdo os primeiros passos para avaliar o potencial biotecnolégico de

produtos naturais que possuem atividade antimicrobiana.

Neste estudo o VBL e VCC mostraram atividade frente a maioria das cepas de
bactérias testadas pelo método de disco difusdo, mesmo que bastante discreta para
algumas. A K. rhizophila que nédo sofreu a agdo dos venenos e a E. aerogenes que
nao apresentou inibicdo apds o uso do VCC. As leveduras do género Candida sp.
nao sofreram inibicdo com o uso dos dois venenos. Torres e colaboradores (2010b),
também n&o obtiveram resultado utilizando o veneno de B. leucurus contra a
Candida albicans. Observou-se que nas concentracdes utilizadas nos disco de

difusdo os halos apresentavam-se de forma dose-dependente para a maioria das
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cepas e que os halos formados pelo VBL foram sempre maiores quando
comparados com os halos formados pelo VCC. Este fato poderia indicar a presenga
de uma ou mais substancias no VBL que promovem uma maior inibicdo do
crescimento, ou que uma mesma substancia esteja presente em maior quantidade
no VBL e menor em VCC, ou ainda que substancias diferentes agem em sinergismo
potencializando a inibicdo pelo VBL.

Nas cepas multirresistentes de S. intermedius SOMR 1 e 2 observou-se que o VBL
apresentou atividade de inibicdo, porém em concentracdes muito elevadas
(CIMyp =1500pg/ml e 3000pg/ml) quando comparada com os controles e os valores
de CIM das outras cepas de Staphylococcus testadas (Figura 17 e Quadro 10). E
importante considerar que se tratam de cepas multirresistentes e os valores da CIM
encontrados correspondem ao uso do veneno total. Talvez, com o fracionamento do
VBL, alguma de suas fracbes possa apresentar um resultado mais efetivo. Deve-se
salientar que nem todos o0s componentes do veneno de serpentes tem
caracteristicas toxicas, ou seja, apresentam algum risco ao organismo. Ainda assim,
mesmo que a(s) substancia (s) com atividade seja tdxica, existem mecanismos de
atenuacdo deste efeito (CLISSA, 1997; FERREIRA-JUNIOR et al., 2005). Desta
forma, a acdo do VBL € um importante achado, considerando que esta bactéria é
uma importante causa de infeccdes de feridas, otite externa e média, cistite, doenca
ocular e respiratérias em animais de pequeno porte, principalmente em caes
(WERCKENTHIN et al.,, 2001; GUARDABASSI; LOEBER; JACOBSON, 2004,
OLIVEIRA et al.,, 2006; KELESIDIS; TSIODRAS, 2010; BLUNT; VAN VUUREN,;
PICARD, 2013).

O VBL mostrou inibigdo nos dois testes realizados e o VCC apenas no teste de disco
difusdo, pode-se sugerir que o componente com atividade antimicrobiana no VCC foi
modificado ou perdeu sua atividade. Algumas fracbes dos venenos tem
componentes mais instaveis, sensiveis a variacdo de temperatura ou mesmo a
combinagdo com outras substancia. Existem diversos estudos com variadas fragdes
de venenos de serpentes, um exemplo é a enzima L-aminoacido oxidase (LAAO)
gue possui capacidade comprovada de inibir o crescimento de bactérias. Alguns
estudos com LAAO's utilizaram as mesmas cepas deste trabalho, a exemplo de:
LAAO de C. d. cumanensis e de B. moojeni em S. aureus ATCC25923 (VARGAS et
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al., 2013; STABELI et al., 2007); LAAO de B. pauloensis e Ophiophagus hannah em
S. aureus ATCC1556 e S. aureus, respectivamente (RODRIGUES et al., 2009; LEE
et al., 2011); LAAO de B. atrox e B. mattogrosensis em S. aureus ATCC29213
(PAIVA et al., 2011; OKUBO et al., 2012); LAAO de B. alternatus e B. moojeni em E.
coli ATCC 29648 (STABELI et al., 2004; STABELI et al., 2007), LAAO de B. pirajai,
B. pauloensis e O. hannah em E. coli ATCC 25922 (IZIDORO et al., 2006;
RODRIGUES et al., 2009; LEE et al., 2011); LAAO de B. mattogrosensis em E. coli
ATCCB8739, E. faecalis ATCC 12953 e K. pneumoniae ATCC13885 (OKUBO et al.,
2012); LAAO de O. hannah em K. pneumoniae (LEE et al., 2011); LAAO de B.
pirajai e B. moojeni em P. aeruginosa ATCC27853 e ATCC 15442 (IZIDORO et al.,
2006; STABELI et al., 2007); LAAO de B. moojeni e B. mattogrosensis em S.
typhimurium ATCC14028 (STABELI et al., 2007; OKUBO et al., 2012).

A LAAO pode ter sua atividade alterada em presenca da catalase (ALVES, 2007;
RODRIGUES et al.,, 2009; GUO et al.,, 2012; VARGAS et al.,, 2013) e no
congelamento (CURTI; MASSEY; ZMUDKA, 1968), contudo sabe-se que existem
LAAQO's que ndo sofrem inativagcdo por congelamento a exemplo das LAAOs das
serpentes O. hannah (LEE et al., 2011), Agkistrodon halys blomhoffii e Naja naja
oxiana (GUO et al., 2012). Sao necessarios a realizacdo de mais estudos, tanto com
o VCC quanto com o VBL, para investigar se o componente responsavel pela acéao é
uma LAAO e também se ocorre alteracdo no  processo de

congelamento/descongelamento.

No teste inicial todas as cepas multirresistentes de P. aeruginosa (SOMR 1, 2 e 3)
apresentaram halo de inibicAo para os venenos testados, contudo, no teste de
microdiluicio em caldo apenas para a P. aeruginosa SOMR 1 nao houve a
determinacdo das CIM's para ambos os venenos. Nao podemos afirmar qual
mecanismo de resisténcia cada uma delas possui, embora possamos sugerir que
na P. aeruginosa SOMR 1 esteja ligado a parede celular (devido a perda ou
expressao reduzida de porinas), pois os controles utilizados nos testes foram
antibioticos que agem nesta estrutura e somente esta cepa apresentou valores de
CIM classificada como de sensibilidade 'intermediaria’ (CLSI, 2013). Outra hipétese
esta relacionada ao tipo de substancias presentes no VBL e VCC com ac¢do sobre

esta bactéria. Apenas a cepa SOMR 1 apresentou mudanca no padrdo da resposta
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entre os dois testes para os dois venenos, com isso podemos concluir que sao
substancias diferentes que agem neste grupo, uma vez que a SOMR 2 e 3

continuaram exibindo resposta.

Ao comparar a acao do VBL sobre as cepas de S. aureus (25923, 6538P, SOMR 1 e
2), percebemos que nas cepas 25923 e 6538P os valores de CIM encontrados s&o
iguais (CIMyg =15,625ug/ml), nas cepas multirresistentes o VBL s6 manteve sua
capacidade de acdo em SOMR 2 em uma concentracdo 24 vezes maior do que a
observada para a 25923 e a 6538P. Isto pode ser devido a composi¢ao lipidica das
membranas, talvez o mecanismo de resisténcia da SOMR 2 seja uma modificagéo
na parede celular com alteracédo de cargas, o aumento da positividade impediria uma
maior quantidade de ligacdes da substancia com atividade (BROGDEN, 2005;
EPAND; EPAND, 2010), isso pode ocorrer com as PLA2s por exemplo, que se ligam
a lipidios com carga negativa (aniénico) (FOREMAN-WYKERT et al., 1999; DEVINE;
HANCOCK, 2002; BARBOSA et al., 2005).

