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Ação do veneno de Bothrops moojeni e sua fração L-aminoácido oxidase, 

submetida ao tratamento com raios gama de ^°Co, em Leishmania spp. 

André Gustavo Tempone Cardoso 

RESUMO 

O veneno de Bothrops moojeni apresentou uma atividade antileislnmania in 

vitro, como observado pelo método de viabilidade celular utilizando a redução 

do MTT. Após a purificação do veneno, através de técnicas cromatográficas, 

observou-se que as frações que continfiam as atividades antileishmania e L-

aminoácido oxidase, eluíram nas mesmas posições. A massa molecular da 

enzima foi estimada em 140kDa, por cromatografía de exclusão molecular e, 

69kDa, por SDS-PAGE, migrando como uma banda única, com ponto 

isoelétrico de 4.8, como determinado por isofocalização elétrica. A LAO do 

veneno de B.moojeni, com uma atividade enzimática135 vezes maior que o 

veneno total, apresentou uma constituição homodimérica, sendo ativa contra 

Leishmania spp do Novo Mundo, com uma concentração efetiva contra L (L.) 

amazonensis de 1,80|ig/ml, L.(V.) panamensis (0,78ng/ml) e L(L.) chagasi 

(0,63|Lig/ml). Estudos ultraestruturais de promastigotas afetadas pela ação da 

LAO, indicaram morte celular, com edema em várias organelas como 

mitocôndrias e membrana nuclear, antes de ocorrer a ruptura da célula e 

necrose. A ação da LAO demonstrou ser peróxido de hidrogênio-dependente. 

Estudos com células LLCMK-2, tratadas com a LAO, apresentaram um efeito 

tóxico nas mesmas, com uma CE50 de 11(ig/ml. A irradiação da LAO com raios 

gama de ^°Co, não afetou por completo sua atividade oxidativa, nem mesmo 

destoxicou a enzima. Amastigotas tratadas com a LAO, não foram afetadas 

pelo peróxido de hidrogênio produzido, por outro lado o mesmo produto, de 

origem exógena, matou as amastigotas com uma CE50 de 0,67mM. Este 

conjunto de dados poderia ser de interesse no desenvolvimento de terapias 

alternativas para o tratamento da Leishmaniose. 



Action of Bothrops moojeni venom and its L-amino acid oxidase fraction, 

treated with ^°Co gamma rays, in Leishmania spp. 

André Gustavo Tempone Cardoso 

ABSTRACT 

Bothrops moojeni venom showed an antileishmania activity in vitro, as 

determined by a ceil viability assay using the reduction of MTT. After venom 

purification, by chromatography techniques, the fractions with antileishmania 

and L-amino acid oxidase activities, eluted in the same positions. The molecular 

weight of the enzyme was estimated to be 140 kDa by molecular exclusion 

chromatography, and 69 kDa, by SDS-PAGE, migrating as a single band, with 

an isoeletric point of 4.8 as determined by isoelectric focusing. The purified LAO 

from B. moojeni venom, 135-fold more active than crude venom, showed 

homodimeric constitution, and was active against Leishmania spp from the New 

World, with an effective concentration against L(L). amazonensis of 1.80 ^g/ml 

(ECso), L.(V.) panamensis (0.78 |ig/ml) and L.(L.) chagasi (0.63 (ig/ml). 

Ultrastructural studies of promastigotes affected by LAO demonstrated cell 

death, with edema in several organelles such as mitochondria and nuclear 

membrane, before cell disruption and necrosis. The action of LAO was 

demonstrated to be hydrogen peroxide-dependent. Studies with LLCMK-2 cells, 

treated with LAO, showed a toxic effect, with an EC50 of 11|ig/ml. Irradiation of 

LAO with ^°Co gamma rays, did not affect its whole oxidative activity, neither 

detoxified the enzyme. Amastigotes treated with LAO were not affected by its 

hydrogen peroxide, otherwise, the exogenous product, killed amastigotes with 

an EC50 of 0.67mM. These data could be of help in the development of 

alternative therapeutic approaches to the treatment of leishmaniasis. 



1-INTRODUÇÃO 

1.1.0 A Leishmaniose 

A Leishmaniose foi identificada no primeiro século da era cristã na Ásia 

Central e inclui um espectro de doenças de variados graus de severidade, que 

pode ocasionar desde uma lesão cutânea, de cura espontânea, a uma progressiva 

infecção visceral fatal (PAUL et al, 1997; LOUZIR et al, 1998). 

