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APRESENTACAO

A colecao “Ciencias de la salud: Oferta, acceso y uso 1 e 2” reline diversas obras
da éarea da saude, com apresentacdo de artigos que visam contribuir para o ensino
e a pesquisa. No bojo dos objetivos acrescente-se a transferéncia de conhecimento, o
atendimento de demandas sociais, gerando crescimento e desenvolvimento dos setores
publicos e privados.

Nessa senda, espera-se que a presente cole¢cao possa contribuir com o crescimento
e desenvolvimento dos servigos de salde, tendo como meta a melhoria constante da satde
da populacéo. Os capitulos retratam temas estudados, escritos no intuito de contribuir com
profissionais de saude, em seu cotidiano.

N&o pretendemos esgotar a discusséo relativa aos temas aqui tratados e esses
temas ndo constituem a totalidade dos assuntos que a Salde Coletiva recobre. Nem seria
possivel, a curto prazo, reunir todos os colegas que fazem e séo referéncias no campo. Por
isso, a presente coletdnea ndo tem fim programado porque pressupde permanente revisao
e atualizagdo. Esse € o sentido de uma coletanea de Saude, uma vez que traduz um campo
dindmico, complexo, plural e exigente, porque vivo!

A expressao latina “Ad Verum Ducit”, quer dizer que o conhecimento € a luz que
ilumina o caminho do saber que revela a verdade. Nesse sentido, a Atena Editora, se
configura como uma instituicdo que permite a expressdo da verdade, ao oferecer uma
plataforma consolidada e confiavel para os pesquisadores exporem seus resultados.

Cabe a vocés, privilegiados interlocutores de nosso empreendimento, a leitura, a
critica e a grandeza de transformar em conhecimento pessoal e social os subsidios que
Ihes oferecemos.

Que o entusiasmo acompanhe a leitura de vocés!

Jhonas Geraldo Peixoto Flauzino
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RESUMO: Infec¢bes bacterianas representam
um grave problema de salude publica, pois
frequentemente resultam na internagcdo de
pacientes, 0 que eleva os custos na area da
saude, aléem de aumentar significativamente
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as taxas de morbidade e mortalidade. Isso se
deve, especialmente ao fato do aparecimento de
microrganismos resistentes aos antibacterianos
disponiveis no mercado. A geragcdo de
microrganismos multirresistentes pode  ser
atribuida pela falha na vigilancia farmacologica,
prolongamento de internacbes e baixa adeséo
terapéutica, entre outros fatores. Por isso,
muitas pesquisas tém sido desenvolvidas para
identificar novos candidatos & medicamentos
para futuros tratamentos. Devido ao seu
grande potencial biotecnol6gico, os venenos de
serpentes tém sido amplamente estudados como
o intuito de descobrir compostos bioativos para
o tratamento de doencgas, incluindo doencgas
bacterianas. Proteinas e peptideos isolados
de veneno de serpente tém demonstrado
atividade antibacteriana significativa contra
bactérias de importancia médica tais como S.
aureus, E. coli, e Salmonella, e constituem-
se importantes ferramentas de identificacdo
de alvos farmacolégicos e como prototipos
para o desenvolvimento de novas terapias
antibacterianas. Nesse capitulo descrevemos a
composi¢éo bioquimicados venenos de serpentes
com énfase em sua acgdo antimicrobiana contra
bactérias de importancia médica.

PALAVRAS-CHAVE: Venenos de serpentes,
proteinas, doencas infecciosas, antibacterianos.

ANTIMICROBIAL POTENTIAL OF
SNAKE VENOM AGAINST MEDICALLY
IMPORTANT BACTERIA

ABSTRACT: Bacterial infections are a public
health problem and results in a serious
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consequence for the patients such as an increases of health costs, in addition to significantly
increasing health and mortality rates. This scenario is especially due to the antimicrobial
resistance. The generation of multidrug-resistant microorganisms can be attributed to the failure
in pharmacological surveillance, prolonged hospital stays and low therapeutic adherence,
among other factors. Much research has been carried out to identify new candidates for future
treatments. Due to their great biotechnological potential, snake venoms have been widely
studied in order to discover bioactive compounds for the treatment of diseases, including
bacterial diseases. Snake venom proteins and peptides have demonstrated significant
antibacterial activity against medically important bacteria such as S. aureus, E. coli, and
Salmonella, and constitute important tools for identifying pharmacological targets and as
prototypes for the development of new antibacterial therapies. In this chapter we describe the
biochemical composition of snake venoms proteins with focus on their antimicrobial action
against medically important bacteria.

