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RESUMO 

 

Resistência bacteriana constitui um problema de saúde pública mundial, necessitando de novas opções 

terapêuticas. Toxinas animais surgem como alternativa a essa problemática, como fosfolipases 

isoladas de peçonhas ofídicas que apresentam atividades biológicas importantes. A serpente Bothrops 

erythromelas, tem sua peçonha ainda pouco estudado, sendo uma das espécies que desperta grande 

interesse médico-cientifico na região Nordeste do Brasil, tornando-se alvo para diversos estudos. 

Objetivou-se, portanto, isolar e caracterizar uma fração com atividade fosfolipásica de B.erythromelas, 

testando suas atividades antimicrobianas. Utilizou-se os testes de Bradford, seguido de RP-HPLC, 

MALDI-TOF e degradação de Edman, para purificação e caracterização do composto. Determinou-se 

as atividades inerentes a fração isolada utilizando-se testes enzimático e hemolítico, além de testes 

antibacterianos com linhagens bacterianas de Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus 

ATCC 7133623, e teste de atividade antibiofilme com linhagens de Acinetobacter baumannii 

00332126 proveniente de isolado clínico. Com 42mg/mL-1 de concentração proteica, massa molecular 

de 13656,4 Da e 31 resíduos de aminoácidos na porção N-terminal, a fração apresentou alta atividade 

enzimática, baixa atividade hemolítica, atividade considerável contra a linhagem Gram-positiva, e foi 

eficiente na redução da matriz do biofilme, porém não se mostrou bactericida na linhagem testada. 

Assim, uma fração fosfolipásica isolada da peçonha de B.erythromelas surge como alternativa a 

estudos voltados para o desenvolvimento de novos fármacos antimicrobianos. 

  

Palavras-chaves: Atividade Antibacteriana, Atividade Fosfolipásica, Atividade hemolítica Venenos 

animais.  
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ABSTRACT 

 

 

Bacterial resistance is a worldwide public health problem requiring new therapeutic options. Animal 

toxins appear as an alternative to this problem, such as phospholipases isolated from snake venoms 

that present important biological activities. The Bothrops erythromelas snake has its venom still little 

studied, being one of the species that arouses great medical-scientific interest in the Northeast region 

of Brazil, becoming a target for several studies. Therefore, the objective was to isolate and 

characterize a fraction with phospholipase activity of B.erythromelas by testing its antimicrobial 

activities. Bradford tests followed by RP-HPLC, MALDI-TOF and Edman degradation were used for 

compound purification and characterization. The inherent activities of the isolated fraction were 

determined using enzymatic and hemolytic tests, antibacterial tests with bacterial strains of 

Escherichia coli ATCC 25922 and Staphylococcus aureus ATCC 7133623, and antibacterial activity 

test with strains of Acinetobacter baumannii 00332126. With 42mg / mL-1 protein concentration, 

molecular mass of 13656.4 Da and 31 amino acid residues in the N-terminal portion, the fraction 

showed high enzymatic activity, low hemolytic activity, considerable activity against Gram-positive 

lineage, and was efficient in reducing the biofilm matrix, but was not bactericidal in the tested line. 

Thus, a phospholipase fraction isolated from B.erythromelas venom appears as an alternative to 

studies aimed at the development of new antimicrobial drugs. 

 

Keywords: Antibacterial Activity, Phospholipasic Activity, Hemolytic Activity Animal venom. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VIII 



 
 

 

 

SUMÁRIO 

 

 

1 INTRODUÇÃO ................................................................................................. 13 

1.1 Resistência Bacteriana e biofilme ................................................................... 13 

1.2 Peçonhas ofídicas .............................................................................................. 18 

1.3  Bothrops erythromelas........................................................................................ 20 

1.4 Fosfolipase A2.................................................................................................... 21 

2.  OBJETIVOS ...................................................................................................... 23 

2.1 Objetivo Geral ................................................................................................... 23 

2.2 Objetivos Específicos ........................................................................................ 23 

3.  RESULTADOS (Artigo) .................................................................................... 24 

   

1.  INTRODUÇÃO ................................................................................................. 27 

2.  MATERIAIS E METÓDOS .............................................................................  29 

2.1 Local de estudo .................................................................................................. 29 

2.2 Peçonha de Bothrops erythromelas......................................................................... 
30 

2.3 Purificação de Proteínas da peçonha .............................................................. 30 

2.4 Quantificação de Proteínas da peçonha .......................................................... 30 

2.5 Atividade Fosfolipásica .................................................................................... 31 

2.6 Espectrometria de massas ................................................................................ 31 

2.7 Sequenciamento de aminoácidos ..................................................................... 32 

2.8 Teste de Hemólise .............................................................................................. 32 

2.9 Ensaios antibacterianos .................................................................................... 32 

2.10 Ensaio antibiofilme ............................................................................................ 33 

3.  RESULTADOS .................. ............................................................................... 34 

3.1 Quantificação, purificação, espectro de massa e sequenciamento da PLA2. 34 

3.2 Atividade fosfolipásica ...................................................................................... 36 

3.3 Atividade Hemolítica ........................................................................................ 37 

3.4 Atividade Antibacteriana e Antibiofilme......................................................... 38 

4.  DISCUSSÃO ...................................................................................................... 40 

4.1 Quantificação, purificação, espectro de massa e sequenciamento da PLA2  40 

IX 



 
 

 

4.2 Atividade fosfolipásica ..................................................................................... 41 

4.3 Atividade Hemolítica ........................................................................................ 43 

4.4 Atividade Antibacteriana ................................................................................. 43 

4.5 Atividade Antibiofilme ..................................................................................... 45 

5 CONCLUSÃO ................................................................................................... 46 

 AGRADECIMENTOS ...................................................................................... 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ............................................................ 

47 

47 

4.        CONCLUSÃO.................................................................................................... 56 

 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ............................................................ 57 

 ANEXOS ........................................................................................................... 64 

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

  

  

  

  

 

 

X 



 
 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

 

Figura 1 

 

 

Figura 2 

 

 

Figura 3 

Processo de transferência de genes entre 

bactérias................................................................................................................................................ 

Estimativa de óbitos por microrganismos em 2050. Legenda: Mortalidade por 10.000 

habitante de 5.000 (em cinza) até mais de 10.000 mortes (em vermelho) 

................................................................................................................................................ 

A- Representação da bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus. B- Representação da 

bactéria Gram-negativa Escherichia coli. C- Representação da bactéria Gram-negativa 

Acinetobacter baumanii. D- Diferença entre paredes celulares de bactérias Gram-negativa 

e Gram-

positiva.................................................................................................................................... 

 

14 

 

 

15 

 

 

 

 16 

Figura 4 Processo de formação de um 

biofilme...................................................................................................................................

. 

 

 18 

Figura 5 A- Representante de um espécime adulto da serpente Bothrops erythromelas (AMARAL, 

1923). B- Bioma Caatinga, hábitat natural da B. 

erythromelas............................................................................................................................ 

 

21 

Artigo 

Figura 1 

 

Estimativa de óbitos por microrganismos em 2050. Legenda: Mortalidade por 10.000 

habitante de 5.000 (em cinza) até mais de 10.000 mortes (em vermelho) 

................................................................................................................................................. 

 

 

27 

Figura 2 A- Representante de um espécime adulto da serpente Bothrops erythromelas (AMARAL, 

1923). B- Bioma Caatinga, hábitat natural da B.erythromelas. 

................................................................................................................................................. 

 

29 

Figura 3 A- Perfil cromatográfico de fase reversa de B.erythromelas, em uma coluna C-18 equilibrada com 

solvente A (0,1% TFA em água) e eluído com 5-95% de solvente B [acetonitrila / solvente A, 9: 

1,v:v] e um caudal de 2 mL / min-1. Em destaque, fração selecionada para ser submetida ao 

espectrômetro de massas. B- Espectro gerado para a fração purificada, em destaque fração 

selecionada para testes com massa de 

13656,4Da................................................................................................................................. 

 

 

 

35 

Figura 4 Atividade fosfolipásica da peçonha bruta, da fração purificada da peçonha de B. erythromelas, de 

uma fosfolipase comercial e do BSA diante do substrato 4N3OBA. Legenda: Em cinza temos o 

BSA como controle negativo; em preto temos os valores referente a peçonha bruta da serpente; 

Laranja    representa os dados da fosfolipase comercial como controle positivo e azul faz 

referência fração 

purificada.................................................................................................................................. 

 

 

37 

Figura 5 Atividade Hemolítica, expressa em porcentagem da fração purificada em sangue de camundongo 

(Mus musculus). Em vermelho temos o padrão positivo, o reagente Triton X, com 100% de lise 

dos eritrócitos; em azul, temos aos valores referentes a fração e em verde temos o controle 

negativo, apresentando apenas soro 

fisiológico................................................................................................................................. 

 

 

 

38 

XI 



 
 

 

LISTA DE TABELAS 

 

 

 

Tabela 1 Alinhamento de sequência da fração purificada com atividade fosfolipásica com BpPLA2-

TXI, sPLA2-II e BE-I-PLA2, utilizando-se a ferramenta ClustalW. Em destaque 

(vermelho) os aminoácidos que se apresentaram diferentes daqueles observados nas outras 

fosfolipases 

comparadas................................................................................................................... 

 

 

36 

 

Tabela 2 Concentração Inibitória Mínima de Escherichia Coli ATCC-25922, Staphylococcus 

aureus ATCC-7133623 (em meio Müeller-Hinton) e Acinetobacter baumannii 

00332126 (em meio BM2) tratados com a fração fosfolipásica isolada e com antibiótico 

padrão Ciprofloxacino; Crescimento das bactérias em meio Müeller-Hinton sem 

tratamento; Formação de Biofilme de Acinetobacter baumannii 00332126. Dados 

expressões em 

porcentagem.................................................................................................................. 

 

 

 

 

 

 

 

39 

Tabela 3 Comparação entre PLA2 isoladas de diferentes serpentes pertencentes ao gênero Bothrops 

quanto a sua característica ácida ou 

básica........................................................................................................................... 