A doença é causada por um protozoário da família Trypanosomatidae e 

gênero Leishmania, que se distribui amplamente na Ásia, África, Europa e 

América (PETERS & KILLICK-KENDRICK, 1987). É transmitida através de insetos 

do gênero Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo 

(ALEXANDER & RUSSELL, 1985), os quais inoculam as formas promastigotas 

infectantes do parasita durante o repasto sangijíneo. 

O parasita possui basicamente dois tipos de ciclo: um no hospedeiro 

invertebrado, na forma promastigota (flagelar), e outro no vertebrado, como 

amastigota. A forma intracelular, é encontrada dentro dos fagolisossomas em 

macrófagos, conforme descrito na Fig.1. 



Formas promastigotas infectantes Transmissão dos 
parasitas ao homem 

durante o repasto 
sangüíneo do inseto 

Formas amastigotas no 
interior de macrófagos 

Fiebotomineo infectado com 
Leishmania spp. 

Fîg.1 Ciclo da Leishmania spp. 
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A Leishmania é classificada de acordo com a doença que desenvolve e a 

distribuição geográfica (PETERS, 1987) na qual esta ocorre (Tab.1). 

Subgénero Complexo Distribuição 

Leishmania (Leishmania) 

Leishmania 

(Viannia) 

Leishmania (Leishmania) donovani 

L. (L.) donovani 

L.(L.)infantum 

L.(L.) chagasi 

Leishmania (Leishmania) mexicana 

L.(L.) mexicana 

L.(L.) enriettii 

L.(L.) amazonensis 

L.(L.) ahstidesi 

Leishmania (Leishmania) mexicana 

L.(V.) brasiliensis 

L.(V.) guyanensis 

L.(V.) panamensis 

L.(V.) peruviana 

Velho Mundo 

Veiho Mundo 

Novo Mundo 

Novo Mundo 

Novo Mundo 

Novo Mundo 

Novo Mundo 

Novo Mundo 

Novo Mundo 

Novo Mundo 

Novo Mundo 

Tab.1 Principais espécies de Leishmania causadoras de doenças no homem. 



Esta doença afeta atualmente 12 milhões de pessoas no mundo, com mais 

de 400 mil novos casos por ano. É responsável pela elevada morbidade e 

mortalidade em vários países (SERENO & LEMESRE, 1997). No Brasil, existem 

cerca de 26.000 novos casos por ano (ARAÚJO, 1993), sendo o subgénero 

Leishmania (Leishmania) o responsável pela maioria destes. 

A leishmaniose visceral ou kala-azar afeta grandes contingentes 

populacionais no Mundo, como na India, África e no Brasil. Na região do 

Mediterrâneo, apesar de seu desenvolvimento, estes agentes afetam 

comunidades pobres na França, Itália, Portugal e Espanha, causando a doença 

visceral em crianças ou em indivíduos imunocomprometidos. Devido a esses 

fatores, a Organização Mundial de Saúde resolveu incluir a Leishmaniose, dentre 

as seis endemias de maior importância de seu programa de pesquisa (BALANA-

FOUCE et ai, 1998). 

1.1.1 Manifestações Clínicas 

As manifestações clínicas da Leishmaniose são resultado de complexas 

interações entre o parasita e o sistema imunológico do hospedeiro. Apesar das 

formas amastigotas se apresentarem morfologicamente iguais, a doença 

apresenta grandes variações (ZWILLING & EISENSTEIN, 1994) como descritas a 

seguir: 

Leishmaniose Cutânea: pode ocasionar lesões do tipo pápula eritematosa na 

região infectada pelo inseto. O período de incubação pode variar de 1-2 semanas 

ou até 1-2 meses. A lesão pode ser prurídica e não provocar dor. A forma nodular 
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ou papular, caracteriza-se histológicamente, por denso infiltrado inflamatorio com 

grande número de macrófagos intensamente parasitados, linfócitos e plasmócitos. 

Esta lesão nodular evolui para ulceração em 90% dos casos. Com o decorrer do 

tempo, a úlcera adquire bordas elevadas devido ao intenso infiltrado inflamatorio e 

proliferação epitelial. A necrose da derme, epiderme e parede vascular, ocorre 

quando o nível de anticorpos é elevado. A lesão pode evoluir para cura após o 

tratamento adequado, originando uma cicatriz fina e sedosa (BALAÑA-FOUCE et 

al, 1998). 