KEYWORDS: Snake venoms, proteins, infectious diseases, antibacterial.

11 INTRODUGCAO

Os venenos de serpentes sao constituidos por uma mistura de diversas toxinas,
a maioria proteinas, que tém a funcdo de auxiliar na captura e digestdo das presas.
Para serem eficientes, essas toxinas possuem homologia e alta afinidade a importantes
componentes fisiolégicos de células de mamiferos que estdo relacionados a hemostasia,
neurotransmissdo e a integridade tecidual. Consequentemente, as proteinas de venenos
de serpentes possuem grande aplicagéo clinica.

O desenvolvimento de drogas derivadas de veneno de serpente foi iniciado com
a descoberta de peptideos potenciadores de bradicinina isolados do veneno de Bothrops
jararaca, que permitiu o desenvolvimento do captopril utilizado para o tratamento da
hipertensédo. Além disso, outras drogas derivadas do veneno de serpentes estdo em uso
clinico, como agentes antiplaquetéarios e agentes anticoagulantes.

Devido a este grande potencial terapéutico, as toxinas do veneno de serpentes
tém sido amplamente exploradas para a descoberta de novos compostos bioativos para
o tratamento de doencas, incluindo doengas bacterianas. Neste capitulo descrevemos a
composicéo bioquimica dos venenos de serpentes com énfase em seu efeito antimicrobiano
em bactérias de importancia clinica.

21 INFECCOES BACTERIANAS

As bactérias séo organismos celulares de vida livre e podem ser encontradas em
qualquer lugar capaz de dar suporte a vida, conforme as suas necessidades. Essa interacéo
resulta em uma relacédo de simbiose ou de parasitismo, e o desenvolvimento de quadros
infecciosos (MADIGAN et al., 2014). Doencas bacterianas frequentemente resultam na
internacdo de pacientes, 0 que eleva os custos na area da saude, além de aumentar
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significativamente as taxas de morbidade e mortalidade (MCEWEN et al., 2018). Muitas
condi¢cbes clinicas como a sepse e pneumonia sdo causadas por infec¢bes adquiridas
em hospitais e sao responsaveis por aproximadamente 48.000 mortes ao ano em todo o
mundo (SAMY et al., 2016). Essas infec¢des sdo causadas por bactérias potencialmente
letais como Staphylococcus aureus e Proteus mirabilis que podem sobreviver por longos
periodos em dispositivos intravenosos como cateteres (FLORES-MIRELES, et al., 2015;
SAMY et al., 2016).

O tratamento de infecgbes bacterianas é realizado pela administracdo de antibi6ticos
que agem exclusivamente sobre as estruturas celulares das bactérias. Os alvos incluem
a parede celular, membrana plasmatica e as vias bioquimicas e metabdlicas. A a¢do dos
antibiéticos causa a interrup¢cdo de mecanismos funcionais, para o estimulo e a agéo do
sistema imunolégico. Dessa forma, os antibiéticos viabilizam o tratamento e a diminuicéo
das taxas de mortalidade associadas as infeccdes bacterianas. Entretanto, o estilo de vida
do homem moderno, aumento da densidade populacional e o uso indiscriminado e incorreto
de antibiéticos leva ao aparecimento de cepas bacterianas resistentes aos antimicrobianos
disponiveis no mercado. A resisténcia microbiana é um problema de saude publica mundial
que decorre da combinagdo do microrganismo, antibiético, paciente e do meio ambiente,
tornando a infecgéo persistente e/ou incuravel (COSTA, 2017).

A atualizagdo de medicamentos disponiveis no mercado, controle e restricdo do uso
de antibidticos, desenvolvimento de novas tecnologias e vacinas e a associagdo de um
ou mais farmacos sdo essenciais para o controle da resisténcia de agentes bacterianos
(ESTRELA, 2018). Portanto, a busca por novas moléculas e peptideos com acao

antimicrobiana é de extrema importancia para o tratamento de doencas bacterianas.

31 COMPOSICAO BIOQUIMICA DOS VENENOS DE SERPENTES

No Brasil, serpentes da familia Viperidae e Elapidae s&o as principais responsaveis
pelos acidentes ofidicos devido a sua extensa distribuicdo geografica. O veneno dessas
serpentes contém uma mistura heterogénea de componentes como as metaloproteinases
(SVMPs), fosfolipases A2 (PLA2s), miotoxinas (Myo), serinoproteases (SVSPs), lectinas
tipo-C (CTLs), L-amino&cido oxidases (LAAOs), dentre outras de composi¢cao minoritaria.
Estes componentes s&do responsaveis pelos mecanismos citotoxicos, miotoxicos,
neurotoxicos, hemorragicos e hemostaticos observados no envenenamento clinico ou
experimental (GUTIERREZ et al., 2017). As principais classes de proteinas isoladas de
venenos de serpentes com atividade antibacteriana pertencem a classe das PLA2. Além
disso, as CTLs e LAAOs também apresentam atividade antimicrobiana.

