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Palavras-chave Resumo:
Atividade anti-hemolitica No ambito do desenvolvimento de agentes terapéuticos capazes de combater as infec-
1 ¢Oes bacterianas causadas pelo Staphylococcus aureus, emerge a busca de substancias
Hemo{lse . que inibem a sua viruléncia, visando mitigar a sintomatologia desta afec¢do. Diante
Infecgéo bacteriana dessa perspectiva, o presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade anti-hemo-
litica de um derivado tiossemicarbazona diante da a-HL de S. aureus. Utilizando um
Keywords ensaio de hemolise em coelhos, foi constatado que a PB-12 apresenta uma atividade

. . . anti-hemolitica significativa. Assim, a PB-12 protege as hemadcias contra a agdo hemo-
Antihemolytic activity " & proteg . ” aas
. litica provocada pela a-HL de S. aureus. Esse efeito anti-hemolitico estd diretamente
Hemolysis ligado a capacidade desses complexos de bloquear o canal heptamérico formado pela
Bacterial infection o-HL, tornando esse composto um agente co-terapéutico no tratamento de infecgoes
causadas por S. aureus.

Abstract:
In the context of the development of therapeutic agents capable of combating bacterial
infections caused by Staphylococcus aureus, the search for substances that inhibit its
virulence, aiming to mitigate the symptoms of this condition, has emerged. Given this
perspective, the present study aimed to evaluate the antihemolytic activity of a thiose-
micarbazone derivative against a-HL of S. aureus. Using a hemolysis assay in rabbits,
it was found that PB-12 has significant antihemolytic activity. Thus, PB-12 protects red
blood cells against the hemolytic action caused by a-HL of S. aureus. This antihemoly-
tic effect is directly linked to the ability of these complexes to block the heptameric
Artigo recebido em: 08.12.2024. channel formed by a-HL, making this compound a co-therapeutic agent in the treat-
Aprovado para publicagdo em: 31.01.2025. ment of infections caused by S. aureus.

INTRODUCAO

Diversos estudos destacam o aumento das cepas de Staphylococcus aureus mutirresistentes. Portanto,
cresce na mesma proporcao a busca por alternativas terapéuticas capazes de combater infec¢des causadas pe-
lo S. aureus. Como forma de combater a infeccdo causada por esse agente infeccioso, tem sido observada
uma expressiva busca por substancias capazes de antagonizar seus fatores de viruléncia, entre os quais, des-
taca-se a a-hemolisina (a-HL). A a-HL é um monodmero secretada pelo S. aureus durante o crescimento ex-
ponencial, que se oligomeriza nas membranas do hospedeiro como um poro transmembranar, causando ci-
télise osmética. Estudos anteriores avaliaram a atividade de varios compostos para inibir a acdo da a-HL,
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impedindo sua montagem na membrana ou bloqueando o poro heptamérico (Rani et al. 2014; Melo et al.,
2016). Tendo em vista os recentes avancos na descoberta de propriedades bioativas das tiossemicarbazonas
(Shoukat et al., 2024), o presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade anti-hemolitica de um deriva-
do tiossemicarbazona diante da a-HL de S. aureus.

METODOLOGIA

Foi empregado um ensaio padrao de hemolise com eritrocitos de coelho sob concentragoes micromola-
res dos compostos e ensaios de bloqueio da corrente i6nica do canal (nanoporo) formado pela a-HL. Para
avaliar a atividade hemolitica de um derivado de 2-cloro-quinolina-tiossemicarbazona - PB-12 (Figura 1) em
hemécias de coelho (obtidas comercialmente), foram realizados ensaios hemoliticos em microplacas de 96
pocos, seguindo protocolo bem descrito na literatura (Melo et al., 2016), por meio de suspensado a 2% (p/v)
de hemadcias de coelho em solucdo tampdo composta por NaCl 150 mM, Tris-OH 5mM em pH 7,5. Em cada
poco foram adicionados a suspensdo de hemacias, a a-HL e a PB-12 em concentragoes de 0, 6.25, 12.5, 25,
50 e 100 pM, durante 60 min, com leituras realizadas a cada 5 min. A quantificacdo (porcentagem) da he-
molise foi obtida de acordo com o nivel de lise celular por meio de anélise espectrofotométrica a 655nm por
meio de leitor de microplacas.