Leishmaniose Cutánea pós-Kala-Azar: é causada pela L.(L.)donovani, após o 

tratamento e cura (1-3 anos) da Leishmaniose Visceral. Ocorre a formação de 

nodulos cutáneos ao redor da boca e nariz em maior freqüência, e ainda no tronco 

e extremidades (ZWILLING & EISENSTEIN, 1994; BALAÑA-FOUCE et al, 1998). 

Leishmaniose Difusa: é uma forma menos freqüente da doença, caracterizada 

pela deficiência imunitária do individuo, isto é, falta de uma resposta aos 

antígenos do parasita. Inicia-se com uma lesão ulcerativa como descrita 

anteriormente, e evolui para lesões não ulcerativas, do tipo nodulares, em várias 

regiões do corpo, principalmente regiões mais frias, podendo atingir linfonodos e 

nasofaringe. Esta doença é progressiva e crônica, e não responde aos 

tratamentos convencionais. A disseminação do parasita ocorre através da 

migração destes por vasos linfáticos ou mesmo por macrófagos parasitados. 



Leishmaniose Mucocutânea: conhecida como "espundia" ou "nariz de anta", inicia­

se como uma típica lesão cutânea no local onde ocorreu a infecção pelo inseto, 

alcançando áreas de mucosas provavelmente devido à metástase das formas do 

parasita para novas regiões (BALAÑA-FOUCE et al, 1998). Pode ocorrer 

destruição do septo nasal, laringe e traquéia, levando ao comprometimento da 

respiração, fala e deglutição, geralmente acompanhado por infecções 

secundárias, as quais podem levar o paciente ao óbito. Este tipo de lesão tem sido 

descrita no Novo Mundo em pacientes com o vírus da imunodeficiência (HIV). 

Leishmaniose Visceral: é a forma mais severa da doença, podendo levar o 

paciente à morte. Os sintomas geralmente iniciam-se após o longo tempo de 

incubação (1-5 meses), como febre irregular, hemorragias (gengivorragias), 

sudorese, anorexia, fraqueza e emagrecimento, com aumento do volume 

abdominal. Nos casos avançados da doença, pode ocorrer esplenomegalia, 

hepatomegalia, linfoadenopatia e anemia, com a possibilidade de infecções 

secundárias como pneumonia ou tuberculose. Formas de transmissão congênita 

têm sido descritas no Velho Mundo, devido à infecção por L.Infantum. Também 

tem sido observada Leishmaniose Visceral em pacientes imunodeprimidos, 

incluindo pacientes portadores do HIV (ZWILLING & EISENSTEIN, 1994; 

BALAÑA-FOUCE et al, 1998). 



1.1.2 Terapia 

Drogas de Primeira Escolha; Dentre as drogas de primeira escolha para 

tratamento da Leishmaniose em todo mundo, estão o antimonial estibugluconato 

de sódio (Pentostam) e o antimoniato de metilglucamina (Glucantime). Tais drogas 

agem na depleção dos níveis de ATP intracelular, devido à interferencia na 

glicólise e (3-oxidação de ácidos graxos em amastigotas (BERMAN et al, 1985). 

Devido às baixas dosagens e tratamentos descontínuos, começaram a 

ocorrer falhas na terapia e conseqüente aumento das formas resistentes de 

parasitas (BALAÑA-FOUCE et al, 1998; SERENO & LEMESRE, 1997; DIETZE et 

al, 1985; BERMAN & WYLER, 1980). Conforme preconizado pela Organização 

Mundial de Saúde, as doses de antimoniais não devem ultrapassar o 

recomendado pela mesma, pois a alta toxicidade já é fator limitante desse grupo 

de drogas. Mialgias, dores abdominais, alterações hepáticas e distúrbios 

cardiológicos são freqüentes quando administrados (BALAÑA-FOUCE et al, 1998). 

Aminas Aromáticas: Para alguns autores, a droga de segunda escolha ainda é a 

Pentamidina, utilizada desde 1939 para o tratamento da Leishmaniose, sendo 

utilizada via intramuscular ou intravenosa. Agem em diferentes alvos nas 

amastigotas, principalmente na interação com ácidos nucleicos, inibindo o 

processo de replicação e/ou transcrição. A alta toxicidade desta droga também é 

fator limitante para o uso. Hipoglicemia, hipotensão, alterações cardiológicas, 

nefrotoxicidade e até mesmo morte repentina foram descritas (BALAÑA-FOUCE et 

al, 1998). 
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Antibióticos Poliênicos: Ainda considerando-se drogas de segunda escolha, temos 

a Anfotericina B, um antibiótico anfótero e antifúngico, que se liga às membranas 

celulares e altera sua permeabilidade, criando poros e o conseqüente 

extravasamento de íons, levando o parasita à morte. Sua administração mais 

eficaz se dá por via endovenosa e como as outras, também possui nefrotoxicidade 

e pode levar à depleção dos níveis de potássio e magnésio no organismo (RANG 

& DALE, 1991). 

