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RESUMO

Com o uso indiscriminado de antimicrobianos e drogas imunossupressoras, doengas
causadas por patdégenos oportunistas tém tido cada vez mais importancia,
principalmente agentes como Candida albicans, Staphylococcus aureus, e
Pseudomonas aeruginosa, que sao microrganismos que apresentam grande
resisténcia a antimicrobianos normalmente utilizados, adquirindo especial
importancia em ambiente hospitalar. Frente ao crescente aumento de resisténcia
destas espécies as drogas disponiveis, a busca de novas alternativas para o
tratamento dessas infecgdes se faz cada vez mais necessaria. Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a acdo da peconha de Crotalus durissus terrificus sob o
crescimento dos microrganismos citados. A metodologia empregada neste estudo
utilizou peconha bruta e liofilizada de Crotalus durissus terrificus, extraida de
serpentes mantidas em cativeiro, pelo CEVAP (Unesp, Botucatu), cepa de Candida
albicans (ATCC 10231), e isolados, Staphylococcus aureus (ATCC 25932) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), obtidas de amostras clinicas, no
Laboratério de Analises Clinicas (LAC) , da Universidade Sagrado Coragao, Bauru
(SP). O efeito inibitério foi avaliado pelos métodos da difusdo em disco e
macrodiluicdo em caldo de cultura. Observou-se inibicdo do crescimento das cepas
e isolados testados, em especial sobre a levedura. Contudo, novos estudos que
determinem quais partes constituintes da pegonha exercem efeito inibitério devem
ser realizados, e assim determinar seu potencial antimicrobiano.

Palavras-chave: Sensibilidade. Peconha de Crotalus durissus terrificus. Candida
albicans. Staphylococcus aureus. Pseudomonas aeruginosa. Concentragao Inibitoria
minima (CIM).



ABSTRACT

Diseases caused by opportunistic pathogens have become more remarkable due to
indiscriminated use of antimicrobial and immunosuppressive drugs, mainly in cases
of agents such as Candida albicans, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis
and Pseudomonas aeruginosa which are microorganisms that present great
resistance to antimicrobial drugs, and therefore, acquire special importance in
hospital environments. The increased resistance of these strains to available drug,
has made the search for new treatment alternatives for these infections a pressing
necessity. The aim of this paper was to evaluate the function of Crotalus durissus
terrificus venom on the growth of the cited microorganisms. The methodology applied
in this study, used gross and lyophilized venom of Crotalus durissus terrificus,
extracted from snakes kept in captivity by CEVAP (Unesp, Botucatu), strains of
Candida albicans (ATCC 10231), Staphylococcus aureus (ATCC 25932) and
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) obtained from clinical specimens in the
Laboratério de Analises Clinicas (LAC) of the Universidade Sagrado Coragao (USC),
Bauru (SP). The inhibitory effect was evaluated by disk diffusion and broth culture
macrodilution methods. We observed the inhibition of the analyzed strain growth,
mainly the yeasts. Nevertheless, further studies must be conducted to determine
which parts of the venom constituents exert effect inibitory, in order to determine its
antimicrobial activity.

Keywords: Sensibility. Crotalus durissus terrificus venom. Candida albicans.
Staphylococcus  aureus. Pseudomonas aeruginosa. Minimum Inihibitory
Concentration (MIC).
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1.0 INTRODUGAO

Com o uso indiscriminado de antimicrobianos e drogas imunossupressoras,
doengas causadas por patdégenos oportunistas tém ganhado cada vez mais
destaque, principalmente as causadas por Candida albicans, Staphylococcus aureus
e Pseudomonas aeruginosa que sao microrganismos que apresentam grande
resisténcia a antimicrobianos, adquirindo especial importancia, principalmente em
ambiente hospitalar.

Fungos do género Candida sao importantes causadores de doengas
oportunistas, representados principalmente pelas espécies albicans, glabrata e
parapsilosis, em proporcoes, respectivamente de 77,8%, 16,7% e 5,6% dos casos
(ALEIXO NETO et al., 1999).

Candida sp faz parte da biota normal do hospedeiro, sendo encontrado na
boca, trato gastrointestinal, pele e vagina (PELCZAR et al., 1996). Estimativas
indicam que 25 a 50% dos individuos sadios carreguem como biota alguma espécie
de Candida (MURRAY et al., 2006).