 

 

 

42 

 

 

 

 

 

 

 

XII 



 
 

 13 

1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Resistência bacteriana e biofilme 

Alexander Fleming revolucionou a ciência do século XX com a descoberta da penicilina, 

fármaco antimicrobiano amplamente utilizado no tratamento das infecções bacterinas, se 

tornando um marco de grande importância para a medicina, uma vez que óbitos por infecções 

bacterinas eram comuns e crescentes na população humana. A partir da descoberta de 

Fleming vários novos fármacos foram desenvolvidos pelas indústrias farmacêuticas até o atual 

século (TAN; TATSUMURA, 2015). Com tudo, as infecções bacterianas persistem até 

atualidade, se tornando um dos principais problemas de saúde pública mundial, com o 

agravante de mecanismos de resistência (OMS, 2019). 

Tais mecanismos são naturais às bactérias, sendo processos evolutivos que as tornam 

resistentes a compostos que comprometem sua sobrevivência e desenvolvimento. O uso 

irregular dos antibióticos, seja por parte da população ou seja pela introdução desses 

medicamentos de forma preventiva na pecuária,  veio potencializando estes mecanismos, 

criando bactérias  resistente aos fármacos habituais, contribuindo para o aumento da 

mortalidade, morbidade e gastos com procedimentos diagnósticos e terapêuticos entre os 

indivíduos acometidos por infecções (LIVERMORE, 2005; LOUREIRO et al., 2016; 

HAUBERT, et al., 2018). 

A resistência observada nas bactérias pode ocorrer por duas vias, mutações 

cromossômicas sofridas por esses organismos, como resposta a estímulos externos, ou pela 

transferência horizontal de genes de resistência entre eles. O processo mais comum consiste 

na transferência horizontal, que pode se dar por três vias, transformação, transdução ou 

conjugação (MADIGAN et al., 2016).  

Na transformação, as bactérias conseguem englobar material genético presente no meio 

externo, de modo a sofrer uma transformação em seu próprio material genético, esse material 

genético pode ser oriundo de outro microrganismo que sofreu processo de lise ou morte. A 

transferência por sua vez, depende de um vetor, que leve o material genético de um individuo 

a outro, geralmente esse transporte é feito por bacteriófagos, vírus que infectam bactérias e 

carregam partes do material genético presente em bactérias que foram lisadas e ao infectar 

novas bactérias, ele fornece esse material ao novo indivíduo. E por fim, o processo conhecido 

como conjugação, se dá pelo contato direto entre bactérias de mesma espécie ou de espécies 

diferentes, que ao se aproximarem conseguem trocar uma pequena parte de seu DNA 
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cromossômico ou por meio de plasmídeos, um material genético extra cromossômico presente 

em algumas bactérias que geralmente lhe confere resistência (Figura 1) (MADIGAN et al., 

2016).  

Algumas bactérias produzem enzimas que desencadeiam a resistência bacteriana, sendo a 

mais comum a produção de enzimas β-lactamases, que degradam o anel β-lactâmico 

encontrado em alguns antimicrobianos, impedindo a ação do fármaco.  Um tipo comum de β-

lactamases presentes em bactérias da família Enterobacteriaceae, da qual faz parte o gênero, 

Escherichia; são as carbapenemases, que tornam emergente o mecanismo de resistência 

(KPC) (NORDMANN, et al., 2012; ALVES; BEHAN, 2013).  

 

Figura 1.: Processo de transferência de genes entre bactérias.  

 

 

Fonte: (MADIGAN et. al. 2016). 

 

Em 2018, foi notificado que meio milhão de pessoas sofriam com infecções bacterianas 

resistentes mundialmente (OMS, 2019). A Figura 2, traz a estimativa de que em 2050, o 
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número de mortes por infecções bacterianas no mundo ultrapasse a marca de 10 milhões, 

sendo o continente africano o mais afetado.  

 

Figura 2.: Estimativa de óbitos por microrganismos em 2050.  

Legenda: Mortalidade por 10.000 habitante de 5.000 (em cinza) até mais de 10.000 mortes (em 

vermelho). 

 

 
Fonte: (DIREÇÃO-GERAL DA SAÚDE, 2016)  

 

 

As bactérias podem ser classificadas de acordo com a composição de sua parede celular, 

uma vez que esta característica determina o grau de patogenicidade destes organismos. 

Bactérias Gram-negativas, por exemplo, apresentam composição mais complexa quando 

comparadas as Gram-positivas, possuindo maior quantidade de aminoácidos e lipídios em sua 

conformação. Bactérias Gram-negativas apresentam uma membrana interna que é revestida 

externamente por uma parede de peptídeoglicanos pouco espessa, além de apresentar uma 

membrana externa à parede, com a presença de lipopolissacarídeos (LPS), molécula que 

determina a sua toxicidade. As bactérias Gram-positivas, por sua vez, apresentam uma 

membrana interna revestida por uma parede de peptídeoglicano bem mais espessa que a 

observada em bactérias Gram-negativas, tendo em sua composição principal ácidos teicoicos, 

responsável por conferir de forma geral carga negativa à membrana da bactéria, e a ausência 

de uma membrana externa à parede sem a presença de LPS. Portanto, a maioria das bactérias 

consideradas patogênicas são Gram-negativas, como Escherichia coli e Acinetobacter 

baumanii, tendo poucos representantes com parede celular Gram-positiva, como 

Staphylococcus aureus (Figura 3) (MADIGAN et al., 2016). 
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Figura 3: A- Representação da bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus. B- Representação da 

bactéria Gram-negativa Escherichia coli. C- Representação da bactéria Gram-negativa Acinetobacter 

baumanii. D- Diferença entre paredes celulares de bactérias Gram-negativa e Gram-positiva. 

A                                            B                                       C 

   

D 

 

Fonte: A- National Institute of Allergy and Infectious Diseases. B- CC BY. C- Kateryna Kon, 71335623. D- 

Editora Sanar (Adaptado). 

 

 As bactérias podem apresentar duas formas de vida, sendo planctônicas, caracterizada 

pelo crescimento independente, conhecido também como vida livre, forma de vida que facilita 

sua proliferação, bem como podem ser sésseis, na forma de biofilmes, que consiste na 

organização de bactérias em uma matriz extracelular composta por diversos biopolímeros, 

como polissacarídeos extracelulares, proteínas, DNA e lipídios, além da associação de outros 

microrganismos como fungos. Os estudos envolvendo biofilme datam desde o século XVII, 

contudo sua primeira publicação foi feita por Costerton, Geesey e Cheng, em 1978, onde se 

observou que algumas espécies de bactérias não conseguiam se desenvolver de forma isolada, 

mas apenas em comunidades estruturadas (COSTERTON et al. 1981; COSTERTON; 

WILSON, 2004; LÓPEZ; et al., 2010).  
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Vários são os benefícios propiciados as bactérias na conformação de biofilmes, entre os 

mais relevantes, está o aumento da tolerância desses microrganismos em condições extremas 

do meio, além da proteção conferida as eles contra agentes bactericidas pela matriz de 

exopolissacarídeos (EPS). Ademais, este mecanismo permite a troca de material genético 

entre diferentes espécies de bactérias e entre organismos da mesma espécie, facilitando assim, 

a propagação da resistência bacteriana (COSTERTON et al. 1994; COSTERTON; WILSON, 

2004; JEFFERSON, 2004; RASMUSSEN; GIVSKOV, 2006; RABIN, et al., 2015).  

A formação de biofilmes consiste em três etapas: fixação, maturação e dispersão.  A 

fixação se dá de forma biótica ou abiótica, podendo, portanto, ocorrer em superfícies de 

células de animais e vegetais, bem como em superfícies de matérias inanimados. A adesão da 

bactéria a uma superfície para a formação do biofilme pode ser reversível (adesão primária), 

estando condicionada a forças físico-químicas presentes no meio, bem como a mecanismos de 

regulação de densidade celular e comportamento coletivo, chamado de Quorum sensing, que 

permite as bactérias a sincronização de sua expressão gênica, para a formação do biofilme. Ou 

irreversível (adesão secundária), onde os microrganismos iniciam a produção da matriz de 

exopolissacarídeo (EPS), para uma fixação mais forte, uma vez que se observa a ligação mais 

firme entre bactérias de mesma espécie ou de espécies diferentes  (DOLAN; COSTERTON, 

2002; OLIVEIRA, et al., 2010; RENNER; WEIBEL, 2011; WEST, et al., 2012; TRENTIN, et 

al, 2013;  RABIN, et al., 2015) . 

 Com a formação do Biofilme maduro é observado uma estrutura semelhante a um 

cogumelo, à medida que ocorre o crescimento do biofilme, novos compostos vão sendo 

sintetizados pelos microrganismos aprisionados que vão sendo acrescentados a matriz, tais 

como proteínas, após a sua maturação, pode ocorrer o processo de dispersão, que consiste na 

liberação de formas planctônicas, essa dispersão se dá muitas vezes pela diminuição dos 

nutrientes disponíveis, além da produção de ácidos e gases que podem enfraquecer a estrutura 

da matriz, bem como por fatores de virulência (Figura 5) (OLIVEIRA, et al., 2010; 

RENNER;WEIBEL, 2011; TRENTIN, et al, 2013;  RABIN, et al., 2015).  

Os biofilmes tem despertado interesse na comunidade cientifica, uma vez que a presença 

dessa formação consiste em um mecanismo de resistência bacteriana, o que agrava as 

infecções humanas por microrganismos (DOLAN, 2002; CHANDRA, et al., 2015). 

 

 

 

 



 
 

 18 

Figura 4.: Processo de Formação de um Biofilme 

 

 

 

Fonte: (TREMBLAY et al., 2014) (Adaptado por Knoow net) 

 

Diante deste cenário, novas abordagens terapêuticas vêm sendo desenvolvidas no meio 

científico, buscando tratamentos alternativos ao controle das infecções causadas pelas 

bactérias resistentes. Estudos com moléculas bioativas de toxinas animais vem ganhando 

espaço no meio fármaco-cientifico, uma vez que a riqueza desses compostos tem fornecido 

várias alternativas a produção de fármacos para o tratamento de diversas doenças 

(NEVALAINEN et al., 2008; SAMY et al., 2008). 