Alopurinol: Esta droga de administração oral, age na depleção do ATP e inibe os 

processos dependentes de energia do parasita. Apesar da baixa toxicidade para 

células de mamíferos, foram relatados diversos casos em que esta droga não foi 

eficaz no controle da infecção (BERMAN, 1988; MARTÍNEZ & MARR, 1992). 

Outras drogas como Cetoconazol e Itraconazol também são utilizadas em 

combinações com outros agentes antileishmania, porém não estão isentos de 

hepatotoxicidade ou mesmo efeitos teratogênicos. Combinações de drogas de uso 

tópico (paramomicina) com antimoniais têm sido usadas, resultando maiores 

possibilidades de tratamento, assim como drogas encapsuladas em lipossomos, 

que ultimamente mostram-se bastante promissoras (PAUL et al, 1997; BALANÂ-

FOUCE etal, 1998; ALVING et al. 1978). 

Com base nestes dados, observa-se que a terapia combinada contra 

Leishmaniose é a ferramenta quimioterápica de melhor resultado para o combate 

à doença. Assim, a pesquisa dentre os possíveis agentes quimioterápicos a partir 

de fontes naturais poderia ser um caminho alternativo a ser desenvolvido. Além 
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disso, componentes naturais em geral estão disponíveis e poderiam proporcionar 

uma diminuição do custo. 

Venenos de serpentes contêm um número variado de componentes tais 

como neurotoxinas, citotoxinas, miotoxinas, proteases e nucleases. Um grande 

número de componentes bioativos tem sido isolado a partir de venenos de 

serpentes (MENEZ, 1993). Estudos têm mostrado que um grupo de proteínas de 

baixo peso molecular, isolados a partir do veneno da Cobra {Hemachatus 

hemachatus) apresenta atividade lítica contra Staphylococcus aureus e 

Escherichia coll {ALOOF et al, 1968). Efeito bactericida de venenos de Viperidea 

tem sido observado (SKARNES, 1970). Sabe-se ainda que proteínas identificadas 

como LAO 1 e LAO 2, purificadas a partir de Pseudechis australis, têm mostrado 

efeito bactericida associado com a atividade L-aminoácido oxidase (STILES et al, 

1991). FERNANDEZ-GOMES et al (1994), realizaram estudos preliminares de 

inibição do crescimento de Tripanossomatídeos por veneno total de Cerastes 

cerastes. 

1.2- O VENENO BOTRÓPICO 

Em todo o planeta, observa-se cerca de 3000 espécies de serpentes, sendo 

que apenas 410 são peçonhentas. No Brasil, estão catalogadas 69 espécies 

peçonhentas, de um total de 256 (BARRAVIERA, 1994). 

Dos quatro gêneros de serpentes existentes no território brasileiro, 32 

espécies são do gênero Bothrops ( j a r a r a c a s 2 9 do gênero Micrurus (corais). 



ambas encontradas em praticamente todo o território nacional; 6 do gênero 

Crotaius (cascavéis), que são encontradas principalmente em regiões secas, e 

finalmente 2 do gênero Lachesis (surucucus), encontradas em regiões mais 

úmidas como a Floresta Amazônica e Mata Atlântica. (ALOOF et al, 1968; 

BJARNASON & FOX, 1988; CARDOSO & BRANDO, 1982; BARRAVIERA, 1994). 

A grande maioria dos acidentes ofídicos ocorridos no país, é devida às 

espécies do gênero Bothrops, que reúne o maior número de espécies e 

subespécies (AMARAL et al, 1987; HÖGE & ROMANO-HOGE, 1979; 

ROSENFELD, 1967). 