As fosfolipases sdo enzimas muito abundantes na natureza, sendo encontradas em
fluidos e tecidos de mamiferos assim como em venenos de serpentes, abelhas e vespas.
Sao amplamente distribuidas na natureza e desempenham inimeras fungbes biolégicas
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tais como sintese e reparo de membranas celulares, processos de transducéo de sinais,
inflamacéo e digestdo (BURKE et al., 2009). As fosfolipases séo classificadas em quatro
familias principais (A, B, C e D) de acordo com o sitio de hidrolise de fosfolipidios. As
PLA2s sdo o grupo mais estudado (BURKE et al.,, 2009; FILKIN, et al., 2020). Estas
enzimas catalisam a hidrélise da ligacao sn-2 de fosfolipidios e liberam acido araquidénico
e lisofosfolipidios. Os &cidos graxos livres podem ser convertidos em eicosanoides
(prostaglandinas, tromboxanos, prostaciclinas e leucotrienos), que estdo associados
a inflamacdo e ativacdo plaquetéria. Além disso, os lisofosfolipidios também estéo
relacionados a uma variedade de papéis fisiolégicos na sinalizagéo celular (BURKE et al.,
2009, AUSTIN, et al., 1999).

As fosfolipases presentes nos venenos das serpentes botropicas pertencem ao
grupo A (subgrupo 1lIA). Sdo enzimas secretadas que apresentam homologia estrutural
e funcional com as fosfolipases de mamiferos. As PLA2s de veneno possuem massa
molecular em torno 14 kDa e pH étimo proximo a 7.0. O mecanismo catalitico dessas
enzimas envolve dois aminoacidos (His e Asp) e usa o Ca? como um cofator essencial
para a atividade catalitica. Além disso, as PLA2s do Grupo Il apresentam um segmento
C-terminal estendido com 5-7 aminoacidos (LOMONTE; RANGEL, 2012). Este grupo
€ subdividido em dois subgrupos principais, dependendo do residuo de aminoacido na
posicao 49: PLA2s com o aspartato (Asp49) sdo enzimaticamente ativas, e as PLA2 com
a lisina (Lys49) ndo apresentam atividade enzimatica. As PLA2 Lys49 s&o desprovidas
de atividade catalitica devido a sua incapacidade para ligar o Ca2 (WEI et al., 2006). E
importante destacar que apesar de ndo apresentarem atividade catalitica, os homdlogos
Lys49 PLA2 apresentam atividade miotoxica, citotoxica e exibem efeitos antibacterianos e
antifingicos (MURILLO et al., 2007).

As lectinas constituem um vasto grupo de proteinas com habilidade de se ligarem
a carboidratos. Os venenos de serpentes sdo ricos em proteinas ndo enzimaticas
semelhantes a lectinas que sdo chamadas de lectinas do tipo-C like (CTL-like). As CTL-like
ndo possuem a capacidade de ligacdo a carboidratos pois ndo possuem os residuos de
aminoé&cidos responsaveis por essa ligacdo. As CTL- like de venenos sdo heterodimeros
compostos de subunidades homélogas a e b com pesos moleculares de 14-15 e 13-14
kDa, respectivamente. Alguns dos principais alvos das CTLs s&o receptores de membrana,
coagulacdo fatores e proteinas essenciais para a hemostasia. Desta forma, algumas
CTLs possuem agéo anticoagulante inibindo fatores de coagulagéo e consequentemente
provocando hemorragias, enquanto outras ativam fatores de coagulagéo agindo como pré-
coagulantes (EBLE, 2019).

Outro grupo de toxinas encontrada nos venenos de serpentes sdo as LAAOs.
As LAAOs séao flavoenzimas com massa molecular entre 110 e 150 kDa e responsaveis
por catalisar a desaminagéo oxidativa de Laminoacidos, gerando a-cetoacidos, H,0O, e
amonia. Essas toxinas sa@o responsaveis pela cor amarelada dos venenos ofidicos devido
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a presenca de riboflavina nos cofatores FAD (flavina adenida dinucleotideo) e FMN (flavina
mononucleotideo) das LAAOs (IZIDORO et al., 2014). Os efeitos das LAAOS incluem a
agregacao plaquetaria, formagéo de edema e hemorragia (GUO et al., 2012). E sugerido
que os efeitos decorrentes dessas flavoenzimas sejam secundarios ao H,0,, produzido

durante a reacéo enzimatica (ALVES, 2007).