 

1.2. Peçonhas ofídicas  

As peçonhas ofídicas apresentam uma grande variedade de componentes, cujo papel 

principal é agir para imobilizar a presa. Cerca de 90% do peso seco das peçonhas das 

serpentes é composto de proteínas: as enzimáticas (serino-proteases, metaloproteinases, L-

aminoácido oxidase, fosfolipases, hialuronidases) e proteínas sem atividade enzimática 

(desintegrinas, lectinas de tipo C e peptídeos natriuréticos) (CARDOSO et al, 2003; 

JENNINGS et al, 2005; GUTIÉRREZ, 2009a).  
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Apenas 15% das espécies de serpentes registradas no Brasil são consideradas peçonhentas 

(BERNARDE, 2011). Costa e Bérnils (2018) afirmam que há 76 espécies de serpentes 

peçonhentas de importância médica no Brasil, e estas estão distribuídas em duas famílias: 

Viperidae e Elapidae. 

Serpentes peçonhentas são caracterizadas pela presença de um aparato inoculador de 

peçonha, ausente nas serpentes não peçonhentas, bem como pela presença de uma glândula 

especializada na produção e estocagem desta peçonha, que faz uma ligação direta ao aparato 

inoculador (CARNEIRO et al., 2015). 

Serpentes não peçonhentas apresentam dentição do tipo áglifa, que indispõem de presas 

inoculadoras, das quais fazem parte serpentes de grande porte como a jiboia (Boa constrictor 

constrictor) e algumas espécies da família Colubridae e Dipsadidae (CARNEIRO et al., 

2015).  

As serpentes peçonhentas podem apresentar três tipos de dentição, a dentição opistóglifa, 

caracterizada pela presença de uma presa localizada na região posterior da maxila, contendo 

um pequeno sulco para inoculação de peçonha, esse tipo de dentição é observada em algumas 

serpentes da família Dipsadidae, como a cobra-verde (Philodryas olfersii); a dentição 

proteróglifa, cuja presa é fixa e diminuta na região anterior da maxila, e esta diretamente 

associada a uma glândula de veneno, possuindo um sulco, quase totalmente fechado para 

inoculação da peçonha, fazem parte as serpentes da família Elapidae, como as corais 

verdadeiras (Micrurus sp. e Lepidomicrurus sp.);  e a dentição solenóglifa, cuja presa é móvel 

e grande, localizada na região anterior da maxila, tendo um sulco completamente fechado, 

semelhante a uma agulha de injeção, tornando a inoculação da peçonha extremamente precisa, 

possuem esse tipo de dentição, as serpentes pertencentes a família Viperidae que apresentam 

importância médica no Brasil e na América Latina, as jaracacas (Bothrops sp. e Bothriopsis 

sp.), cascavéis (Crotalus sp.) e surucucus (Lachesis sp.) (CARNEIRO et al., 2015).  

As peçonhas das serpentes pertencentes a família Viperidae podem ser caracterizados pela 

ação enzimática, como observado nos envenenamentos causados pelas serpentes dos gêneros 

Bothrops, Bothrocophias e Lachesis, bem como pelas ações cardiotóxicas, miotóxicas e 

neurotóxicas, observadas nas serpentes pertencentes ao gênero Crotalus, sendo essas últimas  

ações características também dos envenenamentos causados por serpentes da família 

Elapidae, que no Brasil são representados pelos gêneros Micrurus e Leptomicrurus,  

(FURTADO, 2007). 

Dentre as serpentes pertencentes a família Viperidae, o gênero Bothrops é o que desperta 

maior interesse do ponto de vista médico científico, uma vez que é o responsável pelo maior 
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número de acidentes ofídicos notificados na América Latina, bem como apresenta um grande 

potencial farmacológico (GUTIÉRREZ, 2009). 

A peçonha botrópica exibe ação proteolítica, coagulante, e hemorrágica decorrente da 

atuação de proteínas enzimas como hialuronidases, fosfolipases, serino-proteases, 

metaloproteinases, que caracterizam o quadro clínico do envenenamento causado por estas 

serpentes, como danos teciduais locais e sistêmicos, alterações na coagulação sanguínea e 

quadros hemorrágicos (GUTIÉRREZ, 2009; PEREANEZ, et al. 2014; MENALDO et al. 

2015). 

  

1.3. Bothrops erythromelas (AMARAL, 1923) 

Conhecida como jararaca-da-seca, Bothrops erythromelas (Figura 5), encontrada na 

região Nordeste do Brasil, predominantemente no domínio caatinga, é caracterizada por 

possuir uma das mais potentes atividades hemorrágicas do gênero Bothrops (JORGE et al. 

2015; NERY et al. 2016).  

Os primeiros estudos realizados com a Bothrops erythromelas em 1979, por Nahas et al., 

mostraram que sua peçonha, diferentemente do que ocorre com as demais Bothrops, não 

apresentou atividade trombina símile, uma vez que não fora capaz de coagular diretamente o 

fibrinogênio. Outra atividade não observada nos envenenamentos causados por B. 

erythromelas foi a atividade miotóxica, presente nos envenenamentos das demais espécies do 

gênero. Embora tenha sido observado em algumas espécies de Bothrops, a atividade 

amidolítica também não foi observada em B. erythromelas, e mesmo sendo comum a peçonha 

de serpentes jovens serem considerados mais tóxicos do que as serpentes adultas, estudos com 

a B.erythromelas, mostraram que nesta espécie os indivíduos adultos possuem maior 

toxicidade do que dos filhotes. A peçonha desta serpente mostrou ainda uma maior atividade 

relacionada ao fator II e X da cascata de coagulação, bem como dos ativadores de protombina, 

porém sem apresentar atividade relacionado a trombos (NERY et al., 2016). 
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Figura 5.: A- Representante de um espécime adulto da serpente Bothrops erythromelas (AMARAL, 

1923). B- Bioma Caatinga, hábitat natural da B.erythromelas. 

             A                                                                           B 

  

Fonte: A- Museu Vivo Répteis da Caatinga (2019).  

B- https://segurancaambiental.wordpress.com/bioma-caatinga-mapa-do-brasil 

 

 

1.4.  Fosfolipases A2 

As fosfolipases A2 (PLA2) são proteínas enzimáticas de diferentes tamanhos, com massa 

molecular variando entre 13 e 146KDa, que catalisam a hidrólise da ligação 2-acil éster cálcio 

dependente do 3-sn-fosfoglicerídeo obtendo como produto lisofosfolipídios e ácidos graxos, 

exercendo um papel importante no metabolismo de moléculas lipídicas. Essas enzimas estão 

relacionadas a produção e liberação de ácido araquidônico, um precursor de lipídios bioativos, 

que participam na regulação de muitas funções celulares, devido a liberação de compostos 

como prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos, caracterizando a percepção de dor e a 

inflamação (SCOTT et al., 1990; SCHALOSKE; DENNIS, 2006; DE-MARIA et al., 2007; 

VINDAS et al., 2018). 

As fosfolipases A2 são classificadas em seis grupos, a saber, PLA2 citosólicas (cPLA2), 

PLA2 Ca2+ independentes (iPLA2), PLA2 de fator de agregação plaquetária acetil hidrolases 

(PAF-AH), PLA2 lisossômicas; PLA2 especifica do tecido adiposo (adPLA2) e PLA2 

secretórias (sPLA2). As sPLA2   são divididas em 17 subgrupos, tendo como base o número 

dos aminoácidos e a localização das ligações dissulfeto, os subgrupos I e II abrigam as PLA2 

de peçonha de serpentes. (SCHALOSKE; DENNIS, 2006; QUACH, et al., 2014; VINDAS et 

al., 2018). 
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As PLA2 de peçonha de serpente são responsáveis pela ação miotóxica, pró-inflamatória e 

atividades hiperalgésicas observadas em algumas peçonhas, como a de Bothrops asper, onde 

se observa que 30% do total de proteínas da peçonha desta serpente é de PLA2,  tendo sido 

isolados 4 tipos de PLA2, denominadas de MT-I a MT-IV e que configuram moléculas bem 

semelhantes entre si. Embora a PLA2 II e MT-IV não possuam a ação catalítica, como ocorre 

com MT-I e MT-III, as MT-II e M-III desencadeiam inflamação e dor local, estimulando a 

produção e liberação de mediadores inflamatórios tais como IL-1 e IL-6, TNFα, LTB4, 

TXA2, PGE2 e PGD2 no local da picada  (GUTIÉRREZ; LOMONTE, 1995; TEXEIRA et 

al., 2003; ZULIANI et al., 2005; MOREIRA et al., 2008; SANTOS et al., 2011; MOREIRA 

et al., 2013; DIAS et al., 2017).  

As PLA2 de peçonha de serpente têm estruturas tridimensionais semelhantes entre si, 

contudo apresentam diversos perfis toxicológicos, tais como, miotoxicidade, neurotoxicidade, 

atividade anticoagulante, hemólise, hiperalgesia, inflamação, edema, citotoxicidade 

hipotensão e atividade bactericida, esses perfis ampliam os estudos voltados às fosfolipases 

provenientes de peçonhas de serpentes (KINI, 1989; KINI, 2003; SOARES et al., 2004; 

MONTECUCCO e al., 2009; GUTIÉRREZ; LOMONTE, 2013; VINDAS et al., 2018). 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral 

Isolar e caracterizar uma fração com atividade fosfolipásica da peçonha da serpente 

Bothrops erythromelas testando suas atividades antibacterianas e antibiofilme. 