Morfologicamente, leveduras do género Candida apresentam células
ovaladas de 3 a 5 um de didmetro, blastoconideos e pseudohifas. A colénia possui
aspecto liso e de cor branca (LACAZ, 1980; MURRAY et al., 2006). O fungo adere
as células epiteliais na forma de levedura, e necessita estar na forma de pseudohifa
para invadir tecidos mais profundos, o que acontece mediante acdo de enzimas
liticas (TORTORA et al., 2000; SILVA et al., 2007).

Sendo um patdgeno oportunista, se aproveita de quadros clinicos
(TRABULSI et al., 2002), em que o sistema imunologico imunodeprimido permite a
proliferacdo da levedura causando a candidiase. A forma mais comum de
candidiase é a vulvovaginal, manifestada também mediante estados fisioldgicos
modificados, como gravidez, modificagdes no ciclo menstrual e diabetes. Manifesta-
se também em situagdes de antibidticoterapia prolongada, onde bactérias da biota
normal s&o eliminadas, permitindo o livre crescimento do fungo (TORTORA et al.,
2000; TRABULSI et al., 2002).

Os sinais e sintomas caracteristicos de candidiase vulvovaginal sdo prurido
e ardor vaginal, principalmente a micgao, presenca de secre¢do vaginal branca,

espessa e inodora (VAL et al., 2001). Mesmo os sintomas sendo muito
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caracteristicos, ndo é possivel realizar apenas diagndstico clinico, sendo
indispensavel a realizacdo de cultura da secregao vaginal (ROSA et al., 2004). Ao
menos uma vez ao longo da vida, cerca de 75% das mulheres apresentam um
episodio de vaginite causada por Candida sp, sendo a C. albicans responsavel por
85% dos casos (TORTORA et al., 2000; VAL et al., 2001).

Manifestacbes importantes de candidiase sao observadas em recém
nascidos, diabéticos e portadores de prétese bucal. Nesses ocorre lesdo conhecida
como estomatite protéica, e o agente mais isolado é Candida albicans (BATISTA et
al., 1999).

O quadro mais grave causado pela levedura é candidemia, onde o patégeno
alcanca a corrente sanguinea. Tais episédios sado frequentes em
imunocomprometidos, que passam por cateterismo (ZEICHNER, 2004) ou
transplantados de medula 6ssea (TRABULSI et al., 2002). De acordo com CELEBI
et al. (2007), em um estudo realizado num hospital pediatrico na Turquia, entre 1997
e 2005, o indice de candidemia foi de 5,1 para cada 1000 admissdes.

Alguns autores consideram que a intervengdo medicamentosa faz-se
desnecessaria quando o paciente apresenta episédios esporadicos e o agente
etiolégico é C. albicans, contudo se o quadro for recorrente e causado por uma
espécie nao-albicans a intervencdo medicamentosa torna-se indispensavel (VAL et
al., 2001). As drogas mais utilizadas no tratamento das candidiases sao anfotericina
B e os medicamentos azolicos como fluconazol, cetoconazol e miconazol (BATISTA
et al., 1999). Alguns autores, entre eles SANGLARD et al. (1996), acreditam que
cepas de C. albicans estao criando resisténcia aos azodis; e que a anfotericina B tem
amplo espectro de atuagdo e € a droga de escolha quando outros farmacos nao
demonstram atividade (ZEICHNER, 2004).

Assim como leveduras do género Candida, bactérias s&o importantes
causadoras de doengas, entre elas podemos destacar Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa. S. aureus faz parte da biota natural do homem, sendo
encontrado principalmente na pele e mucosas (PELCZAR et al., 1996).
Morfologicamente se apresentam como cocos Gram-positivos agrupados em
cachos, metabolismo aerdbio facultativo e prova da catalase positivo (MURRAY et
al., 2006).

S. aureus é patogénica tanto em ambito doméstico quanto hospitalar. Em

ambiente doméstico a complicacdo mais comum é foliculite, podendo evoluir para
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furinculo (TORTORA et al., 2000). Também €& a causa mais comum de intoxicagdes
alimentares, devido a ingestdo da toxina presente em alimentos contaminados
(STAMFORD et al., 2006). Em ambiente hospitalar, € contaminante de feridas poés-
operatérias, e pode evoluir para a sindrome do choque téxico, quando a toxina
atinge a corrente sanguinea, é o principal causador de endocardite bacteriana
(TORTORA et al., 2000; CARCELLER, 2006). A bactéria apresenta importante
resisténcia aos antimicrobianos, principalmente as cepas hospitalares. CHAMBERS
(2001), afirma que 85% dessas cepas sao resistentes a penicilina e ja estao
identificadas. Na tentativa de solucionar esse problema, criou-se a meticilina
(TAVARES, 2000; TIEMERSMA et al., 2004). No Brasil, ndo se utiliza meticilina,
mas uma droga similar, a oxaciclina, que também ¢ ineficaz (BUERIS et al., 2005).