41 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE COMPONENTES BIOATIVOS DOS
VENENOS DAS SERPENTES

A literatura descreve a atividade antimicrobiana de diferentes venenos totais e suas
proteinas purificadas. As principais metodologias utilizadas para verificacdo da atividade
antibacteriana séo: disco difusdo e microdiluicdo em caldo. O método de disco difusédo
verifica a tentativa de crescimento do microrganismo, contra uma substancia biologicamente
ativa e potencialmente antimicrobiana, em um meio de cultura sélido. O resultado é obtido
através da verificagdo do tamanho da zona de inibicdo do crescimento (Ostrosky et al.,
2008). A metodologia de microdiluicdo, contudo, é considerada padrdo-ouro e permite
verificar a atividade bactericida através da determinagéo da concentragéo inibitoéria minima
(CIM) (CAMPANA et al., 2011). Dessa forma, € constatada a propor¢éo de crescimento do
microrganismo e a concentragdo da substancia ensaiada com a turbidez obtida durante o
crescimento microbiano (OSTROSKY et al., 2008).

Os primeiros relatos sobre a atividade antibacteriana em venenos de serpentes
foram feitos em 1948 (GLASER, 1948). Esse estudo mostrou a a capacidade de venenos
de duas espécies de serpentes do género Crotalus, em induzir a morte celular de Bacillus
subtilis, Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Varios subsequentes trabalhos
revelaram e confirmaram o potencial antibiético de biomoléculas do veneno de diferentes
familias de serpentes. Torres (2009), por exemplo observou que o veneno de Bothrops
leucurus foi capaz de reduzir a viabilidade de S. aureus. Em outro trabalho, o potencial
antimicrobiano do veneno de B. jararaca e de Bothrops jararacussu foi avaliado contra
as espécies de Eubacterium lentum, Peptostreptococcus anaerobius, Propionibacterium
acnes, S. aureus, Staphylococcus epidermidis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia, P. aeruginosa e de Salmonella Typhimurium. Os resultados indicaram que
ambos venenos foram capazes de inibir o crescimento de S. aureus (CISCOTTO, 2005). Os
venenos totais das diferentes serpentes do género Bothrops spp. também demonstraram
potencial antimicrobiano contra cepas resistentes de S. aureus. Os venenos de B. atrox
e B. moojeni destacaram-se pelos halos de inibicdo com maior didmetro em cepas de S.
aureus (SANTOS, 2018). Recentemente, nosso grupo de pesquisa relatou que o veneno
de B. atrox foi capaz de inibir o crescimento de S. aureus apresentando halo de inibicdo
pela metodologia de disco difusédo e CIM de 31,25 pg/mL pelo método de microdiluicdo em
caldo. O baixo valor de CIM observado para o veneno de B. atrox, uma serpente endémica
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da regido da Amazo0nia, sugere a presencga de potentes componentes antimicrobianos em
sua composi¢ao.

A identificacdo dos componentes responsaveis pela atividade antimicrobiana dos
venenos é realizada através de técnicas de purificacdo e caracterizagdo bioquimica e
funcional das proteinas permitindo entender assim o seu mecanismo de acao bactericida.
Essas toxinas tém demonstrado atividade antimicrobiana devido aos seus mecanismos de
acao especificos. Mas, em geral, as proteinas com acgao antimicrobiana séo capazes de
induzir a morte das bactérias permeabilizando e/ou rompendo suas membranas (SAMY et
al. 2016).

As PLA2s sédo distribuidas na natureza e prevalentemente encontradas no
veneno dos animais. Na literatura é proposto que a atividade antimicrobiana das PLA2
€ dependente do reconhecimento de sitios anidnicos e da degradacdo enzimatica dos
fosfolipidios estruturais das membranas plasmaticas. Essa atuacéo também é relacionada
com a sequéncia de aminoacidos, proporcionando o favorecimento da atividade bactericida
e/ou o aumento da toxicidade celular (TEIXEIRA et al., 2020).