 

2.2. Objetivos Específicos  

 

• Purificar uma fração com atividade fosfolipásica da peçonha de Bothrops erythromelas 

em apenas um passo cromatográfico; 

• Determinar a massa molecular da fração isolada por meio de espectometria de massas; 

• Sequenciar os aminoácidos da fração purificada por meio de degradação de Edman; 

• Realizar teste de hemólise da fração em sangue murino; 

• Avaliar atividade fosfolipásica da peçonha bruta e da fração purificada; 

• Realizar testes de atividade antibacterianas com linhagens de Staphyloccocus aureaus 

ATCC 7133623, Escherichia coli ATCC 25922 e Acinetobacter baumanni 00332126, 

proveniente de isolado clínico, diante da fração isolada; 

• Realizar teste de atividade antibiofilme com linhagem de Acinetobacter baumanni 

00332126, proveniente de isolado clínico, diante da fosfolipase A2 isolada da peçonha. 
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Resumo do Trabalho: 

 Tendo em vista o aumento dos casos de resistência bacteriana, o estudo voltado ao 

desenvolvimento de novos fármacos que visem controlar esse problema tem crescido no 

meio cientifico. Compostos moleculares isolados de venenos animais, como os venenos 

ofídicos, oferecem uma variedade de opções terapêuticas para o tratamento das infecções 

bacterianas, portanto, o objetivou-se isolar e caracterizar uma fosfolipase A2 do veneno da 

serpente Bothrops erythromelas, testando-a contra linhagens bacterianas Gram-negativas e 

Gram-positivas e biofilmes bacterianos. Os resultados mostram uma fração com atividade 

fosfolipásica com alta atividade enzimática, baixa atividade hemolítica, significativa 

atividade antibactericída em bactérias Gram-positivas e redução na matriz do biofilme. 

Configurando uma importante opção ao desenvolvimento de fármacos no tratamento das 

infecções bacterianas.  
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ISOLAMENTO DE UMA FRAÇÃO COM ATIVIDADE FOSFOLIPÁSICA DA 

PEÇONHA DA SERPENTE Bothrops erythromelas  

Ellynes Amancio Correia Nunes1; Breno Emanuel Farias Frihling2; Taylla Michelle de Oliveira Flores1; 

Elizângela de Barros2; Caio Fernando Ramalho de Oliveira3; Octávio Luiz Franco4; Ludovico Migliolo5; 

Karla Patrícia de Oliveira Luna6 

 

RESUMO:  

Resistência bacteriana constitui um problema de saúde pública mundial, necessitando de novas opções 

terapêuticas. Toxinas animais surgem como alternativa a essa problemática, como fosfolipases 

isoladas de peçonhas ofídicas que apresentam atividades biológicas importantes. A serpente Bothrops 

erythromelas, tem sua peçonha ainda pouco estudado, sendo uma das espécies que desperta grande 

interesse médico-cientifico na região Nordeste do Brasil, tornando-se alvo para diversos estudos. 

Objetivou-se, portanto, isolar e caracterizar uma fração com atividade fosfolipásica de B.erythromelas, 

testando suas atividades antimicrobianas. Utilizou-se os testes de Bradford, seguido de RP-HPLC, 

MALDI-TOF e degradação de Edman, para purificação e caracterização do composto. Determinou-se 

as atividades inerentes a fração isolada utilizando-se testes enzimático e hemolítico, além de testes 

antibacterianos com linhagens bacterianas de Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus 

ATCC 7133623, e teste de atividade antibiofilme com linhagens de Acinetobacter baumannii 

00332126 proveniente de isolado clínico. Com 42mg/mL-1 de concentração proteica, massa molecular 

de 13656,4 Da e 31 resíduos de aminoácidos na porção N-terminal, a fração apresentou alta atividade 

enzimática, baixa atividade hemolítica, atividade considerável contra a linhagem Gram-positiva, e foi 

eficiente na redução da matriz do biofilme, porém não se mostrou bactericida na linhagem testada. 

Assim, uma fração fosfolipásica isolada da peçonha de B.erythromelas surge como alternativa a 

estudos voltados para o desenvolvimento de novos fármacos antimicrobianos. 

  

Palavras-chaves: Atividade Antibacteriana, Atividade Fosfolipásica, Atividade hemolítica Venenos 

animais.  

 

ABSTRACT: 

Bacterial resistance is a worldwide public health problem requiring new therapeutic options. Animal 

toxins appear as an alternative to this problem, such as phospholipases isolated from snake venoms 

that present important biological activities. The Bothrops erythromelas snake has its venom still little 

studied, being one of the species that arouses great medical-scientific interest in the Northeast region 

of Brazil, becoming a target for several studies. Therefore, the objective was to isolate and 

characterize a fraction with phospholipase activity of B.erythromelas by testing its antimicrobial 

activities. Bradford tests followed by RP-HPLC, MALDI-TOF and Edman degradation were used for 

compound purification and characterization. The inherent activities of the isolated fraction were 

determined using enzymatic and hemolytic tests, antibacterial tests with bacterial strains of 

Escherichia coli ATCC 25922 and Staphylococcus aureus ATCC 7133623, and antibacterial activity 

test with strains of Acinetobacter baumannii 00332126. With 42mg / mL-1 protein concentration, 

molecular mass of 13656.4 Da and 31 amino acid residues in the N-terminal portion, the fraction 

showed high enzymatic activity, low hemolytic activity, considerable activity against Gram-positive 

lineage, and was efficient in reducing the biofilm matrix, but was not bactericidal in the tested line. 

Thus, a phospholipase fraction isolated from B.erythromelas venom appears as an alternative to 

studies aimed at the development of new antimicrobial drugs. 

 

Keywords: Antibacterial Activity, Phospholipasic Activity, Hemolytic Activity Animal venons. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Problemas de saúde pública são crescentes no mundo todo, e têm despertado o interesse 

no meio cientifico devido ao aumento da mortalidade, morbidade, bem como a demanda 

exacerbada dos gastos com procedimentos diagnósticos e terapêuticos entre os indivíduos 

acometidos por diversas enfermidades. Entre as tais, destaca-se a resistência bacteriana, 

caracterizada pelos mecanismos naturais e evolutivos observados em microrganismos como 

resposta a estímulos do ambiente, que tem se intensificado com o uso irregular de 

antibióticos, propiciando o surgimento de bactérias resistentes aos fármacos habituais. [1; 2] 

Além disso, a organização de bactérias em uma matriz extracelular composta por diversos 

biopolímeros, como polissacarídeos e lipídios, conhecidos como biofilmes, tem igualmente 

despertado interesse na comunidade cientifica, uma vez que essa associação consiste em um 

dos mecanismos de resistência bacteriana. [3;4;5;6;7] 

Em 2018, foi notificado meio milhão de casos de infecções causadas por bactérias 

resistentes no mundo todo. A estimativa para 2050, é que o número de mortes por infecções 

bacterianas no mundo ultrapasse a marca de 10 milhões, na América Latina, o número de 

casos pode chegar a 392 mil (Figura 1). [8;9] 

 

Figura 1.: Estimativa de óbitos por microrganismos em 2050.  

Legenda: Mortalidade por 10.000 habitante de 5.000 (em cinza) até mais de 10.000 mortes (em 

vermelho). 

 
Fonte: (DIREÇÃO-GERAL DA SAÚDE, 2016)  
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Quanto a sua patogenicidade, as bactérias podem ser classificadas de acordo com a 

composição de sua parede celular. Bactérias Gram-negativas, por exemplo, possuem maior 

quantidade de aminoácidos e lipídios em sua conformação, elas apresentam uma parede 

celular pouco espessa composta por peptidoglicanos intercalada por duas membranas, uma 

membrana interna que delimita o conteúdo citoplasmático, e uma membrana externa com a 

presença de lipopolissacarídeos (LPS), molécula que determina a sua toxicidade. Bactérias 

Gram-positivas, por outro lado, exibem uma conformação mais simples, já que não apresenta 

uma membrana externa à parede de peptidoglicanos, que neste caso é mais espessa que aquela 

encontrada em bactérias Gram-negativas. É importante destacar que em bactérias Gram-

positivas a porção de LPS está ausente. Portanto, a maioria das bactérias consideradas 

patogênicas são Gram-negativas, como Escherichia coli e Acinetobacter baumanii, tendo 

alguns poucos representantes com parede celular Gram-positiva, como Staphylococcus 

aureus. [10] 

Estudos com moléculas bioativas de toxinas animais vem ganhando espaço no meio 

fármaco-cientifico, uma vez que a riqueza desses compostos tem fornecido várias alternativas 

a produção de fármacos para o tratamento de diversas doenças. [11;12]    

As peçonhas ofídicas apresentam uma grande variedade de componentes, onde cerca de 

90% do seu peso seco é composto por proteínas, dentre as tais estão as fosfolipases A2 

(PLA2), proteínas enzimáticas que geralmente apresentam baixo peso molecular, responsáveis 

por catalisar a hidrólise da ligação 2-acil éster cálcio dependente do 3-sn-

fosfoglicerídeo.[13;14;15] 

 Essas enzimas exercem um papel importante no metabolismo de moléculas lipídicas e 

estão também relacionadas a produção e liberação de ácido araquidônico (AA), 

caracterizando envenenamentos observados em serpentes da família Viperidae, a exemplo da 

serpente Bothrops erythromelas (Figura 2) [16;17;18], uma pequena jararaca encontrada na 

região Nordeste do Brasil, predominantemente no domínio caatinga, que é responsável pelo 

maior número de envenenamentos notificados na região. [15;19;20;21;22;23;24] 
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Figura 2.: A- Representante de um espécime adulto da serpente Bothrops erythromelas (AMARAL, 

1923). B- Bioma Caatinga, hábitat natural da B.erythromelas. 

 

       A                                                                            B 

  

Fonte: A- Cedido por Museu Vivo Répteis da Caatinga (2019). B- 

https://segurancaambiental.wordpress.com/bioma-caatinga-mapa-do-brasil 

 

 

As PLA2 de peçonhas de serpente são semelhantes entre si, porém apresentam diferentes 

perfis toxicológicos, tais como, miotoxicidade, neurotoxicidade, atividade anticoagulante, 

hemólise, hiperalgesia, inflamação, edema, citotoxicidade, hipotensão e atividade bactericida. 

[15;25;26;27;28;29] 

Diante deste cenário, a atividade antibactericida já observada em fosfolipases chama 

atenção ao uso dessas toxinas como alternativa à produção de fármacos que auxiliem ao 

combate dessas doenças. Portanto, este trabalho objetivou, isolar e caracterizar fosfolipases 

A2 da peçonha da serpente Bothrops erythromelas e testar suas frações diante de atividades 

antibacterianas e antibiofilme. 