Altos niveis de resisténcia do S. aureus foram descritos por HIRAMATSU et
al. (1997), que isolaram a primeira cepa com susceptibilidade reduzida a
vancomicina no Japao. Posteriormente o Center for Disease Control and Prevention
(CDC) de Atlanta, Estados Unidos (CDC, 2002)2 e CDC (2002)°, publicaram o
isolamento de duas cepas totalmente resistentes a vancomicina nos Estados
Unidos.

No Brasil, OLIVEIRA et al. (2001)?, isolaram cinco amostras de S. aureus
com sensibilidade moderada a vancomicina. Ja em outro estudo, OLIVEIRA et al.
(2001)* ,mostraram que 49,1% das cepas de um hospital em Sdo Paulo sdo
tolerantes a vancomicina e resistentes a oxaciclina. PALAZZO et al. (2005), isolaram
quatro cepas resistentes a vancomicina, contudo néo expressavam o gene van A, B
ou C.

TIWARI et al. (2006), em estudo realizado na india, sugerem que o
mecanismo de resisténcia do S. aureus a vancomicina parece estar ligado a
alteracbes na parede celular. Testes de susceptibilidade a antimicrobianos foram
realizados com essas cepas, demonstrando que sdo na sua maioria susceptiveis ao
trimetoprim/sulfametoxazol; contudo, séo resistentes a eritromicina (SIEVERT et al.,
2008; TENOVER et al., 2004; CDC, 2002% TENOVER et al., 2006), a clindamicina
SIBERRY et al., 2003), ciprofloxacino e gentamicina.

Pseudomonas aeruginosa se apresentam como bastonetes Gram-negativos,
de tamanho médio variando de 1,5 a 5 ym de comprimento e 0,5 a 0,8 um de
didmetro. Sao estritamente oxidativas, apresentam prova de catalase positiva e
prova de oxidase positiva (GOMES, 2008; MIMS et al., 1999). Normalmente, ficam
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distribuidas em pares e sdao méveis, devido a um flagelo polar, reto ou levemente
curvo, possui pili que facilita a aderéncia as células epiteliais e, algumas cepas
possuem capsula, que sao estruturas que inibem a acao de fagocitose (GOMES,
2008; TRABULSI et al., 2005; MIMS et al., 1999). E um microrganismo que tolera
uma ampla variedade de temperatura, que varia de 4 a 42°C; € um nao fermentador
e, para seu metabolismo respiratério utiliza carboidratos com oxigénio como aceptor
terminal de elétrons. Embora seja um aerobio obrigatério, com a utilizagao de nitrato
ou arginina como aceptor de elétrons, ela pode crescer de modo anaerobio
(TORTORA et al., 2000; MURRAY et al., 2006).

Dentre seus componentes estruturais, como enzimas e toxinas que
aumentam sua viruléncia, P. aeruginosa possui uma capsula de polissacarideo
mucdide, que inibe a agdo dos antibidticos, como aminoglicosideo e suprime a
atividade dos neutrdfilos e linfocitos, se tornando assim mais resistente ao
tratamento (MURRAY et al., 2006).

Esse microrganismo € amplamente distribuido na natureza e em ambientes
hospitalares umidos, como flores, pias, banheiros e equipamentos respiratorios ou
de didlise (TORTORA et al., 2000; MIMS et al., 1999). Sdo capazes de usar muitos
componentes organicos como fonte de carbono e nitrogénio, e algumas cepas
podem até crescer em agua destilada e em antisépticos através do uso de
micronutrientes, tais como componentes quaternarios de aménio (TRABULSI et al.
2002).

Segundo MIMS et al. (1999), essa bactéria cresce rapidamente em meio de
cultura laboratorial, incluindo o meio seletivo de bile; produzem colbnias iridescentes
irregulares e um odor caracteristico. As cepas produzem pigmentacdo azul -
esverdeado, que € a piocianina, caracteristico desta espécie.