A bothropstoxina-l (BthTx-l), € uma PLA2 Lys49 isolada do veneno de Bothrops
jararacussu (HOMSI-BRANDEBURGO, 1988). Ela possui 13,7 KDa, e uma unica cadeia
polipeptidica contendo 121 aminoacidos, 14 pontes dissulfeto e ponto isolétrico de 8.2
(HOMSI-BRANDEBURGO, et al., 1988). O potencial antimicrobiano da BthTx-1ja foi relatado
em alguns trabalhos anteriores. Esta enzima mostrou agdo bactericida pelo aumento da
permeabilizagdo da membrana de E. coli (ARAGAO et al., 2018). Com base na atividade
antimicrobiana de BThTx-| e na hipétese de que o peptideo C-terminal da miotoxina Lys49
pode reproduzir a atividade microbiana da proteina original, foram sintetizados peptideos
derivados do terminal C regido da BthTx-I (SANTOS-FILHO, 2015). Neste estudo, os
peptideos mostraram atividade antimicrobiana contra bactérias gram-negativas e gram-
positivas. Além disso, os peptideos da regiao C-terminal da BthTx-l1 ndo apresentaram
atividade contra C. albicans, eritrocitos, células epiteliais ou macréfagos, mostrando uma
possivel especificidade contra células procariéticas, o que destaca o potencial terapéutico
dessas moléculas. Os peptideos da regido C-terminal da BthTx-I também foram capazes
de degradar biofilmes formados por S. epidermidis (SANTOS-FILHO, et al., 2017). Em um
recente trabalho, foi demonstrado que a morte celular induzida por um peptideo derivado
da regido C-terminal da BthTx-I envolve perda de integridade da membrana em E. colie S.
aureus, mas 0s mecanismos de morte celular foram diferentes, caracterizados por necrose
e apoptose, respectivamente. (SANTOS-FILHO et al., 2021).

A atividade antibacteriana de CTLs também ja foi descrita. Uma lectina foi purificada
do veneno de B. jararacussu foi capaz de inibir 75% e 80% do crescimento de S. aureus
e S. epidermidis, respectivamente. Essa molécula também exibiu um efeito inibitério dose-
dependente em ambos os biofilmes bacterianos. Além disso, demonstrou a capacidade de
inibir a formacgao de biofilme por vérios patégenos, incluindo diferentes cepas de S. aureus,
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Staphylococcus hyicus, Staphylococcus chromogenes, Streptococcus agalactiae, e E. coli
(KLEIN et al., 2015). Os mecanismos antimicrobianos sugeridos incluem a capacidade da
formacéo de poros, alteragdo da permeabilidade da membrana plasmatica e a alteragéo de
componentes estruturais da parede celular das bactérias (KLEIN et al., 2015).

As LAAOs séo consideradas uma classe de multifuncionais enzimas em vista de sua
capacidade de produzir perdxido de hidrogénio e amdnia, sua participagdo no metabolismo
celular, e seus possiveis efeitos protetores, incluindo seu efeito anti-séptico e atividade
antimicrobiana em diferentes organismos. Além disso, a correlagéo entre a produgéo de
LAAOs e sua utilizagdo em vias metabdlicas envolvendo nitrogénio, bem como como a
producdo de peroxido de hidrogénio, abre perspectivas para novas aplicacdes dessas
enzimas como bactericida, agentes antivirais e antitumorais, tornando-os um agente
biotecnoldgico (KASAI et al.,, 2021). Desta forma, as LAAOs isoladas de venenos de

serpentes apresentam grande potencial como agentes antimicrobianos.

51 PERSPECTIVAS FUTURAS

Os venenos de serpentes sdo uma mistura complexa de substancias multifuncionais
que podem ser usadas como ferramentas de identificacdo de alvos farmacolégicos e/ou
como um protétipo para o desenvolvimento de novas terapias antibacterianas. A estrutura
e fungéo das proteinas dos venenos de serpentes tem sido amplamente estudadas. Apesar
dos extensos estudos sobre esses componentes ao longo de décadas, ha poucos relatos
sobre 0 mecanismo de acéo antibacteriana in vivo e os modelos limitam-se a abordagens
in vitro e in silico. E importante considerar que os componentes de veneno de serpentes
exibem efeitos danosos como hemorragia, miotoxicidade e inflamacé&o, entre outros. Assim,
estudos em modelos in vivo para atestar os efeitos antibacteriano de componentes dos
venenos ofidicos precisam ser abordadas para investigar sua seguranga, toxicidade e
farmacocinética. Além disso, novos estudos estruturais e funcionais sdo essenciais para
descobrir dominios estruturais responsaveis para as atividades antibacteriana para o uso
futuro dessas proteinas e peptideos como protétipos de novas drogas antibacterianas.
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