Os valores de CIMyp =15,625ug/ml e CIMycc=46,875ug/mL determinados no teste
de microdiluicdo para a cepa S. aureus 25923, nos revela que estes venenos totais
tem um potencial de atividade consideravel quando comparados com os valores
encontrados em outros estudos que utilizaram fracdes obtidas de outros venenos
para esta mesma cepa, a exemplo de uma lectina isolada de B. pauloensis
(CIM=31,25ug/mL) (CASTANHEIRA et al., 2013); uma PLA2 de Porthidium nasutum
(CIM=32ug/mL) (VARGAS et al, 2012); uma LAAO de C. d. cumanensis
(CIM=8ug/mL) (VARGAS et al.,, 2013) e dos venenos totais de Calloselasma
rhodostoma (CIM=125ug/mL) e O. hannnah (CIM=250ug/mL) (SAN et al., 2010).

Nunes e colaboradores (2011) também utilizaram a cepa de S. aureus 6538P em
testes de atividade bioldgica e encontraram o valor de CIM, para uma lectina
purificada de B. leucurus, de 31,25ug/ml, em nosso trabalho realizamos os testes
com o veneno total da mesma serpente e encontramos a CIMyg =15,625ug/ml. O
veneno total exibiu um valor de CIM duas vezes menor para esta cepa, dando
indicios que existe mais de uma substancia capaz de agir em sinergismo na cepa S.
aureus 6538P. Alem disso, que a substancia que possui maior atividade nesta cepa

nao deve ser a lectina.
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Além das espécies Gram-negativas P. aeruginosa SOMR 2 e 3 e a Gram-positiva S.
aureus 25923, as espeécies de Vibrio também apresentaram valores de CIM com o
uso do VCC. E possivel observar na Figura 20 que foram necessarias
de Vibrio. Os valores das CIM's encontradas para as espécies de Vibrio neste
trabalho, estdo numa faixa menor de valores encontrados por alguns autores para
outras bactérias Gram-negativas, a exemplo da Burkholderia pseudomallei
(CIM=248ug/ml - Daboia russelli siamensis) (SAMY et al., 2006); Citrobacter freundii
(CIM=100pg/ml - B. jararacussu), Shigella flexeneri e Moraxella catarrhalis ndo
sofreram inibicdo na C=400ug/ml - B. jararacussu (COSTA, 2012) e Proteus mirabilis
(CIM=256pg/ml - B. mattogrosensis) (OKUBO et al., 2012). Os valores encontrados
para os Vibrios se relacionam com o uso do veneno total e os exemplos citados
utilizam fragdes purificadas de outros venenos, ainda assim estas fragdes exibem

um resultado de atividade com poténcia inferior guando comparado com o VBL.

No teste de disco difusdo para as cepas Gram-positivas S. saprophyticus e E.
faecalis e as Gram-negativas E. coli, K. pneumoniae (70063 e 1705) e a S.
tiphymurium, o VBL e VCC apresentaram halo de inibicdo demonstrando que estes
venenos possuem atividade frente a estes microrganismos. Porém, no teste de
microdiluicdo em caldo nado foi possivel determinar as CIM's destes venenos. A
composicdo dos venenos com base em membros das familias tipicas de proteinas e
suas quantidades relativas € o que da a cada veneno de serpente suas propriedades
Unicas e caracteristicas (FOX, 2013), com a capacidade ou ndo de exercer atividade

antimicrobiana.

No nosso estudo o VBL nao apresentou halo de inibicdo no teste de disco difuséo
para as cepas de Candida, semelhante ao observado por Torres e colaboradores
(2010b) contra a C. albicans. O VCC também néo formou halos de inibigdo contra as
leveduras, como observado por Neves (2008) que utilizou o veneno de Crotalus
durissus ruruima contra a C. albicans ATCC 3632. Por outro lado diversos estudos
com venenos totais e fracdes, tem demonstrado o potencial desses compostos como
agentes antifingicos. Murillo e colaboradores (2007), mostraram que um peptideo
sintético derivado da miotoxina II, homdélogo da PLA2 presente no veneno de
Bothrops asper, foi capaz de exercer efeitos fungicidas potentes contra as leveduras
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C. albicans, C. parapsilosis, C. guilliermondii, C. lusitanie, C. viswanathii, C. krusei,
C. albicans SC5314, C. glabrata, C. valida, C. tropicalis, C. kefyr e Saccharomyces
cerevisiae. Magaldi e colaboradores (2002), realizando testes de difusdo em agar
observaram a formacéo de halos de inibicdo frente a isolados clinicos de leveduras
(C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis, C. dubliniensis, C. tropicalis e C. glabrata) e
fungos filamentosos (Sporothrix schenkii, Penicillium spp., Aspergillus spp.,
Aspergillus terreus, Mucor indicus, Rhizopus spp. e Rhinocladiella aquaspersa) com
0 uso do veneno total de Crotalus durissus cumanensis. Yamane e colaboradores
(2013) realizaram teste de microdiluicdo com crotamina isolada de Crotalus durissus
terrificus que apresentou atividade contra leveduras (C. albicans 10C4558, C.
glabrata 10C 4565, C. guilliermondii IOC 4557, C. krusei I0C 4559, C. parapsilosis
IOC 4564, C. tropicalis IOC 4560 e Cryptococcus neoformans IOC 4528) e fungos
filamentosos (Aspergillus fumigatus I0C 4526, Trichophyton rubrum IOC 4527 e
Trichosporon spp. |I0C 4569).

As serpentes B. asper e B. leucurus, além de serem de espécies diferentes estdo
presentes em regides diferentes, varios estudos atribuem a variagdo na composicao
do veneno a uma adaptacado evolutiva relacionada a dieta, a variacdo geografica, a
variacao intraespecifica e a idade das serpentes (CHIPPAUX; WILLIAMS; WHITE,
1991; DALTRY; WUSTER; THORPE, 1996; SARAVIA et al., 2002; BARLOW et al.,
2009; CALVETE et al., 2009; GUTIERREZ et al., 2009; BOLDRINI-FRANCA, et al.,
2010), isso também se aplica as espécies de Crotalus, dai a necessidade de estudar
venenos de diferentes espécies. E possivel que ndo existam na composicdo do VBL
e do VCC nenhuma substancia ativa contra as leveduras testadas ou ainda que
existam substancias ativas, mas em baixas concentracdes e ndo tenham gerado
respostas semelhantes ao observado nos estudos de Murillo e colaboradores
(2007), Magaldi e colaboradores (2002) e Yamane e colaboradores (2013).