A contaminagao por P. aeruginosa ocorre em pequena propor¢cao em pessoas
normais, dependendo do estado da microbiota, e em alta propor¢ao em pacientes
hospitalizados, e as infecgbes endogenas podem ocorrer em pacientes
imunodeprimidos (TORTORA et al., 2000). P. aeruginosa infecta praticamente
qualquer parte do organismo, desde que encontre as condigdes predisponentes
adequadas. Esta associada a ferimentos; provocando infeccdo na pele, e, € um
patogeno importante em pacientes com fibrose cistica. Além disso, pode provocar
infeccbes no trato urinario, sepse, osteomelite, endocardite, pneumovagina, otite

externa, terapia microbiana imunossupressora, administracdo prolongada de
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antimicrobianos de amplo espectro, a desinfetantes contaminados ou terapéuticos,
provocar pneumonia em paciente entubado, e acarreta lesdes de membros inferiores
importantes em pacientes diabéticos (TORTORA et al., 2000, FUENTEFRIA et al.,
2008; FIGUEIREDO et al., 2007).

Além dessas infecgbes, P. aeruginosa € invasora de cérnea lesionada,
acarretando opacidade de cornea e ulceras, todos de dificil tratamento. As lesdes
produzidas sao decorrentes da acao da toxina A, proteases alcalina e elastases,
onde a elastase destréi a elastina do parénquima pulmonar, sendo considerada
como fator de viruléncia na patogenia da pneumonia induzida ou experimental. A
toxina A € uma inibidora da sintese protéica, contribuindo com o desenvolvimento da
infeccdo generalizada especialmente nas queimaduras. P. aeruginosa produz
exotoxinas protéicas; enterotoxina responsavel pela diarréia durante a infeccao
inicial; uma endotoxina e numerosos produtos extracelulares, tais como proteases e
hemolisinas que possuem importancia na patogenia. A toxina A e proteases sao
importantes na producdo de edema, do endurecimento, da hemorragia e necrose
observada na les&do da pele (GOMES, 2008; MIMS et al., 1999).

Naturalmente resistente a muitos antibiéticos, pode sofrer mutacdes para
cepas ainda mais resistentes durante o tratamento, devido a penetragcdo do
antibiético para dentro da bactéria através de poros da membrana externa. Caso as
proteinas que formam a parede destes poros se alterem de modo a restringir o fluxo
para o interior da bactéria, pode ocorrer simultaneamente resisténcia a varias
classes de antibidticos (FUENTEFRIA et al., 2008; LACERDA, 2008).

Pseudomonas também produz uma variedade de diferentes p-lactamases que
podem inativar muitos antibidticos B-lactamicos como penicilina, cefaloporinas e
carbapenemes. A resisténcia relativa aos antibidticos que caracteriza as
Pseudomonas ainda € um problema. Contudo, em anos recentes, varios antibidticos
novos foram desenvolvidos, e a quimioterapia para tratar estas infeccées nao é tao
restrita como antes. As fluoroquinolonas e os novos antibidticos B- lactamicos
antipseudomonas sao as drogas usuais de escolha, e, a sulfadiazina de prata é
muito util no tratamento das infecgdes de queimaduras por Pseudomonas (MURRAY
et al., 2006; TORTORA et al., 2000).

Em uma pesquisa realizada entre 1998 e 2001, nos EUA, avaliando diferentes
amostras biolégicas de origem hospitalar revelaram que 90% dessas foram

sensiveis a amicacina e a associagao de piperacilina-tazobactam; 80 a 90% das
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cepas foram sensiveis a cefepima, a ceftazidima, a imipenem e a meropenem; 70 a
80% das amostras foram sensiveis a ciprofloxacina, a fentamicina, a levofloxacina e
a associacao tivarcilina-acido clavulanico (GOMES, 2008).

Frente ao crescente aumento da resisténcia de cepas as drogas disponiveis,
a busca de novas alternativas para o tratamento de infecgbes se faz cada vez mais
necessarias. Tém se avaliado diversas substancias, como extratos vegetais,
venenos e toxinas. Entre eles o interesse pela pegonha de serpentes, que contém
muitos componentes protéicos, incluindo neurotoxinas, cardiotoxinas, miotoxinas,
citotoxinas, proteases e nucleases (STILES et al., 1991).