Os venenos ofídicos são misturas complexas constituídas principalmente 

por proteínas (70 a 90%), carboidratos (10 a 30%) e, em pequenas proporções, 

lipídeos, aminas biogênicas, nucleotídeos, peptídeos e componentes inorgânicos 

(BJARNASON & FOX, 1988; DEVI, 1968; MOURA-DA-SILVA etal, 1990a). Os 

venenos botrópicos apresentam uma grande variedade de enzimas, como: 

fosfolipase A2, L-aminoácido oxidase, hialuronidase, cininogenase, enzimas 

trombina-símile, ativador de fator X e protrombina, além de várias esterases, 

endopeptidases e fosfatases (DEVI, 1968; IWANAGA & SUZUKI, 1979). Apesar 

da diversidade de componentes existentes nestes venenos, os efeitos, 

decorrentes dos acidentes botrópicos, estão diretamente relacionadas às ações 

proteolíticas, hemorrágicas e coagulantes (AMARAL et al, 1987; BRAZIL & 

CORBETT, 1982; MANDELBAUM etal. 1988: CHIPPAUX etal, 1991; FURTADO 

etal, 1991). 

A ação proteolítica decorre da ação citotóxica direta nos tecidos, por 

frações proteolíticas encontradas no veneno. Este quadro pode ser seguido por 

• 1. l.'-
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liponecrose, mionecrose e lise de paredes vasculares. (BARRAVIERA, 1994; 

KAISER & MICHEL, 1971; ROSENFELD, 1971). Essas lesões podem ser devidas 

às múltiplas ações biológicas de uma toxina isolada do veneno, ou mesmo pela 

ação combinada de determinadas toxinas (AMARAL et al, 1987; MANDELBAUM 

etal, 1988; OHSAKA, 1979; QUEIROZ etal, 1985). 

Os eventos iniciais no envenenamento ofídico podem ser decorrentes de 

ações de proteases, fosfolipases e fatores hemorrágicos e, secundariamente, à 

liberação de agentes vasoativos como bradicinina e histamina. Várias 

metaloproteínas com atividade proteolítica e hemorrágica foram isoladas dos 

venenos botrópicos, sendo classificadas de acordo com a atividade predominante 

e especificidade pelo substrato (ASSAKURA et al, 1986; MANDELBAUM et al, 

1976, 1982, 1988, 1989; TANIZAKI etal, 1989). As metaloproteínas com atividade 

proteolítica predominante, são definidas como enzimas que possuem baixa 

especificidade, alta atividade proteolítica em substratos convencionais como 

caseína e que, podem produzir hemorragia em animais, quando injetadas em 

grandes quantidades (ARAGÓN & GUBENZEC , 1987; MANDELBAUM et al, 

1982; SPIERKEMAN etal, 1973; TANIZAKI etal, 1989). 

A atividade miotóxica dos venenos botrópicos, normalmente, está 

correlacionada às proteínas básicas de massa molecular na faixa de 13-18 kDa 

(MOURA DA SILVA et al, 1991). Estas proteínas têm sido isoladas, induzindo 

rápidas mudanças degenerativas em células musculares, quando injetadas via 

intramuscular, conduzindo ao quadro de necrose (GUTTIERREZ & LOMONTE, 

1989). 
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A ação hemorrágica é um dos fenômenos mais característicos induzidos 

pelo veneno botrópico. Esta hemorragia pode ocorrer no local da picada assim 

como em vários tecidos e órgãos (KAMIGUTI et al, 1991; AMARAL et al, 1987; 

OHSAKA, 1979). O mecanismo de ação destas toxinas parece estar baseado na 

abertura das junções intercelulares entre as células endoteliais, ocasionando o 

extravasamento (fenômeno hemorrágico). Muitas dessas toxinas, são proteases, 

que degradam colágeno tipo IV, principal constituinte da lâmina basal que recobre 

as células endoteliais (GUTTIERREZ & LOMONTE, 1989). As toxinas 

hemorrágicas, também denominadas "hemorraginas" (GROTTO et al, 1967; 

MANDELBAUM et al, 1976) podem ser definidas como enzimas proteolíticas de 

alta especificidade pelo substrato, que induzem hemorragia quando injetadas em 

animais em quantidades da ordem de nanogramas, não sendo necessariamente 

ativas sobre caseína e freqüentemente ativas sobre fibrinogênio (MANDELBAUM 

etal, 1976; MORI etal, 1987; OVADIA, 1987; SÁNCHEZ etal, 1987; TU, 1985). 