 

2. MATERIAL E MÉTODO  

 

2.1 Local  

 

Os experimentos foram realizados no Laboratório S-Inova da Universidade Católica 

Dom Bosco (UCDB), na cidade de Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil, que exerceu 
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parceria com o Programa de Pós-Graduação em Biologia Celular e Molecular, da 

Universidade Federal da Paraíba, na cidade de João Pessoa, Brasil. 

 

2.2 Peçonha de Bothrops erythromelas  

O veneno da serpente B. erythromelas foi obtido por meio da ordenha de espécimes em 

cativeiro. Os espécimes foram provenientes do Zoológico Répteis da Caatinga, localizado no 

município de Puxinanã, região metropolitana de Campina Grande, estado da Paraíba, a 159,3 

Km da capital João Pessoa.  

Foram selecionados 5 animais adultos. O veneno, após a liofilização, foi mantido à 

temperatura de -20°C até o momento de sua utilização. Os espécimes utilizados estão 

cadastras no Conselho de Gestão do Patrimônio Genético (SisGen) sob o registro: A883C5B. 

 

2.3 Purificação de proteínas da peçonha  

A peçonha bruta em concentração de 1mg/mL-1, foi submetido à cromatografia líquida de 

alta eficiência (RP-HPLC) (Waters e 2695 Separations Module) em uma coluna C-18 (Xterra 

MS 5 µm – 4.6 x 250 mm column). O sistema de solventes foi composto por 0,1% de ácido 

trifluoroacético (TFA) em H2O (Solvente A) e 0,1% TFA em acetonitrilo (Solvente B) em um 

fluxo de 2 mL.min-1 e gradiente linear de 5-95% de acetonitrila, durante 60 minutos. Os picos 

proteicos foram monitorizados a 216 e 280 nm. As frações apresentadas na representação 

gráfica foram coletadas, reunidas e liofilizadas. Posteriormente, foi selecionada uma fração 

com atividade fosfolipásica para ser submetida ao espectrômetro de massas.  

 

2.4 Quantificação de Proteínas da peçonha  

Após a diluição da amostra liofilizada em água ultrapura em uma concentração de 

1mg/mL-1, foi utilizado o método de Bradford (1976),[30] para quantificação das proteínas 

presentes na fração purificada. Foram utilizadas diluições seriadas da amostra. Como padrão 

para estas concentrações foi utilizada a Albumina Sérica Bovina (BSA) na mesma 

concentração da amostra purificada. Todas as amostras foram testadas em triplicata.  
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2.5 Atividade fosfolipásica  

Para análise da atividade fosfolipásica da peçonha de Bothrops erythromelas, foi utilizado 

a metodologia descrita por Holzer e Mackessy (1996)[31], com alterações feitas por Serino-

Silva et. al. (2014)[32].  

Foram utilizadas microplacas de 96 poços, com leituras de 425 nm (A425), em leitor de 

microplacas Spectramax. Como substrato para reação foi utilizado o ácido 4-nitro-3-

octanoyloxybenzóico (4N3OBA, Enzy Life Science, USA).  

Para cada poço foram adicionados 200µL de tampão (Tris/HCl 10 mM, e NaCl 100 mM, 

pH 7,8); 20 µL de substrato 4N3OBA (1 mg.mL-1 em acetonitrila 100%); 20 µL de água 

ultrapura e 20 µL de amostra (1mg/mL-1).  

Posteriormente a reação foi incubada por 40 minutos, a 37° C, e sua absorbância foi lida 

em 425 nm, sendo monitorada em intervalos de 10 minutos. Sua atividade enzimática foi 

calculada após 20 minutos do aumento da absorbância. Para análise do efeito da concentração 

do substrato na atividade da enzima foi determinado através da medição do aumento da 

absorbância em 20 minutos de incubação em tampão Tris/ HCl pH 8,0, a 37° C. Como 

controle positivo utilizou-se uma fosfolipase comercial com concentração de 1mg/mL-1 

(Fosfolipase A2 de pâncreas bovino - P9913 Sigma) e como controle negativo de proteína 

utilizou-se BSA, também na concentração de 1mg/mL-1.  

 

2.6 Espectometria de massa  

Para mensurar a massa molecular da fração selecionada foi utilizado um espectrômetro de 

massa de tempo-de-voo de ionização por dessorção assistida por matriz (MALDI-TOF) 

(AutoFlex III) (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) controlada pelo software Flex Control 

3.0 (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha).  1mg/mL-1 da amostra foi solubilizada em água 

Ultrapura, posteriormente misturada em uma solução saturada de uma matriz versando em 

ácido siapínico (1:1, v/v), e aplicadas em uma placa alvo (Bruker Daltonics, Bremen, 

Alemanha) e secas à temperatura ambiente. O composto teve sua massa molecular obtido no 

modo linear positivo, pós calibração externa, como o Padrão de Calibração de Proteínas 

(Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha).  Os espectros MALDI foram processados com o 

software Flex Analysis 3.0 (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha).  
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2.7 Sequenciamento de Aminoácidos  

Para determinação da sequência de aminoácidos da amostra purificada, foi utilizada a 

metodologia de degradação de Edman através de uma máquina de sequenciamento automático 

de fase gasosa (Shimadzu PPSQ-31B/33B), que foi calibrada primeiramente com o padrão de 

mistura PTH-aminoácidos e uma amostra da fração purificada em uma concentração de 

1mg/mL-1 liofilizada e ressuspendida em acetonitrila 37% e aplicada a uma membrana de 

nitrocelulose (PVDF), por fim a membrana foi seca sob fluxo de nitrogênio. Após o 

procedimento de preparo, a membrana foi submetida a análise. De acordo com as 

recomendações do fabricante, os aminoácidos da feniltio-hidantoína foram detectados após 

separação numa coluna RP-HPLC C-18 (4,6 × 250 mm). As sequências resultantes foram 

aplicadas à pesquisa BLAST de proteína NCBI (BLASTP 2.8.0+) e as sequências 

significantes foram alinhadas utilizando ClustalW (1.2.4). 

  

2.8 Teste de Hemólise 

Para os testes foram utilizados eritrócitos de camundongos (Mus musculus), aprovado pelo 

comitê de ética da Universidade Católica Dom Bosco (UCDB) sob o registro n° 014/2018.  

O sangue coletado foi armazenado a 4°C até sua utilização. As células foram lavadas três 

vezes com tampão fosfato 50μM, pH 7,4. À suspensão de eritrócitos foi acrescido a fração do 

veneno de B. erythromelas referente a fosfolipase em uma concentração de 1mg/mL-1, em 

diluição seriada de 16 a 512 μg/mL-1 em um volume final de 100 mL. As amostras foram 

incubadas à temperatura ambiente durante 60 minutos. Após centrifugação em 3000 rpm, foi 

monitorada a liberação de hemoglobina por meio da leitura da absorbância do sobrenadante a 

425 nm em leitor de microplacas Spectramax. Para controle de hemólise (branco), foram 

utilizados eritrócitos suspensos em tampão fosfato 50 mM, pH 7,4; e como controle positivo 

(100% de lise de eritrócitos) foi utilizada uma solução de 1% (em volume) de triton X-100 

dissolvido em água destilada substituindo a fração do veneno. Os ensaios foram realizados em 

triplicata.[33] 

 

2.9 Ensaios Antibacterianos 

Linhagens de Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 7133623, e 

Acinetobacter baumannii 00332126, sendo esta última proveniente de isolado clínico 

resistente, foram utilizadas para os testes antibacterianos diante da fração purificada da 

peçonha da serpente Bothrops erythromelas com atividade fosfolipásica. As bactérias foram 
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inoculadas em meio ágar Müeller-Hinton (MHA) seguida de incubação a 37°C durante 18h. 

Posteriormente, foram selecionadas três colônias isoladas de cada bactéria e inoculadas em 5 

mL de meio Müeller-Hinton caldo (MHB) e incubadas em agitador mecânico sob rotação de 

200 rpm a 37 °C, durante 12 horas.  

Para a análise do crescimento bacteriano, foram realizadas leituras em leitor de 

microplacas Spectramax, a 600 nm utilizando 100 μL de cada réplica. Os testes para observar 

a concentração inibitória mínima (CIM) foram realizados de acordo com o protocolo descrito 

pelo CLSI.[34] Utilizando-se o método de diluição em microplacas de 96 poços. Foram 

organizadas três réplicas técnicas nas microplacas a uma concentração bacteriana final de 2-5 

x 105 ufc.mL-1. As amostras foram testadas em concentrações que variaram de 16 a 512 

μg.mL-1. Para controle positivo foi utilizado o antibiótico Ciprofloxacina nas mesmas 

concentrações das amostras, enquanto que a suspensão bacteriana em MHB foi utilizada como 

controle negativo. 

As microplacas ficaram incubadas a 37 °C durante 18 horas e em seguida as leituras 

foram realizadas em leitor de microplacas Multiskan Go (Thermo Scientific) a 600 nm. O CIM 

foi estimado como sendo a menor concentração de PLA2 em que não houve crescimento da 

bactéria. Todos os experimentos foram desenvolvidos em triplicata e expressos com desvio 

padrão. 

 

2.10  Ensaio de Atividade Antibiofilme 

Para se analisar a formação de Biofilmes foi utilizado Meio Basal 2 (BM2) [fosfato de 

potássio 62 mM, (NH4)2 SO4 7 mM, MgSO4 2 mM, FeSO4 10 M e 0,4% de glicose]. Foram 

usadas culturas bacterianas de Acinetobacter baumannii 00332126, proveniente de isolado 

clínico resistente, que foram cultivadas durante 16-18h em MHB e diluídas 1: 100 (v:v) em 

BM2. As suspensões bacterianas foram inoculadas em placas de 96 poços de fundo redondo 

contendo a fração da amostra em diluições seriadas de 2 a 512 μg.mL-1 (volume final: 100 

mL). A incubação das microplacas ocorreu durante 24 horas a 37°C. O controle de 

crescimento negativo continha apenas bactérias no meio BM2, e para controle positivo foi 

utilizado o antibiótico Ciprofloxacina nas mesmas concentrações da fração da amostra. Para 

análise do crescimento das células planctônicas utilizou-se a absorbância de 600 nm. [35;36]  

 Para avaliar se houve a formação de biofilme, o meio foi removido das microplacas e os 

poços foram lavados duas vezes com água deionizada. As células aderentes foram coradas 

com cristal violeta 0,01% durante 20 min. Os poços foram lavados subsequentemente, duas 
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vezes com água deionizada, secos ao ar e o cristal violeta aderido às células foi solubilizado 

com 110 μL de etanol a 60%. Mediu-se a formação de biofilme em uma absorbância de 595 

nm. Todas as leituras de absorbância foram realizadas com o leitor de microplacas Multiskan 

Go (Thermo Scientific). [37] Os testes foram realizados em triplicatas.  