Pesquisas demonstram que varias espécies de serpentes possuem em sua
peconha substancias antimicrobianas, porém este potencial ainda nao foi
adequadamente avaliado, caracterizado ou padronizado (BLAYLOCK, 2000).

Diversas espécies de serpentes tiveram a sua pegonha investigada,
principalmente as do género Naja sp.. Essa toxina apresenta que tem atividade
inibitéria contra Gram-positivos e Gram-negativos (SACHIDANANDA et al., 2007),
porém a peconha de vibora mais promissora foi do género Causus e Bitis, com boa
acéo contra S. aureus, P. aeruginosa e Escherichia coli (BLAYLOCK, 2000).

No Brasil, a espécie de maior interesse € a Crotalus durissus terrificus ,
serpentes que recebem a denominacgao popular de cascavel, em virtude da existéncia
de uma estrutura, na extremidade da cauda, que mimetiza um guizo ou chocalho
(origem do latim cascabus = guizo ou chocalho) (CARDOSO et al., 2003; FONSECA,
1949). De acordo com ROJAS et al. (2007), é a serpente mais comumente
encontrada na regido noroeste do Estdo de Sao Paulo, com 34,5% de ocorréncia.
Estes mesmos autores relataram que os acidentes ofidicos causados pela cascavel
chegam a 9,3%, e PINHO et al. (2004), atestaram que no Estado de Goias sao de
20,8%, sendo a serpente mais letal, com 1% de mortes. Os primeiros estudos com a
peconha desta serpente datam de 1903, quando o Doutor Vital Brazil, avaliou o
efeito da peconha diluida em pacientes com Hanseniase, na esperanga deste
interferir na doenga, contudo nao obteve sucesso (BRAZIL, 1934).

Estudos recentes reportam o uso da pegonha de subespécies diferentes a
cascavel, como a C. d. cumanensis, que inibiu o crescimento de leveduras e bolores,
principalmente a C. albicans e o Sporothrix schenckii (MAGALDI et al., 2002), ou a
C. d. cascavella com atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,

sendo maior no primeiro grupo (OLIVEIRA et al., 2003)°.
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Ja especificamente com a pecgonha da Crotalus durissus terrificus, nao
existem muitos estudos avaliando sua agao antifungica e antibacteriana. O seu
potencial antiparasitario foi demonstrado por SHINOHARA et al. (2006), ao tratar
culturas de Giardia duodenalis, e observar redugdo de 82% no crescimento do
protozoario.

Devido aos atuais niveis de resisténcia microbiana as drogas disponiveis e 0
interesse por novas alternativas terapéuticas, esse estudo pode representar uma
nova perspectiva de um possivel tratamento com esta pegonha, contudo seus

componentes ativos devem ser caracterizados, bem como sua toxicidade.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

- Avaliar a atividade antibacteriana e antifungica da pegonha de Crotalus

durissus terrificus.

2.2- Objetivo Especifico

— Verificar a atividade inibitéria de crescimento da peconha de Crotalus
durissus terrificus sobre cepas de S. Aureus e P. aeruginosa, pelo método de Kirby-

Bauer.

— Verificar a atividade inibitéria de crescimento da peconha de Crotalus
durissus terrificus sobre C. albicans, pelo método da macrodiluicdo em caldo e pelo

meétodo de Kirby-Bauer.

— Comparar os métodos de atividade inibitéria da peconha Crotalus durissus

terrificus sobre C. albicans , pelo método de Kirby-Bauer e macrodiluicdo em caldo.
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3.0 MATERIAL E METODO

3.1- Microorganismos utilizados

Foram utilizados neste experimento cepas de C. albicans (ATCC 10231),
pertencentes a micoteca do Laboratério de Biologia da Universidade do Sagrado
Coragdao (USC) e cepas de Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e
Staphylococcus aureus (ATCC 25932) identificadas por rotina de parametro mundial
(SAHN E WASHINGTON'", 1991).

3.2 Peconha de Crotalus durissus terrificus

Foi utilizada a peconha bruta e liofilizada de Crotalus durissus terrificus,
extraido de serpentes mantidas em cativeiro no Centro de Estudos de Venenos e
Animais Pegonhentos (CEVAP), da Universidade Estadual Julio de Mesquita Filho

(Unesp), Campus de Botucatu, Estado de Sao Paulo.