Os fungos filamentosos Aspergillus niger e Microsporum gypseum foram inibidos
pelo VBL na mesma concentracao (CIMyg =4000ug/ml), mas nao foi determinada a
CIM para o VCC. Quando comparamos os resultados obtidos de CIM entre o VBL e
o controle AnfB, percebemos que a inibicdo pelo VBL € gerada por uma
concentracdo extremamente alta do veneno, diante disso podemos considerar que

no veneno total a concentracdo de principios ativos pode ser inferior ou nao é
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suficiente para exercer uma atividade mais intensa se comparada a de venenos
fracionados, ou ainda, que existam substancias que estdo antagonizando com as
substancias que apresentaram atividade, diminuindo assim a poténcia desta acao.
Em relacdo ao VCC, o fato de ndo termos conseguido determinar sua CIM para
estes microrganismos, revela que eles podem apresentar mecanismos de defesa
que impedem a ligacdo de substancias especificas presentes no veneno a
receptores na membrana da célula fungica, levando assim a neutralizacdo de um
possivel efeito inibitério ou que ndo existam componentes capazes de atuar no A.
niger e no M. gypseum. Gomes e colaboradores (2005) isolaram um peptideo de B.
jararaca que inibiu o crescimento de diferentes espécies de fungos fitopatogénicos
(Fusarium oxysporum e Colletotrichum lindemuthianum) e leveduras (C.albicans e S.
cerevisiae), neste trabalho o VBL inibiu o crescimento de A. niger, um fungo que foi
isolado do caule do sisal (Agave sisalana) e causa nesta planta a doenca chamada
de podriddo vermelha (SA, 2009). Embora existam diferencas entre as composicdes
de venenos do mesmo género e também da mesma espécie, as similaridades
existentes entre eles também indicam que tipo de componentes sdo promissores de

se investigar.

Os resultados das CIM's encontrados para os fungos Microsporum canis 1 e 2 foram
iguais (CIMygnvcc=62,5ug/ml) com o uso dos dois venenos e o VBL foi 64 vezes
mais potente nesses dois fungos filamentosos do que no A. niger e no M. gypseum.
O resultado encontrado para o controle AnfB nos informa que o M. canis 1 é
resistente e o M. canis 2 & muito sensivel a este antifungico. O protocolo M38-A do
CLSI preconiza que o valor de CIM indicado como 'sensivel' para os fungos
filamentosos agrupam-se em torno de 0,5-2ug/ml. A AnfB € um antifingico poliénico
gue forma complexo com o ergosterol e rompe a membrana plasmatica fangica, o
gue resulta no aumento da permeabilidade da membrana, a vazdo do conteudo
citoplasmatico e por fim a morte celular (BRASIL, 2010b; KATHIRAVAN et al., 2012).
Podemos inferir que devido a resisténcia apresentada pelo M. canis 1 ao antifungico,
gue os venenos atuam por outro mecanismo diferente do controle utilizado, ou seja
eles ndo formam complexo com o ergosterol. Perante a alta sensibilidade
apresentada pelo M. canis 2 a AnfB, sugere-se que 0s venenos néo se liguem ao
ergosterol, visto que a concentracdo dos venenos em relacdo ao antifingico é 500

vezes maior, logo, eles devem agir por outra via.
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Notamos que existe um efeito inibitorio do VBL para todos os fungos filamentosos
testados, entretanto os valores de CIM encontrados sao muito distantes um do outro,
e isso pode relacionar-se com as diferencas constitucionais (quantidade e natureza
guimica dos componentes) desses microrganismos e/ou 0s mecanismos de acdo do
veneno na célula fungica, esses fatores de interacdo com os compostos do veneno é

gue geram uma maior, menor ou henhuma inibicdo do VBL e do VCC.

Com base nos estudos obtidos até aqui, podemos considerar 0os venenos totais das
serpentes Bothrops leucurus e Crotalus durissus cascavella importantes ferramentas
com potencial para obtencdo de novos agentes terapéuticos. Diante dos resultados
observa-se que existem compostos nos dois venenos que exerceram atividade na
maioria dos microrganismos testados. E importante ressaltar que como se trata de
venenos totais, muitas substancias podem estar atuando sobre esses
microrganismos. Bactérias e fungos variam amplamente na composi¢cao das suas
membranas e paredes, portanto, era esperado que exibissem diferentes
sensibilidades aos venenos, ndo sendo ainda possivel avaliar se uma ou mais
substancias sdo responsaveis pelos resultados encontrados. Assim o isolamento,
purificacdo e a caracterizacdo funcional dos componentes de VBL e VCC podera
prover informacdes sobre seus alvos e mecanismos de acdo, tornando possivel o

Seu uso como agentes antimicrobianos.
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7 CONCLUSAO

Os resultados encontrados confirmam que ambos 0s venenos totais das serpentes
B. leucurus e C. d. cascavella tem potencial antimicrobiano contra bactérias e
fungos. Os dados apresentados sobre o VBL e o VCC demonstraram sua atividade
através da formacao de halos de inibicdo do crescimento frente a 19 e 18 cepas de
bactérias, respectivamente. A acdo dos dois venenos nos testes de disco difusao foi

dose-dependente para a maioria dos microrganismos.

Nos testes de microdiluicdo em caldo, o VBL agiu frente a 10 cepas de bactérias e o
VCC em 6 cepas, que tiveram suas CIM's determinadas. As diferencas encontradas
nas respostas apresentadas entre os testes pode estar relacionada a alteracdes na

estabilidade de uma ou mais substancias.

O VBL apresentou atividade frente a todos quatro fungos filamentosos submetidos
ao teste de microdiluicdo em caldo e o VCC em dois deles, apresentando valores

menores ou iguais de CIM encontrados para as bactérias.

Os valores das CIM's determinadas para os dois venenos, demonstram que o VBL
possui maior (atividade, intensidade ou poténcia) na inibicdo de todos
microrganismos do que o VCC. Acredita-se, mediante os resultados encontrados,
que € possivel que mais de uma substancia tenha agido na inibicdo do crescimento

dos microrganismos.

Todos os resultados obtidos neste trabalho revelam o amplo potencial de uso dos
venenos de B. leucurus e C. d. cascavella e reforcam a necessidade de
fracionamento e purificacdo deles, para o isolamento dos componentes e seu

posterior uso como agentes antimicrobianos.



67

REFERENCIAS

ALEXOPOULOQOS, C.J.; MIMS, C.W.; BLACKWELL, M. 1996. Introductory
Mycology. New York: John Wiley & Sons, Inc. 865p.

ALVES, R. M. Isolamento e caracterizacao bioquimica e funcional de L-
aminoacido oxidase do veneno de Bothrops atrox. 2007. 112 f. Dissertacao
(Mestrado em Toxicologia) — Universidade de Sao Paulo (USP), Ribeirdo Preto, SP,
2007.

ANDREWS, J. M. Determination of minimum inhibitory concentrations. J.
Antimicrob. Chemother., 2001, v.48, Suppl. S1, p.5-16.

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Medidas de Prevencéao e
controle da Resisténcia Microbiana e Programa de uso Racional de
Antimicrobianos em Servi¢cos de Saude. Disponivel em: < http://www.anvisa.go
v.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/rm_controle/inicio.htm >. Acesso em: 20
jul 2013.

ARAGAO, E. A. Efeito bactericida de fosfolipase A2-Lys49: O papel da regi&o C-
terminal na atividade de Bothropstoxina-l em membranas bioldgicas e
artificiais. 2005. 118 f. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) — Universidade de Séo
Paulo (USP), Ribeirdo Preto, SP. 2005.