 

3 RESULTADOS  

3.1 Quantificação, purificação, espectro de massa e sequenciamento da fração 

fosfolipásica 

A cromatografia em fase reversa (HPLC) em coluna C-18, forneceu o perfil apresentado 

na Figura 3. O pico que apresentou atividade fosfolipásica foi eluida em uma concentração de 

aproximadamente 40% de acetonitrila (B) no minuto 30 da corrida cromatográfica.  

O método fotométrico de Bradford, determinou que a fração purificada da peçonha, com 

atividade fosfolipásica, apresentou uma concentração de 42mg/mL-1 de proteínas em 1mg/mL-

1 da amostra.  

Para confirmação da pureza da fração coletada, nossa amostra foi submetida ao 

espectrômetro de massas, que gerou um espectro com massa de 13656,4 Da (Figura 3), 

confirmando ser uma fração com massa semelhante aquelas observadas em fosfolipases, 

contudo a presença de picos ionizáveis no gráfico,  mostra que provavelmente se trata de mais 

de uma fosfolipases presente na fração. 
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Figura 3.: A- Perfil cromatográfico de fase reversa de B.erythromelas, em uma coluna C-18 

equilibrada com solvente A (0,1% TFA em água) e eluído com 5-95% de solvente B [acetonitrila / 

solvente A, 9: 1,v:v] e um caudal de 2 mL / min-1. Em destaque, fração selecionada para ser submetida 

ao espectrômetro de massas. B- Espectro gerado para a fração purificada, em destaque fração 

selecionada para testes com massa de 13656,4Da. 

 

A 

B 
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A degradação de Edman forneceu uma sequência de aminoácidos com 31 resíduos da 

porção N-terminal. Posteriormente foi feito o BLAST da sequência, onde foi observada 

similaridade de 96% para uma PLA2 ácida (bpPLA2-TXI) de Bothrops pauloensis,[38] uma 

PLA2 ácida de B.diporus[39] e uma PLA2 ácida (BE-I-PLA2) de  B. erythromelas.[40] Para 

comparar as sequências foi feito o alinhamento usando o ClustalW, onde foi possível observar 

que apenas os aminoácidos Triptofano (posição 1) e Ácido aspártico (posição 25) da 

sequência de BeryPLA2 são diferentes dos três organismos analisados (Tabela 1). 

A similaridade observada na fração purificada com as fosfolipases BpPLA2-TXI, sPLA2-II 

e BE-I-PLA2, oferece forte indicações de uma característica ácida em nossa amostra.  

 

Tabela 1.: Alinhamento de sequência da fração purificada com atividade fosfolipásica com BpPLA2-

TXI, sPLA2-II e BE-I-PLA2, utilizando-se a ferramenta ClustalW. Em destaque (vermelho) os 

aminoácidos que se apresentaram diferentes daqueles observados nas outras fosfolipases comparadas.  

 

Espécies N° de acesso PLA2 Alinhamento % 

B.erythromelas 

B.pauloensis 

B.diporus 

B.erythromelas 

 

- 

D0UGJ0.1 

AFJ79208.1 

Q2HZ28.1 

 

Fração PLA 

BpPLA2-TXI 

sPLA2-II 

BE-I-PLA2 

WLVQFETLIMKIAGRSGVWYYGSYDCYCGSG 

NLVQFETLIMKIAGRSGVWYYGSYGCYCGSG 

NLVQFETLIMKIAGRSGVWYYGSYGCYCGSG 

SLVQFETLIMKIAGRSGVWYYGSYGCYCGSG 

- 

96% 

96% 

96% 

 

 

3.2 Atividade Fosfolipásica  

Na Figura 4 podemos observar que a fração purificada do veneno de Bothrops 

erythromelas, apresentou maior atividade enzimática quando comparada a fosfolipase 

comercial e a peçonha bruta da serpente, diante do substrato sintético ácido 4-nitro-

3(octanoyloxy) benzóico (4N3OBA).  
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Figura 4.: Atividade fosfolipásica da peçonha bruta, da fração purificada da peçonha de B. 

erythromelas, de uma fosfolipase comercial e do BSA diante do substrato 4N3OBA. Legenda: Em 

cinza temos o BSA como controle negativo; em preto temos os valores referente a peçonha bruta da 

serpente; Laranja    representa os dados da fosfolipase comercial como controle positivo e azul faz 

referência fração purificada.  

 

 

 

 

3.3 Atividade Hemolítica 

O teste de hemólise indicou que a fração purificada apresentou baixa atividade hemolítica 

em sangue de camundongos (Figura 5). As várias diluições da fração da peçonha de Bothrops 

erythromelas, ficaram inferiores a 3%, quando comparadas ao reagente Triton X 100, que tem 

como parâmetro a lise de 100% dos eritrócitos presentes na amostra. Esse resultado mostra a 

viabilidade para a realização de testes biológicos.  
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Figura 5.: Atividade Hemolítica, expressa em porcentagem da fração purificada em sangue de 

camundongo (Mus musculus). Em vermelho temos o padrão positivo, o reagente Triton X, com 100% 

de lise dos eritrócitos; em azul, temos aos valores referentes a fração e em verde temos o controle 

negativo, apresentando apenas soro fisiológico.  

 

  

 

3.4 Atividade Antibacteriana e Antibiofilme 

Ao se realizar testes de Concentração Inibitória Mínima (CIM) para linhagens bacterianas 

de Escherichia Coli ATCC-25922 diante da fração purificada foi observado que na menor 

concentração (16 µg.mL-1) não houve inibição do crescimento bacteriano. Observa-se, porém, 

que há um crescimento contínuo da bactéria (106%) quando comparado com o crescimento da 

bactéria apenas no meio de cultura, que foi de 99,87%. Na maior concentração testada (512 

µg.mL-1), por outro lado, observou-se um crescimento bacteriano de apenas 87%, mostrando 

uma inibição de 13% do crescimento diante da fração testada, nesta concentração (Tabela 2). 

A Ciprofloxacina, por sua vez, inibiu 81% na menor concentração (16 µg.mL-1) e 95% na 

maior (512 µg.mL-1), visto que na tabela 2, observa-se que diante do antibiótico, o 

crescimento bacteriano na concentração de 16 µg.mL-1 foi de apenas 9% e na concentração de 

512 µg.mL-1 o crescimento foi de apenas 5% (Tabela 2). 

Testes com a linhagem de Staphylococcus aureus ATCC-7133623, mostrou que na menor 

concentração testada (16 µg.mL-1), a bactéria cresceu 51% do crescimento total da bactéria 

apenas no meio de cultura sem tratamento, que foi em torno de 99,96%. Portanto, a fração 



 
 

 39 

testada inibiu 49% do crescimento bacteriano. Na maior concentração testada (512 µg.mL-1), 

mostrou que apenas 29% da bactéria continuou crescendo, mostrando portanto uma inibição 

de 71% do crescimento bacteriano (Tabela 2). 

Para os testes realizados com Acinetobacter baumannii 00332126 diante da fração 

fosfolipásica, foi observado que na menor concentração (16 µg.mL-1) houve inibição do 

crescimento bacteriano de 14%, uma vez que houve o crescimento de 76% das bactérias 

mesmo após o tratamento. Para a maior concentração testada (512 µg.mL-1) foi observado um 

crescimento de 56% da bactéria, mostrando uma inibição de 34% no crescimento da linhagem 

testada. O antibiótico por sua vez, mostrou um comportamento esperado diante da linhagem 

resistente, uma vez que não fora capaz de inibir o crescimento bacteriano em sua menor 

concentração, já que foi observado um crescimento superior àquele observado na bactéria sem 

o tratamento.  Na maior concentração, de diferente modo, o antibiótico inibiu 94% do 

crescimento da bactéria, denotando que apenas 6% de crescimento foi registrado (Tabela 2). 

No que cerne a formação de Biofilmes, diante da fração fosfolipásica foi observado um 

crescimento de 47% e 39%, na menor e na maior concentração respectivamente. Indicando 

assim, uma inibição de 53% na menor concentração e 61% na maior concentração (Tabela 2).  

 

 

Tabela 2.: Concentração Inibitória Mínima de Escherichia Coli ATCC-25922, Staphylococcus 

aureus ATCC-7133623 (em meio Müeller-Hinton) e Acinetobacter baumannii 00332126 (em 

meio BM2)  tratados com a fração fosfolipásica isolada e com antibiótico padrão Ciprofloxacino; 

Crescimento das bactérias em meio Müeller-Hinton sem tratamento;  Formaçaõ de Biofilme de 

Acinetobacter baumannii 00332126. Dados expressões em porcentagem.  