3.3 Avaliagao da atividade antimicrobiana

Para determinagcdo da atividade antibacteriana e antifungica foi utilizado o
método de Kirby-Bauer ou difusdo em disco (CLSI, 2006). As cepas selecionadas
foram mantidas em agar BHI (Brain and Hart Infusion), diluidas segundo a escala 0,5
de Mc Farland. Posteriormente foram inoculadas em agar Mueller-Hington com swab
de algodao estéril. Os discos de papéis estéreis de cinco milimetros foram colocados
sobre o0 agar e embebidos nas diferentes concentracbes da pegonha, em proporgdes
de 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 e 3.125 ug/mL. Discos de antibioticos foram
utilizados como inibidores de crescimento bacteriano nas placas inoculadas com
bactérias, e discos embebidos em agua deionizada estéril como controle negativo.

Todas as culturas foram incubadas em estufa aquecida a 37° C e as leituras
efetuadas apos 24 e 48 horas de incubacéao. A leitura foi realizada medindo-se em

milimetros o halo de inibicdo formado.
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Para a avaliagao antifungica da peconha para C. albicans, também foi
realizado o método da macrodiluicdo em caldo, adicionando-se 2,0 mL do meio de
cultura RPMI, 100 uL da cepa de C. albicans ajustada na escala 0,5 de McFarland e
os volumes adequados de peconha diluida para se obter as concentragdes de 200,
100, 50, 25, 12.5, 6.25 e 3.125 ug/mL. Controles positivos e negativos foram
incluidos, sendo o controle negativo, adicionado 100 pL de solugéo de fluconazol 10
pug/mL (FERRAZZA et al., 2005) e o positivo somente 100 uL de agua deionizada
estéril. A leitura foi realizada por contagem em Camara de Neubauer.

Todas as culturas foram incubadas em estufa aquecida a 37° C e as leituras
efetuadas apods 24 e 48 horas de incubacgao.

Todo o experimento foi realizado em camara de fluxo laminar previamente
limpa e desinfectada.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
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4.0 RESULTADO

Foi avaliada a concentragdo inibitéria minina (CIM) da pegonha de Crotalus
durissus terrificus pela técnica de difusdo em disco para as bactérias Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923), e para levedura
do género Candida albicans (ATCC 10231). Para a levedura, a atividade inibitoria da
toxina foi avaliada também pela técnica de macrodiluicdo em caldo de cultura.

Todas as analises foram realizadas apds 24 e 48 horas de incubacéo, e a
toxina testada em concentragdes que variaram de 200 a 3.125 pg/mL.

Para controle positivo, de crescimento das bactérias utilizou-se
antimicrobianos Seftriaxona , Sulfazotrin e Fluconazol, revelaram halo de inibicdo de
24, 39 e 33 mm respectivamente.

Para as bactérias testadas, observou-se inibicdo de crescimentos nas

concentragdes de 200 e 100 pyg/mL. O halo de inibigao foi discreto (7 mm).

Figura 1. Halo de inibigdo para cepa Figura 2. Halo de inibicdo para cepa de
de P. aeruginosa S. aureus

Ao se avaliar a atividade inibitéria da levedura, pela técnica de Kirby-Bauer

constatou-se halo de inibicdo em todas as dilui¢des testadas com diametro de 9 mm.



23

Figura 3. Halo de inibigdo para cepa
de C. albicans

Ao se comparar o diametro de halo inibitério da peconha frente aos
microrganismos, observou-se maior efeito inibitério da peconha sobre a levedura.

A avaliacdo da atividade inibitoria pela técnica da macrodiluigao revelou que,
a concentragdo de 100 ug/mL reduziu em 10,4% o numero total de leveduras em
relagdo ao controle positivo nas primeiras 24 horas, em 48 horas de incubagéo o
numero de leveduras foi reduzido em 10,9% em relagédo ao controle positivo (Figura
4). Nas outras concentragbes avaliadas ndo houve diferengcas no numero de

leveduras quando comparadas ao grupo controle (Figura 5).
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E 200000 -
B
B
= 150000 -
% =100 pug/mL
o 100000 -
o
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g 50000 - positivo
S
=

D T T T

0 24 48

tempo (horas)

Figura 4. Comparagéao do crescimento de leveduras do género C. albicans submetidas ao tratamento
com pecgonha de Crotalus durissus terrificus na concentragdo de 100 ug/mL comparado com o grupo
controle positivo.
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Figura 5. Relacdo do numero de leveduras do género C. albicans avaliados nos diferentes tempos e
concentragdes da pegonha de Crotalus durissus terrificus.