AVILES-OLMOS, I. et al. Exenatide and the treatment of patients with
Parkinson’s disease. The Journal of Clinical Investigation, 2013, v.123, n.6, p.2730-
2736.

BARBOSA, P. S. F. et al. Renal and antibacterial effects induced by myotoxin |
and Il isolated from Bothrops jararacussu venom. Toxicon, 2005, v.46, p.376—
386.

BARLOW, A. et al. Coevolution of diet and prey-specific venom activity
supports the role of selection in snake venom evolution. Proc. R. Soc. B, 2009,
v.276, p.2443-2449.

BERNILS, R. S.; COSTA, H. C. (Org.). 2012. Répteis brasileiros: Lista de
espécies. Versao 2012.2. Sociedade Brasileira de Herpetologia. Disponivel em:
< http://www.sbherpetologia.org.br/ >. Acesso em: 15 abr.2013.


http://portal.anvisa.gov.br/wps/portal/anvisa/anvisa/busca/!ut/p/c5/rVDJdoJAEPyWfIBOz8h6BB1gBgFZNMqFp4C44BIhIHx9NDnHXNJ16levuqoLxeiB87rZF-t6fzmvS7REsZTYvsVMAKJ6kTIBJkSBpdpjz8AYvaMlCEl46K6sP_bBQfbBOWI7vLHWmdDeoS1xN2Hr0t20gpY4kdZW8464E9aBouKF4VPNk6x-1r49vFZSAr-MBs8kY1OzBHn62CV9DMwUXUn0PTBF-FH_woNH_vjjlfp5_a8W4hfpvt2f_IvfViiWk4VJFMs2MZhc1oHRyDI8MDgsAEX_2PNrL_KvXhzF-81p2KanIQwlRcayiBWQR4IkCSJ6D1bdnV5YS7VFwoNomZbbzTzbRfuaxDEPY67nUTGYbD_wxJezWqz6w041pq7RjQtcXpIZ4Q33ee2sfbtklcCcrT2ojnlHr-H5HjUe6ey6M-uUzPuwpJ7vpPTzdjOq0_w-unSD5ppl50N0FD6rRp2qRW5tMkM97_WB8oZc63LKf9oaYXA0HWtgBgsNmEW5RBxuWjMZrcq8WKcdup4a255KgYIfGO38L3TKPco!/?1dmy&urile=wcm%3apath%3a//Anvisa%20Portal/Anvisa/Inicio/Servicos%20de%20Saude/Publicacao%20Servicos%20de%20Saude/Cursos%20Medidas%20de%20Prevencao%20e%20controle%20da%20Resistencia%20Microbiana%20e%20Programa%20de%20uso%20Racional%20de%20Antimicrobianos%20em%20Servicos%20de%20Saude
http://portal.anvisa.gov.br/wps/portal/anvisa/anvisa/busca/!ut/p/c5/rVDJdoJAEPyWfIBOz8h6BB1gBgFZNMqFp4C44BIhIHx9NDnHXNJ16levuqoLxeiB87rZF-t6fzmvS7REsZTYvsVMAKJ6kTIBJkSBpdpjz8AYvaMlCEl46K6sP_bBQfbBOWI7vLHWmdDeoS1xN2Hr0t20gpY4kdZW8464E9aBouKF4VPNk6x-1r49vFZSAr-MBs8kY1OzBHn62CV9DMwUXUn0PTBF-FH_woNH_vjjlfp5_a8W4hfpvt2f_IvfViiWk4VJFMs2MZhc1oHRyDI8MDgsAEX_2PNrL_KvXhzF-81p2KanIQwlRcayiBWQR4IkCSJ6D1bdnV5YS7VFwoNomZbbzTzbRfuaxDEPY67nUTGYbD_wxJezWqz6w041pq7RjQtcXpIZ4Q33ee2sfbtklcCcrT2ojnlHr-H5HjUe6ey6M-uUzPuwpJ7vpPTzdjOq0_w-unSD5ppl50N0FD6rRp2qRW5tMkM97_WB8oZc63LKf9oaYXA0HWtgBgsNmEW5RBxuWjMZrcq8WKcdup4a255KgYIfGO38L3TKPco!/?1dmy&urile=wcm%3apath%3a//Anvisa%20Portal/Anvisa/Inicio/Servicos%20de%20Saude/Publicacao%20Servicos%20de%20Saude/Cursos%20Medidas%20de%20Prevencao%20e%20controle%20da%20Resistencia%20Microbiana%20e%20Programa%20de%20uso%20Racional%20de%20Antimicrobianos%20em%20Servicos%20de%20Saude
http://portal.anvisa.gov.br/wps/portal/anvisa/anvisa/busca/!ut/p/c5/rVDJdoJAEPyWfIBOz8h6BB1gBgFZNMqFp4C44BIhIHx9NDnHXNJ16levuqoLxeiB87rZF-t6fzmvS7REsZTYvsVMAKJ6kTIBJkSBpdpjz8AYvaMlCEl46K6sP_bBQfbBOWI7vLHWmdDeoS1xN2Hr0t20gpY4kdZW8464E9aBouKF4VPNk6x-1r49vFZSAr-MBs8kY1OzBHn62CV9DMwUXUn0PTBF-FH_woNH_vjjlfp5_a8W4hfpvt2f_IvfViiWk4VJFMs2MZhc1oHRyDI8MDgsAEX_2PNrL_KvXhzF-81p2KanIQwlRcayiBWQR4IkCSJ6D1bdnV5YS7VFwoNomZbbzTzbRfuaxDEPY67nUTGYbD_wxJezWqz6w041pq7RjQtcXpIZ4Q33ee2sfbtklcCcrT2ojnlHr-H5HjUe6ey6M-uUzPuwpJ7vpPTzdjOq0_w-unSD5ppl50N0FD6rRp2qRW5tMkM97_WB8oZc63LKf9oaYXA0HWtgBgsNmEW5RBxuWjMZrcq8WKcdup4a255KgYIfGO38L3TKPco!/?1dmy&urile=wcm%3apath%3a//Anvisa%20Portal/Anvisa/Inicio/Servicos%20de%20Saude/Publicacao%20Servicos%20de%20Saude/Cursos%20Medidas%20de%20Prevencao%20e%20controle%20da%20Resistencia%20Microbiana%20e%20Programa%20de%20uso%20Racional%20de%20Antimicrobianos%20em%20Servicos%20de%20Saude

68

BJARNASON, J. B.; FOX, J. W. Hemorrhagic metalloproteinases from snake
venoms. Pharmacol Ther, 1994, v.62, n.3, p.325-72.

BLAYLOCK, R. S. Antibacterial properties of KwaZulu Natal snake venoms.
Toxicon, 2000, v.38, n.11, p.1529-34.

BLUNT, C. A.; VAN VUUREN, M.; PICARD, J. Antimicrobial susceptibility profiles
of Staphylococcus intermedius isolates from clinical cases of canine pyoderma
in South Africa. Journal of the South African Veterinary Association, 2013, v. 84,
n.1, Art. #276, 6 pages. Disponivel em: < http://dx.doi.org/10.4102/jsav a.v84i1.276
>. Acesso em: 20 fev. 2014.

BOLDRINI-FRANGCA, J. et al. Snake venomics and antivenomics of Crotalus
durissus subspecies from Brazil: Assessment of geographic variation and its
implication on snakebite management. Journal of proteomics, 2010, v.73, p.1758
—1776.

BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. FUNASA - Fundagdo Nacional de Sadde.
Manual de diagnostico e tratamento de acidentes por animais pe¢conhentos.
2.ed. Brasilia, 2001. 112p.

BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. Secretaria de Vigilancia em Saude.
Departamento de Vigilancia Epidemiolégica. Guia de vigilancia epidemiolégica. 7.
ed. Brasilia-DF, 2010a. 816 p. — (Série A. Normas e Manuais Técnicos).

BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. Secretaria de Ciéncia, Tecnologia e Insumos
Estratégicos. Departamento de Assisténcia Farmacéutica e Insumos Estratégicos.
Formulario terapéutico nacional 2010: Rename. 2. ed. Brasilia-DF, 2010b. 1135 p.
— (Série B. Textos Basicos de Saude).

BRAUD, S.; BON, C.; WISNER, A. Snake venom proteins acting on hemostasis.
Biochimie, 2000, v.82, p.851-859.

BREGGE-SILVA, C. et al. Isolation and biochemical, functional and structural
characterization of a novel L-amino acid oxidase from Lachesis muta snake
venom. Toxicon, 2012, v.60, p.1263-1276.

BROGDEN, K. A. Antimicrobial peptides: pore formers or metabolic Inhibitors
in bacteria? Nature Reviews Microbiology, 2005, v.3, p.238-250.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Blaylock%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10775753
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10775753

69

CALVETE, J. J. et al. Venoms, venomics, antivenomics. FEBS Letters, 2009,
v.583, p.1736-1743.

CASTANHEIRA, L. E. et al. Biochemical and functional characterization of a C-
type lectin (BpLec) from Bothrops pauloensis snake venom. International
Journal of Biological Macromolecules, 2013, v. 54, p.57— 64.

CASTRO, F. O. F. Avaliagdo da atividade néo citotoxica do veneno da cobra
Bothrops pauloensis em células mononucleares do sangue periférico humano.
2011. 67 f. Dissertagéo (Mestrado em Ciéncias Ambientais e Saude) — Pontificia
Universidade Catdlica de Goias (PUC), Goiania, GO, 2011.

CHEN, L.W. et al. Bactericidal effect of Naja nigricollis toxin y is related to its
membrane-damaging activity. Peptides, 2011, v.32, n.8, p.1755-63.

CHIPPAUX, J. P.; WILLIAMS, V.; WHITE, J. Snake venom variability: methods of
study, results and interpretation. Toxicon, 1991, v.29, n.11, p.1279-1303.

CISCOTTO, P. H. C. Purificacao e caracterizacédo bioldgica (estrutural,
antibacteriana, antiparasitaria, hemolitica e antigénica) de componentes do
veneno da serpente Bothrops jararaca. 2005. 102f. Dissertacéo (Mestrado em
Bioquimica e Imunologia) — Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo
Horizonte, MG, 2005.

CISCOTTO, P. et al. Antigenic, microbicidal and antiparasitic properties of an L-
amino acid oxidase isolated from Bothrops jararaca snake venom. Toxicon,
2009, v.53, p.330-341.

CLARDY, J.; C. WALSH. Lessons from natural molecules. Nature, 2004, v. 432,
p.829-837.

CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE (CLSI). Methods for
antimicrobial dilution and disk susceptibility testing of infrequently isolated or
fastidious bacteria; Proposed Guideline. CLSI document M45-P. Wayne, PA.,
2005.

CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE (CLSI). Methods for
antifungal disk diffusion susceptibility test of yeasts; Approved Standard—2" .
CLSI document M44-A2. Wayne, PA., 2009.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20LW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21762738
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21762738

70

CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE (CLSI). Performance
standards for antimicrobial disk susceptibility tests; Approved Standard—11" .
CLSI document M02-Al11. Wayne, PA., 2012.

CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE (CLSI). Methods for
dilution antimicrobial susceptibility tests for bacteria that grow aerobically;
Approved Standard—9" . CLSI document M07-A9. Wayne, PA., 2012.

CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE (CLSI). Performance
standards for antimicrobial susceptibility testing; Twenty-Third Informational
Supplement. CLSI document M100-S23. Wayne, PA., 2013

CLISSA, P. B. Otimizagao da atenuacgao da toxicidade do veneno crotélico
irradiado e estudo de suas propriedades imunoldgicas. 1997. 79f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias na area de Tecnologia Nuclear) Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares - Autarquia associada a Universidade de Sao Paulo (USP),
Séo Paulo, SP, 1997.

COSTA, N. C. S. Caracterizacao parcial e avaliacdo do potencial antibacteriano
e antitumoral de uma L-aminoacido oxidase isolada de Bothrops jararacussu.
2012. 54 f. Dissertacao (Mestrado em Biologia Celular e Estrutural) — Universidade

Federal Vicosa (UFV), Vigcosa, MG, 2012.

CURTI, B.; MASSEY, V.; ZMUDKA, M. Inactivation of snake venom |-amino acid
oxidase by freezing. J. Biol. Chem. 1968, v.243, n.9, p.2306-2314.

DALTRY, J. C.; WUSTER, W.; THORPE, R. S. Diet and snake venom evolution.
Nature, 1996, v.379, p.537-540.

DEOLINDO, P. et al. L-amino acid oxidase activity present in fractions of
Bothrops jararaca venom is responsible for the induction of programmed cell
death in Trypanosoma cruzi. Toxicon, 2010, v.56, p.944-955.

DEVINE, D. A.; HANCOCK, R. E. W. Cationic peptides: distribution and
mechanisms of resistance. Current Pharmaceutical Design, 2002, v.8, n.9, p.703-
714.

DIZ-FILHO, E. B. S. et al. Enzymatic and structural characterization of new PLA2
isoform isolated from white venom of Crotalus durissus ruruima. Toxicon, 2009,
v.53, p.104-114.



71

ENG, J. et al. Isolation and characterization of Exendin-4, an Exendin-3
analogue, from Heloderma suspecturn Venom. The Journal Of Biological
Chemistry, 1992, v.267, n.11, p.7402-7406.

EPAND, R. M.; EPAND, R. F. Lipid domains in bacterial membranes and the
action of antimicrobial agents. Biochimica et Biophysica Acta, 2009, v.1788,
p.289-294.

EPAND, R. M.; EPAND, R. F. Bacterial membrane lipids in the action of
antimicrobial agents. J. Pept. Sci. 2010, v,17, p. 298-305.

FERNANDES, P. Antibacterial discovery and development - the failure of
success? Nature Biotechnology, 2006, v.24, n.12, p. 1497-1503.

FERREIRA-JUNIOR R. S. et al. Immunological assessment of mice
hyperimmunized with native and cobalt-60-irradiated bothrops venoms. J.
Venom. Anim. Toxins incl. Trop. Dis., 2005, v.11, n.4, p. 447-464.

FERREIRA, S. H. Aspectos histéricos da hipertensédo. Do fator de potenciagéo
da bradicinina aos inibidores da ECA. HiperAtivo, 1998, v.5, n.1, p.6-7.

FISCHBACH, M. A.; WALSH, C. T. Antibiotics for emerging pathogens. Science,
2009, v.325, n.5944, p.1089-1093.