 

 

 

 

 

Linhagens 

bacterianas 

Crescimento 

da Bactéria 

% 

CIM 

% 

Concentração  

µg.mL-1 

Biofilme 

% 

Ciprofloxacino 
CIM  

Ciproloxacino 
 Biofilme 

E.Coli ATCC-

25922 
99,87 106 16 - 9  

87 512 5  

A.baumannii 
00332126 

99,97 76 16 47 75 101 

56 512 39 97 6 

S.aureus  
ATCC-7133623 

99,96 51 16 - 7  

29 512 8  
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4 DISCUSSÃO 

4.1 Quantificação, purificação, espectro de massa e sequenciamento da PLA2 

Estimou-se que o pico encontrado próximo ao minuto 30 da cromatografia fosse uma 

fração com atividade fosfolipásica, com base em estudos anteriores com B.erythromelas, uma 

vez que o gradiente linear aplicado em nossa metodologia foi semelhante ao descrito por 

eles.[40] 

Em seu estudo com a espécie Bothrops erythromelas, foi feita a purificação do veneno 

bruto da serpente em quatro etapas cromatográficas, obtendo como resultado final uma 

fosfolipase A2 ácida com massa molecular de 13649,57 Da. Para ressuspensão da amostra, os 

autores utilizaram três tampões diferentes em cada etapa (Acetato de Amônia, Tris-HCl e 

tampão NaCl); na etapa de cromatografia em fase reversa (RP-HPLC), foi utilizada uma 

coluna C-4. De diferente modo, no presente trabalho a amostra liofilizada foi eluída em água 

Ultrapura, e submetida a uma coluna C-18 em RP-HPLC. Mesmo com metodologias 

diferentes aplicadas durante a purificação, a fração purificada apresentou 96% de similaridade 

com a fosfolipase já descrita para B.erythromelas.[40] 

Purificações de PLA2 de venenos de serpentes com mais de um passo cromatográfico 

mostrou-se comum durante muito tempo, como em estudos relatados com B. alternatus e B. 

asper , onde se utilizou duas etapas cromatográficas, com reagentes diferentes para eluição da 

amostra (Bicarbonato de amônia; TFA, para B.alternatus) (Tris KCl; Acetato de Amônia, para 

B.asper), utilizando-se para ambos, na etapa de RP-HPLC, uma coluna C-18 com gradiente 

linear de 0-66% de acetonitrila.[41;42] 

Assim como, na purificação de PLA2 da serpente B. atrox, onde se aplicaram três passos 

cromatográficos, utilizando também, diferentes tampões para eluição da amostra liofilizada. 

Na cromatografia em fase reversa (RP-HPLC), foi utilizada também uma coluna C-18, com 

gradiente de concentração linear do reagente B com 70% de acetonitrila para 0,1% de TFA e 

administração de 0-100% do solvente B. [43] 

 Do veneno de B. jararaca, foi possível isolar uma fosoflipase A2 utilizando-se também, 

três etapas cromatográficas, com a adição de mais uma etapa para a confirmação da fração, 

utilizando diferentes tampões em suas respectivas etapas (Bicarbonato de Amônia; Tris-HCl; 

TFA). Em RP-HPLC os pesquisadores utilizaram uma coluna C-18 com gradiente de 

concentração linear do reagente B com 70% de acetonitrila para 0,1% de TFA.[44] 

Contudo, estudos mais recentes, apontam para a redução das etapas cromatográficas 

durante a purificação de PLA2, como o isolamento de uma fosfolipase A2 da peçonha de B. 
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cotiara, em apenas uma etapa cromatográfica, RP-HPLC, onde para tal, a peçonha foi diluído 

em água, e a amostra foi submetida a uma coluna C-18;  e uma PLA2  de B. jararaca, em RP-

HPLC, usando como solvente TFA, e também, uma coluna C-18; do mesmo modo como foi 

realizado em nossos experimentos.[32;45]  

Estudos envolvendo o isolamento de uma fosfolipase bpPLA2-TXI da peçonha da serpente 

B.pauloensis, utilizando apenas uma etapa cromatográfica, semelhante ao que fizemos, 

utilizando uma coluna C-18 em RP-HPLC, com gradiente igual ao aplicado à nossa amostra, 

obteve-se uma fração correspondente a uma fosfolipase ácida pura (Tabela 1), que mostra 

alta similaridade com a fração purificada por nossos grupo. Ratificando, mais uma vez, a 

importância do uso de uma metodologia que melhore o tempo aplicado no processo.[38] 

Portanto, o tipo de solvente envolvido na diluição da amostra liofilizada, bem como a 

metodologia aplicada, no que cerne ao gradiente linear e a coluna de separação, mostraram ter 

sido fatores importantes para a possível pureza de nossa amostra, em apenas um passo 

cromatográfico.  

Desta forma, a busca pelo melhor método de purificação se torna importante, uma vez que  

o tempo empregado na pesquisa por novos compostos biológicos é reduzido, otimizando as 

novas descobertas fármaco-cientificas para o tratamento de diversas doenças que causam 

mortalidade e/ou morbidade da população mundial, facilitando, portanto, a descoberta para as 

curas e ou tratamentos dessas doenças. 

 O sequenciamento dos aminoácidos da porção N-terminal da fração fosfolipásica, 

mostrou a alteração em dois aminoácidos comparados com as três PLA2 (BpPLA2-TXI; 

sPLA2-II e BE-I-PLA2) que apresentaram similaridade de 96% com a fração isolada.[38;39;40]  

A presença de um Triptofano na posição 1, indica uma característica de maior hidrofobicidade 

da amostra, uma vez que este aminoácido apresenta características aromáticas com cadeia 

lateral relativamente apolar, e a presença de um Ácido Aspártico na posição 25, indica um 

aumento na característica ácida de nossa amostra, uma vez que este aminoácido está entre os 

dois aminoácidos que apresentam o grupo R carregado negativamente em pH 7,0, conferindo-

lhe assim uma propriedade ácida.[46] 

 

4.2  Atividade Fosfolipásica 

As características observadas na fração isolada apontam para o desenvolvimento de um 

composto mais eficiente do ponto de vista comercial, proveniente da PLA2 isolada de B. 
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erythromelas, uma vez que o tempo para a ação da enzima mostra-se reduzido, elevando 

assim sua eficiência. 

Testes realizados com a peçonha de B. pauloensis e B. moojeni, diante do substrato clara 

de ovo, confirmaram a alta concentração da enzima PLA2 nas referidas peçonhas. Embora não 

tenha sido feita uma comparação com uma fosfolipase comercial e o substrato utilizado tenha 

sido diferente do aplicado nesta pesquisa, seus achados confirmam a atividade fosfolipásica 

observada no gênero Bothrops. [47] 

Estudos utilizando o mesmo substrato que foi utilizado neste trabalho, 4N3OBA, 

comparou a atividade catalítica de uma PLA2 isolada da peçonha da serpente B. marajoensis 

com a peçonha bruta da mesma serpente. Os autores observaram que a fração purificada 

apresentou também, maior atividade do que a peçonha bruta da serpente.[48]  

Por outro lado, ao comparar a atividade enzimática de duas fosfolipases isoladas de B. 

jararacussu com uma fosfolipase comercial e diante do substrato 4N3OBA, não se observou 

atividade fosfolipásica considerável em suas duas frações.[49] Porém, a comparação da 

atividade de uma fosfolipase A2 ácida isolada de B. moojeni, com duas fosfolipases isoladas 

de B.jararacussu, uma ácida e uma básica, foi possível observar que a atividade apresentada 

pela fosfolipase ácida se mostrava mais eficiente que a básica, estando próxima daquela 

observada na fração de B. moojeni.[50] 

Com base nisto, observamos que a fração isolada, se comporta semelhantemente a uma 

fosfolipase ácida, uma vez que foi observado sua elevada atividade enzimática, de acordo com 

o que pode ser observado na Tabela 3.  

 

Tabela 3.: Comparação entre PLA2 isoladas de diferentes serpentes pertencentes ao gênero Bothrops 

quanto a sua característica ácida ou básica. 

 

Espécie PLA2 Ionização Atividade Enzimática Referências 

B. jararacussu BjVIII Básica Nenhuma  Fagundes et al. 

2011 

B.jararacussu BthTX-II Básica Baixa Silveira et al. 2013 

B. jararacussu BthA-I-PLA2 Ácida Elevada Silveira et al. 2013 

B. moojeni BmooPLA2 Ácida Elevada Silveira et al. 2013 

B. erythromelas Fração 

fosfolipásica 

- Elevada - 
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Portanto, é possível observar que as peçonhas botrópicas geralmente apresentam boa 

atividade fosfolipásica, contudo, as peçonhas ofídicos tendem a mudar com o tipo de 

alimentação, o habitat, bem como o clima em que estes animais estão inseridos, o que pode 

justificar a diferenciação nas características de suas fosfolipases, se ácidas ou básicas.[23]  

A espécie B. erythromelas é endêmica da região Nordeste, domínio caatinga, onde há 

predominância de clima semiárido e altas temperaturas,[51] a observação de uma atividade 

fosfolipásica mais acentuada observada neste veneno, pode estar relacionada a característica 

do clima e também a baixa oferta de alimento e água na região, tendo em vista os períodos 

prolongados de seca, tornando o veneno desta serpente mais tóxico do ponto de vista da 

atividade fosfolipásica, quando comparada a outras serpentes do mesmo gênero.  

 

 

4.3 Atividade Hemolítica 

Diferente do que foi observado em nossos achados, estudos com uma PLA2 (BmooPLA2) 

isolada de B. moojeni, mostrou a presença de atividade hemolítica mínima em concentrações 

de 0,8 a 1,0g da toxina, utilizando-se o método radial indireto.[49]  De semelhante modo, 

estudo realizados com uma PLA2 (PnPLA2) isolada da serpente Porthidium nasutum, causou 

hemólise em concentrações de 7,5µg, sendo inclusive superior a peçonha bruta.[52] 

Por outro lado estudos realizados com uma PLA2 isolada da serpente asiática Naja naja, 

mostrou baixa atividade hemolítica, com 0,9% de hemólise em sangue caprino, semelhante a 

nossos achados, onde a taxa de hemólise em sangue murino apresentou resultados abaixo de 

3% (Figura 5), mostrando que embora a peçonha de B. erythromelas tenha apresentado maior 

atividade fosfolipásica quando comparado a PLA2 de peçonhas ofídicas, a fração isolada não 

se mostrou hemolítica,  como em B. moojeni e P. nasutum .[53]  

 

4.4 Atividade Antibacteriana  

Testes com uma PLA2 isolada da espécie B. alternatus, mostrou atividade bactericida para 

S. aureus ATCC, e ausência de atividade para E.coli ATCC, corroborando com a atividade 

observada em nossa fração.[54] Por outro lado, estudos com B. marajoensis, mostraram que a 

fosfolipase A2 isolada da peçonha desta espécie não apresentou atividade inibitória para S. 