Quanto ao aspecto morfoldgico, nas concentragbes de 100 e 3,125 pg/mL da
peconha, o desenvolvimento de blastoconideos e pseudohifas foi visualmente menor

quando comparado ao grupo controle positivo (ver figura 6, 7 e 8).

Figura 6. Blastoconideos e pseudohifa Figura 7. Blastoconideos e pseudohifas
na concentragéo de 100 pg/mL na concentracéo de 3,125 pg/mL

Figura 8. Pseudohifas no grupo
controle positivo
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5.0 DISCUSSAO

O uso indiscriminado de antimicrobianos € um dos principais fatores da
ocorréncia cada vez mais preocupante de resisténcia dos microrganismos aos
medicamentos utilizados. Assim a busca de novos e alternativos antimicrobianos
torna-se cada vez mais urgente.

Neste contexto, o uso da pegonha de Crotalus durissus terrificus possa ser
uma alternativa, e apesar da grande toxicidade que apresenta, a toxina tem sido
utilizada em pesquisas na tentativa de se determinar suas atividades bioldgicas.
Diversos estudos procuram demonstrar sua agado na regeneragao de tecidos e sua
atividade antimicrobiana (VICENTE et al., 2008; SAMY et al., 2006). A elevada
toxicidade da peconha é atribuida a crotoxina, seu principal componente toxico
(BRAZIL, 1972) a qual contribui com cerca de 80% da letalidade induzida pelo
veneno total.

A peconha da serpente cascavel possui uma grande parte protéica, que é
constituida por uma gama de proteinas com ou sem atividades enzimaticas e
peptideo; sendo estas responsaveis pelos efeitos bioldgicos. (LIMA et al., 2005). A
crotoxina € um dos principais constituintes, sendo responsavel por atividade
antimicrobiana e citotoxica (OLIVEIRA et al., 2003° ; KOH et al., 2006). Outro
componente abundante € a crotacetina, que induz a agregagao plaquetaria e
atividade antimicrobiana (BAPTISTA et al., 2006).

Bactérias do género Staphylococcus e as Pseudomonas precisam ser
constantemente testadas aos antibidticos e quimioterapicos utilizados. Essas
bactérias sofrem forte pressao seletiva, ja que pela agao das substancias ha inibigao
das bactérias sensiveis e crescimento das bactérias resistentes que estejam
misturadas na populacéo bacteriana (MOURA et al., 1998). A avaliagao da atividade
inibitéria pode ser realizada pelas técnicas de macrodiluicdo em caldo de cultura ou
em difusdo em disco (CLSI, 2005)

Neste estudo, utilizando a técnica de difusdo em disco, podem-se observar
halos de inibigdo para S. aureus e P. aeruginosa, na concentragdo de 200 ug/mL e
100 pg/mL. De acordo com os parametros do CLSI (2005), a cepa de S. aureus
utilizada é multiresistente aos antimicrobianos normalmente utilizados, mesmo
assim, houve a formacgao de nitido halo de inibicdo com o uso da peconha na

concentracéo de 200 pyg/mL.
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Avaliagdo da atividade inibitéria de um produto ou farmaco sobre cepas e
isolados dessas bactérias tem limitacdes, pois em uma mesma cultura pode haver
bactérias sensiveis e resistentes a substancia testada (TENOVER et al., 2004). Essa
condicao pode mascarar o resultado esperado. Mesmo assim, deve-se considerar
que o uso de concentracbes maiores que 200 pg/mL possam identificar resultados
mais promissores em ensaios in vitro.

A caracterizacdo e descricao dos componentes ativos da peconha séo de
grande importancia, pois somente com o isolamento e identificacdo de cada
componente ativo, estudos mais detalhados poderdo ser realizados para se
determinar qualquer atividade biologica, em especial atividade antimicrobiana. O uso
das fragcbes da peconha pode melhorar atividade antimicrobiana e reduzir a
toxicidade do produto. Resultados de experimentos in vitro com a pegonha precisam
de avaliagbes de toxicidade com determinacdo de dose letal minima e niveis de
agressodes aos diferentes tecidos e 6rgédos para que possam ser considerados como
possivel alternativa terapéutica.