FOREMAN-WYKERT, A. K. et al. Cell-wall determinants of the bactericidal action
of group IlIA phospholipase A2 against Gram-positive bacteria. The Journal of
Clinical Investigation,1999, v.103, n.5, p.715-721.

FOX, J. W. A brief review of the scientific history of several lesser-known snake
venom proteins: L-amino acid oxidases, hyaluronidases and
phosphodiesterases. Toxicon, 2013, v.62, p.75-82.

FRANCA, R.C.; GERMANO, C.E.S.; FRANCA, F.G.R. Composition of a snake
assemblage inhabiting an urbanized area in the Atlantic Forest of Paraiba
State, Northeast Brazil. Biota Neotrop. v.12, n.3. Disponivel em: < http://www.biotan
eotropica.org.b r/vl2n3/en/abstrac t?inventory+bn00612032012 >. Acesso em: 14
ago. 2013.



72

FRY, B. G. et al. The toxicogenomic multiverse: Convergent recruitment of
proteins into animal venoms. Annu. Rev. Genomics Hum. Genet. 2009, v.10,
p.483-511.

GALLO M. B. C. et al. Natural products from endophytic fungi. Microbial
Biotechnology. Biotechnology division North East Intitute of Science and
Technology. 410p. Assam. India. 2008.

GALLWITZ, B. Exenatide in type 2 diabetes: treatment effects in clinical studies
and animal study data. Int J Clin Pract, 2006, v.60, n.12, p.1654-1661.

GOMES, V. M. et al. Purification and characterization of a novel peptide with
antifungal activity from Bothrops jararaca venom. Toxicon, 2005, v.45, n.7,
p.817-27.

GOMES, M. S. R. Purificagao e caracterizagdo de BthMP: Uma nova
metaloproteinase de veneno de Bothrops moojeni (Caicaca). 2006. 72 f.
Dissertacdo (Mestrado em Genética e Bioquimica) — Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG), Belo Horizonte, MG, 2006.

GUARDABASSI, L.; LOEBER, M. E.; JACOBSON, A. Transmission of multiple
antimicrobial-resistant Staphylococcus intermedius between dogs affected by
deep pyoderma and their owners. Veterinary Microbiology, 2004, v.98, p.23-27.

GUIMARAES, D. O.; MOMESSO, L. S.; PUPO, M. T. Antibioticos: importancia
terapéutica e perspectivas para a descoberta e desenvolvimento de novos
agentes. Quim. Nova, 2010, v.33, n.3, p.667-679.

GUO, C. et al. Past decade study of snake venom L-amino acid oxidase.
Toxicon, 2012, v.60, p.302-311.

GUTIERREZ, J. M. et al. Snake venomics and antivenomics: Proteomic tools in
the design and control of antivenoms for the treatment of snakebite
envenoming. Journal of proteomics, 2009, v.72, p.165-182.

HARVEY, A. Strategies for discovering drugs from previously unexplored
natural products. Drug Discovery Today, 2000, v.5, n. 7, p.294-300.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gomes%20VM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15904677
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15904677

73

IZIDORO, L. F. M. et al. Biochemical and functional characterization of an L-
amino acid oxidase isolated from Bothrops pirajai snake venom. Bioorganic &
Medicinal Chemistry, 2006, v.14, p.7034—7043.

IZIDORO, L. F. M. Caracteriza¢&o bioquimica e funcional de uma nova L-
aminoacido oxidase isolada da peconha da serpente Bothrops pirajai. 2007. 74
f. Tese (Doutorado em Genética e Bioquimica) — Universidade Federal de
Uberlandia (UFU), Uberlandia, MG, 2007.

JONEBRING, A. et al. Expression and characterization of recombinant ecarin.
Protein J, 2012, v.31, p.353—-358.

JONES, R. N. Prediction of enterococcal imipenem susceptibility using
ampicillin or penicillin mics: More evidence for a class concept. Journal of
Clinical Microbiology, 2001, v.39, n.10, p. 3810-3811.

KATHIRAVAN, M. K. et al. The biology and chemistry of antifungal agents: A
review. Bioorganic & Medicinal Chemistry, 2012, v.20, n.19, p.5678-5698.

KELESIDIS, T.; TSIODRAS, S. Staphylococcus intermedius is not only a
zoonotic pathogen, but may also cause skin abscesses in humans after
exposure to saliva. International Journal of Infectious Diseases, 2010, v.14, e838—
e841.

KOH, D. C. |.; ARMUGAM, A.; JEYASEELAN, K. Snake venom components and
their applications in biomedicine. Cell. Mol. Life Sci., 2006, v.63, p.3030-3041.

KONEMAN, E. W. Diagndéstico Microbioldgico - Texto e Atlas Colorido. 6. ed.,
Janeiro, Guanabara Koogan, 2008.

KONNO, K. et al. Crotalphine, a novel potent analgesic peptide from the venom
of the South American rattlesnake Crotalus durissus terrificus. Peptides, 2008,
v.29, p.1293 —-1304.

KORNALIK, F.; BLOMBACK, B. Prothrombin activation induced by ecarin - a
prothrombin converting enzyme from Echis carinatus venom. Thrombosis
Research, 1975, v.5, p.53-63.

KURODA, K.; CAPUTO, G. A. Antimicrobial polymers as synthetic mimics of
host-defense peptides. WIREs Nanomed Nanobiotechnol, 2013, v.5, p.49-66.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kathiravan%20MK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22902032

74

LAMEU,C. et al. The central nervous system as target for antihypertensive
actions of a proline-rich peptide from Bothrops jararaca venom. Cytometry Part
A, 2010, 77A: 220-230.

LEE, M.L. et al. Antibacterial action of a heat-stable form of L-amino acid
oxidase isolated from king cobra (Ophiophagus hannah) venom. Comp Biochem
Physiol C Toxicol Pharmacol, 2011, v.153, n.2, p.237-42.

LEVISON, W. Microbiologia Médica e Imunologia.10. ed., Porto Alegre, ARTMED,
2010.

LIMA, D. V. et al. Snake Venom: Any clue for antibiotics and cam? Evidence-
Based Complementary and Alternative Medicine, 2005, v.2, n.1, p.39-47.

LIMA, M. E. et al. Toxinology in Brazil: A big challenge for arich biodiversity.
Toxicon, 2010, v.56 p.1084-1091.

LIRA-DA-SILVA, R. M. Estudo farmacoldgico do veneno de Bothrops leucurus
(Serpentes; Viperidae). 2001. 182 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Médicas) —
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Campinas, SP. 2001.

MAGALDI, S. et al. Antifungal activity of Crotalus durissus cumanensis venom.
Mycoses, 2002, v.45, p. 19-21.

MANCIN, A. C. et al. The analgesic activity of crotamine, a neurotoxin from
Crotalus durissus terrificus (south american rattlesnake) venom: a biochemical
and pharmacological study. Toxicon, 1998, v.36, n.12, p. 1927-1937.

MARSH, N. A. Diagnostic uses of snake venom. Haemostasis, 2001; v.31, p.211—-
217.

McGIVERN, J. G. Ziconotide: a review of its pharmacology and use in the
treatment of pain. Neuropsychiatric Disease and Treatment, 2007, v.3, n.1, p.69—
85.