aureus ATCC. [55]  

Em uma pesquisa com Lachesis muta, serpente também Viperidae, foi testado uma PLA2, 

contra E.coli ATCC e S.aureus ATCC, e observou-se que para a espécie E.coli ATCC a 
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toxina não apresentou atividade, contudo, conseguiu diminuir o crescimento de S.aureus 

ATCC, mesmo que de forma pouco significativa quando comparado com outras espécies de 

bactéria, como Pseudomonas aeruginosa ATCC  e Klebsiella pneumoniae ATCC.[56] De 

semelhante modo, estudos de uma PLA2 isolada da víbora asiática da família Viperidae, 

Daboia russelii, mostrou que a atividade bactericida responde melhor em bactérias Gram-

positivas do que em bactérias Gram-negativas. Estes dados corroboram com o que foi 

observado em nossa pesquisa.[57]  

Contudo, testes realizados com PLA2 isoladas da serpente Crotalus oreganus abyssus, 

também pertencente à família Viperidae, apresentou atividade para linhagens Gram-negativas 

e Gram-positivas, entre as tais, E.coli e S.aureus.[58] É importante salientar que serpentes do 

gênero Crotalus, apresentam composição da peçonha diferenciada daquelas pertencentes ao 

gênero Bothrops e Lachesis, apresentando majoritariamente ação neurotóxica, podendo ser 

observada em algumas espécies a ação proteolítica, ao passo que, os outros dois gêneros 

apresentam predominantemente ação proteolítica em suas peçonhas, indicando que as PLA2 

isoladas de Bothrops e Lachesis podem estar mais relacionadas entre si, no que cerne a sua 

atividade, do que quando comparadas àquelas isoladas do gênero Crotalus.[59]  

Conhecendo portanto, que bactérias Gram-negativas apresentam parede celular com uma 

membrana externa constituída por lipídios assimétricos, seguido de uma camada de 

peptidoglicanos, uma membrana interna constituída por fosfolipídios, e que essa conformação 

torna a entrada de alguns fármacos dificultada, da mesma forma, a presença da membrana 

externa dificulta a entrada da fosfolipase A2 impedindo assim sua ação em bactérias Gram-

negativas, uma vez que a membrana externa é naturalmente resistente a ação de PLA2. Por 

outro lado, bactérias Gram-positivas apresentam apenas uma camada de peptidoglicanos 

seguida por uma membrana celular interna, uma PLA2 consegue facilmente atravessar a 

camada de peptidoglicanos, chegando à membrana citoplasmática, agindo assim sobre os 

fosfolipídios presentes. Desta forma, a baixa atividade bactericida de algumas fosfolipases em 

bactérias Gram-negativas comparadas com a atividade observada em bactérias Gram-positivas 

está, portanto, relacionada à estrutura de sua parede celular, que torna as Gram-negativas mais 

resistentes a ação de compostos tóxicos a esses microrganismos. [11;60;61]    

No entanto, mecanismos de resistência bacteriana podem dificultar a ação do PLA2, 

mesmo em bactérias Gram-positivas.[55] Outro fator relevante, consiste na capacidade da 

espécie S.aureus, conseguir responder a ação de PLA2 por meio de uma síntese continuada de 

fosfolipídios, podendo assim, impedir a morte da bactéria. Por outro lado, a ação positiva 

observada em algumas bactérias Gram-negativas, está relacionada a ação conjunta de outros 
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fatores sobre a bactéria, como proteínas bactericidas, porém, a carga superficial da PLA2, bem 

como a substituição de aminoácidos na estrutura da enzima, também pode influenciar sua 

ação em bactérias Gram-negativas.[11]  

Com base no mecanismo de ação observado em antibióticos polipeptídicos, como a 

Polimixina, que atua nas membranas externas e citoplasmáticas de bactérias Gram-negativas, 

tendo a capacidade de desativar a ação dos LPS, bem como desestabilizar a membrana por 

meio da movimentação de íons, como Mg e Ca, provocando a ruptura da membrana; e a 

Bacitramicina, que atua em bactérias Gram-positiva, inibindo a síntese da parede celular 

bacteriana, impedindo o acréscimo de aminoácidos e nucleotídeos na parede celular, acredita-

se que tais proteínas devam atuar semelhantemente a esses antibióticos nas bactérias testadas, 

sendo portanto, um possível mecanismos de ação das fosfolipases contra as bactérias 

testadas.[62;63]  

 

 

4.5  Atividade Antibiofilme 

Pesquisas envolvendo moléculas bioativas provenientes de diversos organismos, tais 

como, microalgas, plantas e animais, no combate a formação de biofilmes tem se 

intensificado, uma vez que tais moléculas apresentam diversas ações farmacológicas e 

toxicológicas que podem servir como alternativa a produção de fármacos que auxiliem no 

tratamento das infecções causadas por microrganismos, problema emergente na população 

humana, propiciado também pela conformação de biofilmes.[64;65] 

Estudos realizados com peptídeos derivados da peçonha de B. diporus diante da formação 

de biofilme, mostrou redução significativa de 50% dos biofilmes testados, indicando o 

potencial farmacológico proveniente de moléculas isoladas das peçonhas ofídicas, 

corroborando com nossos achados, uma vez que se observou relevante redução na formação 

de biofilmes de A. baumannii 00332126 diante de da fração testada .
[66] 

Peptídeos antimicrobianos provenientes da serpente Bungarus fasciatus da família 

Elapidae, mostraram também eficiente redução na formação de biofilme de A. baumannii, em 

baixas concentrações, como 8 µg.mL-1. Na concentração de 64 µg.mL-1 eles conseguiram 

destruir quase todas as células aderentes ao biofilme.[67] 

Testes antibiofilme com lectinas do tipo C, provenientes da serpente B. jararacussu, em S. 

aureus e S. epidermidis, mostrou uma redução de 50% na formação dos biofilmes, porém a 

lectina não foi capaz de intervir no crescimento bacteriano, como foi observado também, em 
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nossos testes com bactérias planctônicas, indicando que algumas frações das peçonhas de 

serpentes, tal como a PLA2, atuam de forma mais eficiente combatendo a  formação da matriz 

dos biofilmes do que as bactérias.[68] Sabendo que lectinas são proteínas que tem afinidade por 

carboidratos e que o principal componente da matriz do biofilme são polissacarídeos, pode-se 

justificar a razão pela qual essa toxina teve melhor atividade na destruição da matriz do que 

no crescimento do microrganismo. Por outro lado, as PLA2 são proteínas que interagem com 

moléculas lipídicas, e os lipídios são, de igual forma, um dos principais componentes da 

matriz dos biofilmes, sendo fundamentais para sua estrutura. Portanto, a ação da fração 

isolada de B. erythromelas nos biofilmes pode ter relação com a matriz do biofilme testado.[69]  

Desta forma, a fração fosfolipásica, agiu inibindo o crescimento dos biofilmes, ratificando 

como os componentes oriundos de peçonhas ofídicas podem contribuir para o estudo no 

combate as infecções bacterianas, sendo uma importante fonte de toxinas com capacidade de 

inibir o crescimento de biofilmes. A fração purificada por nosso grupo se mostra ainda mais 

eficiente, uma vez que a toxina não causa danos nas células sanguíneas do hospedeiro, como 

foi observado no teste hemolítico.  

Esses achados chamam atenção para a importância de mais estudos com moléculas 

isoladas de toxinas animais, especialmente aquelas provenientes das peçonhas de serpentes, 

para o controle da formação de biofilmes bacterianos, contribuindo para avanços no controle 

das infecções causadas por estes microrganismos.  

 

5 CONCLUSÃO  

O isolamento de uma fração da peçonha da serpente B. erythromelas, utilizando-se apenas 

uma etapa cromatográfica (RP-HPLC), resultou em uma fração com atividade fosfolipásica, 

com característica ácida, contendo massa molecular de 13656,4 Da. O sequenciamento da 

porção N-terminal da PLA2 isolada forneceu 31 aminoácidos, onde os aminoácidos da posição 

1 e 25 receberam destaque por ter se diferenciado de outras fosfolipases já descritas, 

conferindo ao composto uma característica hidrofóbica e ácida. Essa fração apresentou 

elevada atividade fosfolipásica, e não foi observada atividade hemolítica significante em 

sague murino. A atividade antibacteriana foi mais acentuada em linhagens Gram-positiva do 

que em Gram-negativas. Em testes com biofilmes bacterianos, a fração mostrou possível 

relação com a redução da matriz do biofilme testado.  

Esses achados confirmam que os componentes isolados de peçonhas de serpente podem 

apresentar diversas ações biológicas e farmacológicas, sendo necessário portanto o 
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desenvolvimento de pesquisas em torno desses componentes visando o desenvolvimento de 

novos fármacos para o tratamento de diversas doenças que acometem não só populações 

humanas, mas também o meio veterinário.  
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4. CONCLUSÃO 

 

 

O isolamento de uma fração da peçonha da serpente B. erythromelas, utilizando-se apenas 

uma etapa cromatográfica (RP-HPLC), resultou em uma fração com atividade fosfolipásica, 

com característica ácida, contendo massa molecular de 13656,4 Da. O sequenciamento da 

porção N-terminal da PLA2 isolada forneceu 31 aminoácidos, onde os aminoácidos da posição 

1 e 25 receberam destaque por ter se diferenciado de outras fosfolipases já descritas, 

conferindo ao composto uma característica hidrofóbica e ácida. Essa fração apresentou 

elevada atividade fosfolipásica, e não foi observada atividade hemolítica significante em 

sague murino. A atividade antibacteriana foi mais acentuada em linhagens Gram-positiva do 

que em Gram-negativas. Em testes com biofilmes bacterianos, a fração mostrou possível 

relação com a redução da matriz do biofilme testado.  

Esses achados confirmam que os componentes isolados de peçonhas de serpente podem 

apresentar diversas ações biológicas e farmacológicas, sendo necessário portanto o 

desenvolvimento de pesquisas em torno desses componentes visando o desenvolvimento de 

novos fármacos para o tratamento de diversas doenças que acometem não só populações 

humanas, mas também o meio veterinário.  
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