A técnica de imunodifusdo em disco pode apresentar diferentes resultados
dependendo da quantidade de meio colocado na placa de Petri (CLSI, 2005). Neste
estudo utilizou-se 22 mL (7 mm) do meio Mueller-Hington por placa, e essa pode ser
a causa do discreto efeito inibitério, pois o preconizado pela técnica é de 4 a 6 mm,
embora pequena, essa maior quantidade de meio pode interferir no efeito inibitorio
da substéancia.

Muito embora essa metodologia seja preconizada (CLSI, 2005) e aceita pela
FDA (Food and Drug Administration) (BARRY & THORNSBERRY, 1991); quando se
utiliza o método de difuséo varios fatores podem se tornar fontes de erros, tais como
composi¢cao do meio de cultura, pH do meio, preparagao incorreta do meio de
cultura, espessura do meio de cultura, densidade do inéculo incorreta, uso de swab
com excesso de caldo para inoculagcdo das placas, temperatura e tempo de
incubagao inadequados, interagcdes entre o antimicrobiano e o meio de cultura,
utilizacao errada da atmosfera de CO2 quando necessaria, leitura prematura, erro na
medida das zonas de inibicdo ou uso de culturas mistas ou contaminadas (SILVA,
1999; BARRY & THORNSBERRY, 1991; OSTROSKY et al., 2008).

O meio Mueller-Hington apresenta elevada quantidade de ions Calcio e
Magnésio. Esses elementos podem modificar a atividade do antimicrobiano. Essas

interferéncias diminuem no uso da técnica de macrodiluicdo (CLSI, 2006) do meio
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RPMI que possui discreta quantidade de ions, favorecendo verificagcdo mais
confiavel do efeito antimicrobiano das substancias testadas (MOURA, 1998). Mesmo
assim neste experimento observou-se melhor efeito inibitério da pegonha pelo
método de disco com inibicdio em todas as concentracbes avaliadas, quando
comparado a técnica da macrodiluigao.

Ao se avaliar efeito inibitorio de crescimento para a levedura C. albicans pela
técnica de macrodiluigdo foi possivel verificar diminuicdo do numero de leveduras e
reducdo na formacao de pseudohifas. Considerando bactérias, a redugdo no
crescimento indica efeito inibitério da substancia, mas, para leveduras a reducéo ou
nao formacao de pseudohifas pode sinalizar efeito satisfatério.

A macrodiluicdo em caldo € considerada técnica de escolha, dependendo do
microrganismo avaliado, mas também apresenta problemas e desvantagens como a
dificuldade de se detectar contaminantes, por exigir muito tempo e trabalho e por
gerar grande volume de residuos. (SAHN E WASHINGTON'" 1991; ZGODA &
PORTER, 2001).

O da técnica de difusao em disco é de leitura facil e quantificacdo, uma vez
que o halo inibitério € medido em milimetros. Embora deva-se considerar as
limitagbes dessa técnica, seu uso se justifica pela facilidade de execug¢do, menor
custo e por estar inserido na rotina de laboratérios clinicos de pequenos e médio
porte, o que pode facilitar a utilizagdo do protocolo na rotina de diagndstico.
Apresentadas as vantagens e dificuldades das duas técnicas seria necessario amplo
estudo que pudesse permitir nivel de comparacao entre elas, de modo que as duas
metodologias pudessem ser igualmente utilizadas por diferentes laboratérios.

A atividade antimicrobiana parece ser dose-dependente, e se faz necessario
verificar a ampla faixa de concentragdo da peconha pura e suas diversas fragoes.
Essas fragcbes precisam ser isoladas e identificadas, para posterior avaliagdo em

diferentes metodologias.
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6.0 CONSIDERAGOES FINAIS

e A \tilizacdo da peconha de Crotalus durissus terrificus pode ser uma

alternativa de uso como inibidor de crescimento de bactérias e fungos.

* Antes de considerar a possibilidade da utilizacdo da pegconha como inibidor de
crescimento de microrganismos, se faz necessario determinar qual fracdo do

produto bruto tem essa atividade, bem como sua toxicidade nas dosagens indicadas.

e O uso da técnica de Kirby-Bauer deve obedecer rigidamente o protocolo
proposto para que os resultados obtidos possam servir de parametros confiaveis ao

se avaliar efeito antimicrobiano de diferentes substancias.

» Para avaliar efeito inibitério sobre fungos, a técnica de macrodilui¢ao oferece
a vantagem de permitir verificar inibicdo ou diminuicdo na formagao de pseudohifas,

indispensavel ao se determinar infecgdo ou doenca pela levedura.
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