MOLINARO, E. M.; CAPUTO, L. F. G.; AMENDOEIRA, M. R. R. (Org.) Conceitos e
métodos para a formacao de profissionais em laboratérios de saude: volume 1.
Rio de Janeiro, 2009. 290 p.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lee%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21059402
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21059402
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21059402

75

MOURA, V. M.; MOURAO, R. H. V. Aspectos do ofidismo no brasil e plantas
medicinais utilizadas como complemento a soroterapia. Scientia Amazonia,
Revista on-line, 2012, v. 1, n.3, p.17-26. Disponivel em: < http://www.scientia.ufam.e
du.br >. Acesso em:10 abr. 2013.

MULLER, V. D. M. et al. Crotoxin and phospholipases A2 from Crotalus
durissus terrificus showed antiviral activity against dengue and yellow fever
viruses. Toxicon, 2012, v.59, p.507-515.

MURILLO, L. A. et al. Fungicidal activity of a phospholipase A2-derived
synthetic peptide variant against Candida albicans. Rev Esp Quimioterap, 2007,
v.20, n.3, p.330-333.

NATHAN, C. Antibiotics at the crossroads. Nature Commentary, 2004, v.431,
p.899-902.

NEVES, M. S. Avaliacdo da atividade antifungica in vitro do veneno das
serpentes amazodnicas Bothrops atrox (LINNAEUS, 1758) e Crotalus durissus
ruruima (HOGE, 1965). 2008. 36 f. Dissertacdo (Mestrado em Doencas Tropicais e
Infecciosas) — Universidade do Estado do Amazonas (UEA), Manaus, AM, 2008.

NEWMAN, D.J.; CRAGG, G. M. Natural products as sources of new drugs over
the 30 years from 1981 to 2010. J Nat Prod. 2012, v.75, n.3, p.311-335.

NNTRC - National Natural Toxins Research Center. Snake Venoms. Disponivel em:
< http://www.ntrc.tamuk.edu/ >. Acesso em: 6 abr. 2013.

NUNES E. S. et al. Purification of a lectin with antibacterial activity from
Bothrops leucurus snake venom. Comp Biochem Physiol B Biochem Mol Biol.,
2011, v.159, n.1, p.57-63.

OKUBO, B. M. et al. Evaluation of an antimicrobial [-amino acid oxidase and
peptide derivatives from Bothropoides mattogrosensis pitviper venom. PLoS
ONE, 2012, v.7, n.3, €33639.

OLIVEIRA, D. G. et al. Structural and biological characterization of a crotapotin
isoform isolated from Crotalus durissus cascavella venom. Toxicon, 2003, v.42,
p.53-62.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nunes%20Edos%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21334449
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21334449

76

OLIVEIRA, L. C. et al. Perfil de isolamento microbiano em cdes com otite média
e externa associadas. Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., 2006, v.58, n.6, p.1009-1017.

ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE (OMS). The top 10 causes of death. 2008.
Disponivel em: < http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs310/en/index.html >.
Acesso em: 20 abr. 2013.

ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE (OMS). Antimicrobial resistance.
Disponivel em: < http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs194/en/ >. Acesso em:
10 maio 2013.

PAIVA, R. M. A. etal. Cell cycle arrest evidence, parasiticidal and bactericidal
properties induced by L-amino acid oxidase from Bothrops atrox snake venom.
Biochimie, 2011, v.93, n.5, p.941-7.

PAIVA, R. O. Avaliacéo das atividades antifungicas de substancias sintéticas
frente a fungos micotoxigénicos de interesse agropecuario. 2013. 90 f. Tese

(Doutorado em Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo em Agropecuaria) — Universidade

Federal Rural de Rio de Janeiro (UFRRJ), Seropédica, RJ, 2013.

PENTAPHARM. Convulxin. Disponivel em: < http://www.pentapharm.com/content.c
fm?nav=11&content=26 >. Acesso em: 10 ago. 2013.

PENTAPHARM. Defibrase®. Disponivel em: < http://www.pentapharm.com/conten
t.cfm?nav=21&content=39&CFID=11440519&CFTOKEN=59099344 >. Acesso em:
10 ago. 2013.

PENTAPHARM. Ecarin. Disponivel em: < http://www.pentapharm.com/content.cf
m?n av=11&c ontent=26 >. Acesso em: 10 ago. 2013.

PENTAPHARM. Haemocoagulase®. Disponivel em: < http://www.pentapharm.co
m/c ontent.cfm?nav=21&content=40 >. Acesso em: 10 ago. 2013.

QUEIROZ, S. J.. Identificagdo da atividade antimicrobiana no veneno da
serpente Bothrops moojeni em bactérias Gram-negativas. 2010. 93 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Ambientais e Saude) — Pontificia Universidade
Catolica de Goias (PUC), GOIANIA, GO, 2010.

RANGEL-SANTOS, A. et al. A comparative study of biological activities of
crotoxina and CB fraction of venoms from Crotalus durissus terrificus,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=de%20Melo%20Alves%20Paiva%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21300133
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21300133

77

Crotalus durissus cascavella and Crotalus durissus collilineatus. Toxicon., v.43,
n.7, p. 801-810, 2004.

RATELSLANGEN. Crotalus durissus - South American rattlesnake. Disponivel
em: < http://www.ratelslangen.nl/gallery/Crotalus_durissus_South_American_rattl
esnake/ >. Acesso em: 10 ago. 2013.

REPTARIUM. Disponivel em: <http://www.reptarium.cz/en/taxonomy >. Acesso em:
10 ago. 2013.

REPTILE DATABASE (RDB ). Disponivel em: < http://reptile-database.reptarium.c
z/advan ced_search >. Acesso em: 9 abr. 2013.

RIOS, J. L.; RECIO, M. C.; VILLAR, A. Screening methods for natural products
with antimicrobial activity: A review of the literature. Journal of
Ethnopharmacology, 1988, v.23, p. 127-149.

RIVAS, C. S. ¢ Antibiéticos, ayer, hoy y maiana...? Revista Quimica Viva, 2006,
V.5, n.2, p.63-77.

RODRIGUES, V. M. et al. Bactericidal and neurotoxic activities of two myotoxic
phospholipases A2 from Bothrops neuwiedi pauloensis snake venom. Toxicon,
2004, v.44, p.305-314.

RODRIGUES, R. S. et al. Structural and functional properties of Bp-LAAO, a
new L-amino acid oxidase isolated from Bothrops pauloensis snake venom.
Biochimie, 2009, v.91, p.490-501.

SA, J. F. Patogénese de Aspergillus niger e biocontrole da podridédo vermelha
do sisal por Trichoderma spp. 2009. 54 f. Dissertacao (Mestrado Ciéncias
Agrarias) — Universidade Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB), Cruz das Almas,
BA, 2009.

SAJEVIC, T.; LEONARDI, A.; KRIZAJ, |. Haemostatically active proteins in snake
venoms. Toxicon, 2011, v.57, p.627-645.

SAMY, R. P. et al. In vitro antimicrobial activity of natural toxins and animal

venoms tested against Burkholderia pseudomallei. BMC Infectious Diseases,
2006, 6:100. Disponivel em: < http://www.biomedcentral.com/1471-2334/6/100>.
Acesso em: 17 abr. 2013.



78

SAMY, R. P. et al. Purification, characterization and bactericidal activities of
basic phospholipase A2 from the venom of Agkistrodon halys (Chinese pallas).
Biochimie, 2008, v.90, n.9, p.1372-88.