Figura 1. Estrutura quimica do PB-12
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Todas as medidas foram realizadas a 25 + 2°C. Os pog¢os contendo apenas a suspensdo de hemadcias a 1%
foram considerados controle negativo (0% hemolise), enquanto os pogos contendo apenas hemacias lisadas
com Triton X-100 a 2% foram considerados controle positivo (100% hemdlise).

Os ensaios de bloqueio de corrente do canal da a-HL foram realizados por meio da técnica de Montal &
Mueller (1972), bem descrita na literatura e amplamente utilizada pelo nosso grupo. Apds a montagem e es-
tabilizacdo da membrana artificial, foi incorporado o canal da a-HL, por meio do qual flui uma corrente ioni-
ca. A presenca de PB-12, causa bloqueios transitérios na corrente do canal da a-HL. A avaliacdo da corrente
residual (i/io) e do tempo de residéncia, fornecem permitem quantificar a capacidade da PB-12 em bloquear o
canal da a-HL. A solucdo banhante foi composta por solucdo eletrolitica de 4 M de KCl, 5 mM de tampdo
Tris-acido citrico (pH 7,5). A PB-12 foi diluida em DMSO e adicionada no lado CIS, tal como descrito por
Melo et al., 2016.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados apontam que todas as concentracdes utilizadas protegem as hemacias da atividade hemolitica
causada pela a-HL. Mesmo ap6s 20 min de exposicdo a a-HL, mais de 70% das hemadcias se mantiveram vi-
aveis em todas as concentracdes. Nas concentragoes de 25, 50, e 100 pM, mais de 80% das hemadcias se man-

LEAL. M.M.E.V et al. Atividade Anti-Hemolitica de Pleiade, 19(46): 46-49, Jan.-Mar., 2025
Tiossemicabazona diante da a-Hemolisina de S. Aureus. DOI: 10.32915/pleiade.v19i46.1123



48

tiveram viaveis. Nesse contexto, a PB-12 mostrou-se promissora como agente protetor frente a infec¢do cau-
sada por S. aureus.

A PB-12 diminuiu o fluxo i6nico através do canal da a-HL. A adicdo de 25 pM da PB-12 ao lado cis da
membrana causou bloqueios do poro. A andlise de corrente permitiu a identificacdo de dois niveis de blo-
queio: bloqueios com transi¢coes rapidas de corrente, com tempo de residéncia de aproximadamente 0,17 ms
e aproximadamente 53% de bloqueio da corrente do nanoporo; e bloqueios mais duradouros, com tempo de
residéncia da ordem 3 s e aproximadamente 81% bloqueio da corrente (Figura 2).

Figura 2. Atividade hemolitica causada pela a-HL
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CONCLUSOES

Neste estudo, foi avaliada a atividade inibitéria de um derivado de tiossemicarbazona (PB-12) contra a
atividade de dano a membrana da a-HL de Staphylococcus aureus, bem como a atividade da PB-12 em blo-
quear o nanoporo heptamérico formado pela a-HL.

Empregando ensaio de padrdao de hemdlise de coelho, foi observado que a PB-12 possui uma atividade
anti-hemolitica significativa. Portanto, a PB-12 protege as células vermelhas da acdo hemolitica causada pela
o-HL de S. aureus.

O efeito anti-hemolitico est4 diretamente relacionado a capacidade desses complexos em bloquear dire-
tamente o canal heptamérico foramdo pela a-HL, tornando esta tiossemicarbazona um agente co-terapéutico
no tratamento de infec¢Ges cujo agente etiolégico é o S. aureus.
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