SAN, T.M. et al. Screening antimicrobial activity of venoms from snakes
commoly found in Malaysia. Journal of Applied Sciences, 2010, v.10, n.19, p.2328-
2332.

SANTAMARIA, C. et al. Bactericidal and antiendotoxic properties of short
cationic peptides derived from a snake venom lys49 phospholipase A2.
Antimicrobial Agents And Chemotherapy, 2005, v.49, n.4, p. 1340-1345.

SARAVIA, P. et al. Geographic and ontogenic variability in the venom of the
neotropical rattlesnake Crotalus durissus: Pathophysiological and therapeutic
implications. Rev. Biol. Trop., 2002, v.50, n.1, p.337-346.

SCHAEFER, S. Cobra Cascavel - Crotalus durissus cascavella. 2009. Disponivel
em: < http://www.biologados.com.br/especiais/instituto_butantan_turismo/cobra_casc
avel_nome_cientifico_crotalus_durissus_cascavella_viperidae_fotos.htm >. Acesso
em: 6 abr. 2013.

SELITRENNIKOFF, C. P. Antifungal Proteins. Applied and Environmental
Microbiology, 2001, v.67, n.7, p. 2883—-2894.

SHEBL, R. I. et al. Antimicrobial profile of selected snake venoms and their
associated enzymatic activities. British Microbiology Research Journal, 2012, v.2,
n.4, p.251-263.

SHIELDS, D.E.; ACLAN, J.; SZATKOWSKI, A. Chemical stability of admixtures
containing ziconotide 25mcg/mL and morphine sulfate 10mg/mL or 20mg/mL
during simulated intrathecal administration. International Journal of
Pharmaceutical Compounding, 2008, v.12, n.6, p. 553-557.

SILVEIRA, G. P. et al. Estratégias utilizadas no combate a resisténcia
bacteriana. Quim. Nova, 2006, v.29, n. 4, p.844-855.

STABELI, R. G. et al. Platelet aggregation and antibacterial effects of an L-
amino acid oxidase purified from Bothrops alternatus snake venom. Bioorganic
& Medicinal Chemistry, 2004, v.12, p.2881-2886.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Perumal%20Samy%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18472013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18472013

79

STABELI, R. G. et al. Cytotoxic I-amino acid oxidase from Bothrops moojeni:
Biochemical and functional characterization. International Journal of Biological
Macromolecules, 2007, v.41, p.132-140.

SOHRAB, H. Isolation and structure elucidation of secondary metabolites from
endophytic fungi and the plant Prismatomeris tetrandra and synthesis of (+) -

ochromycinone. 2005. 151 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Naturais) — Faculdade
de Ciéncias Naturais da Universidade de Paderborn, Alemanha, 2005.

TADA, R.; LATGE, J. P.; AIMANIANDA, V. Undressing the fungal cell wall/cell
membrane - the antifungal drug targets. Current Pharmaceutical Design, 2013,
v.19, p.3738-3747.

THE NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS
(NCCLS). Reference method for broth dilution antifungal susceptibility testing
of filamentous fungi; Approved Standard. NCCLS document M38-A. Wayne, PA,
2002.

TICLI, F. K. Caracterizacao funcional e estrutural de uma L-aminoacido oxidase
do veneno de Bothrops jararacussu e avaliagao da sua agdo antitumoral,
antiparasitaria e bactericida. 2006. 111 f. Tese (Doutorado em Toxicologia) —
Universidade de Sao Paulo (USP), Ribeirdo Preto, SP, 2006.

TORRES, A. F. C. Acdo antibacteriana, antifingica e antiparasitaria dos
venenos das serpentes Bothrops leucurus e Bothrops marajoensis e de suas
fracdes fosfolipase A2 e L-aminoacido oxidase. 2009. 101 f. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Universidade Federal do Ceara (UFC),
Fortaleza, CE, 2009.

TORRES, A. F. C. et al. Antibacterial and antiparasitic effects of Bothrops
marajoensis venom and its fractions: Phospholipase A2 and L-amino acid
oxidase. Toxicon, 2010a, v.55, p.795-804.

TORRES, A. F. C. et al. Antimicrobial activity of an L-amino acid oxidase
isolated from Bothrops leucurus snake venom. J Venom Anim Toxins incl Trop
Dis, 2010b, v.16, n.4, p. 614-622.

TOYAMA, M. H. et al. Isolation of a new L-amino acid oxidase from Crotalus
durissus cascavella venom. Toxicon, 2006, v.47, p.47-57.



80

TRIPLETT, D. A. et al. The textarin/ecarin ratio: A confirmatory test for lupus
anticoagulants. Thrombosis and Haemostasis, 1993, v.70, n.6, p. 925-931.

USAMI, Y. et al. Primary structure of two-chain botrocetin, a von Willebrand
factor modulator purified from the venom of Bothrops jararaca. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 1993, v.90, p. 928-932.

VARGAS, L. J. et al. An acidic phospholipase A2 with antibacterial activity from
Porthidium nasutum snake venom. Comparative Biochemistry and Physiology,
2012, v.161, Part B, p.341-347.

VARGAS, L. J. et al. Cloning and characterization of an antibacterial L-amino
acid oxidase from Crotalus durissus cumanensis venom. Toxicon, 2013, v.64,
p.1-11.

VU, T. T. et al. Batroxobin binds fibrin with higher affinity and promotes clot
expansion to a greater extent than thrombin. The journal of biological chemistry,
2013, v.288, n.23, p.16862-16871.

WEINSTEIN, M. P. Comparative evaluation of penicillin, ampicillin, and
imipenem mics and susceptibility breakpoints for vancomycin-susceptible and
vancomycin-resistant Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium.
Journal of Clinical Microbiology, 2001, v.39, n.7, p. 2729-2731.

WERCKENTHIN, C. et al. Antimicrobial resistance in staphylococci from
animals with particular reference to bovine Staphylococcus aureus, porcine
Staphylococcus hyicus, and canine Staphylococcus intermedius. Vet. Res.
2001, v.32, p.341-362.

WONG, E. S. W.; BELOV, K. Venom evolution through gene duplications. Gene,
2012, v.496, p.1-7.

WHC - Women's & Children Hospital, Toxinology Department. Clinical Toxinology
Resources. Snake venoms. Disponivel em: < http://www.toxinology.com/fusebox.c
fm?staticaction=snakes/ns-snvenom.htm >. Acesso em: 6 abr. 2013.

YAMANE, E. S. et al. Unraveling the antifungal activity of a South American
rattlesnake toxin crotamine. Biochimie, 2013, v.95, p.231-240.



81

YINGXIA, L. et al. Behaviroal and morfological evidence for the involvement of
glial cells in the antinocicptive effect of najanalgesin in a rat neuropathic pain
model. Biol. Pharm. Bull., 2012, v.35, n.6, p.850-854.

YOU, W. K. et al. Functional characterization of recombinant batroxobin, a
snake venom thrombin-like enzyme, expressed from Pichia pastoris. FEBS
Letters, 2004, v.571, p.67—73.

YOUNT, N. Y.; YEAMAN, M. R. Peptide antimicrobials: cell wall as a bacterial
target. Ann. N.Y. Acad. Sci., 2013, v.1277, p.127-138.