A ação coagulante pode ser decorrente de ações simultâneas como a 

conversão de fator X em fator X ativado; conversão de protrombina em trombina, 

na ausência de fator V (ativação direta); conversão de protrombina em trombina, 

na presença de fator V (ativação indireta) e finalmente da conversão de 

fribrinogênio em fibrina (atividade trombina-símile) (AMARAL e al. 1987; DENSON, 

1969; DENSON etal, 1972; NAHAS etal, 1979; OUYANG etal, 1987). Este último 

evento, conduz ao esgotamento do fibrinogênio, levando à incoagulabilidade 

sangüínea. O inverso também pode ocorrer, com o consumo de plaquetas e 

fatores V,VII, causando a coagulação intravascular disseminada, contribuindo para 

uma insuficiência renal. 
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Pode-se citar ainda, o isolamento de duas frações do veneno de jararaca, 

uma agindo diretamente no fibrinogênio, com massa molecular estimada em 71 

kDa e a outra capaz de ativar o fator X na presença de fator V, fosfolipídeos e 

cálcio, concentrada em uma fração de massa molecular 83 kDa (DENSON & 

ROUSSEAU, 1970; FURUKAWA & HAYASHI, 1977; NAHAS etal, 1979). NAHAS 

et al {^ 979), realizando um estudo comparativo dos diversos mecanismos de ação 

coagulante, promovidos pelos venenos botrópicos, evidenciaram no veneno de B. 

jararaca, além das atividades descritas anteriormente, a capacidade deste veneno 

de ativar protrombina diretamente. Por outro lado, GUTIÉRREZ & LOMONTE 

(1989), sugeriram que as toxinas hemorrágicas também possam exercer atividade 

miotóxica direta, semelhante à observada em hemorraginas isoladas do veneno 

de Crotaius viridis, Crotaius atrox e Crotaius ruber ruber. Outros eventos 

decorrentes dos envenenamentos botrópicos também podem ser observados, 

como necrose do córtex renal, septicemia e choque, os quais contribuem para os 

possíveis casos de óbito (JORGE & RIBEIRO, 1990). 

Cabe ressaltar, entretanto, que variações interespecíficas de venenos são 

relatadas, e as atividades de coagulação, necrose e hemorrágica não se 

encontram distribuídas igualmente. A idade, a dieta e as variações geográficas 

encontradas para as serpentes, geram as diferentes qualidades e quantidades de 

toxinas presentes nos venenos (FURTADO et al, 1991; FERREIRA et al, 1992). 
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1.3 RADIAÇÃO IONIZANTE 

A radiação ionizante tem a propriedade de remover elétrons, geralmente, da 

camada mais externa do átomo-alvo. Esses elétrons, emitidos durante este 

processo, possuem apreciável energia, que em muitas vezes, são suficientes para 

causar a ionização e excitação de moléculas (BUTLER et al, 1984). A excitação 

resultante destas radiações eletromagnéticas permite aos elétrons de camadas 

mais externas, absorver energia suficiente para atingir um estado energético mais 

elevado, permanecendo associados ao átomo, emitindo energia sob a forma de 

luz visível ou ultravioleta (GROSCH & HOPYWOOD, 1979). 

A unidade Gray (Gy), utilizada em nossos experimentos, é definida no 

Sistema Internacional de Unidades, como dose de radiação absorvida, equivalente 

a 1 joule de energia depositada em 1 kilograma de matéria pela radiação ionizante 

(LATARJET, 1995) 

Considerando-se que a água é o principal componente dos materiais 

biológicos, faz-se necessário o conhecimento das espécies geradas após a sua 

ionização e excitação, assim como as interações com moléculas-alvo de 

importância do material submetido ao tratamento com radiação ionizante. Na 

radiação ionizante, a espécie mais reativa gerada pela radiólise da água é o 

radical hidroxila (OH* ) (CHAPMAN, 1973), que junto com o anion superoxide 

( O s ' l e peróxido de hidrogênio (H2O2) são capazes de produzir danos às 

moléculas (GREENSTOCK, 1981). 
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A ionização ocorre em picosegundos pela formação de radicais fiidroxilas 

livres e elétrons hidratados que são as principais espécies formadas, como 

descritas a seguir: 

H2 O ^ OH* , e- aq, H • , H2O2, H2 

A inativação do material biológico pode ocorrer quando existe o efeito direto 

da radiação, onde o evento primário, isto é, a ionização, é produzida na própria 

molécula. Este efeito é observado quando um material é irradiado no estado seco. 

O efeito indireto, resulta em reações entre moléculas do material e espécies 

produzidas pela radiólise da água, já que o material é irradiado em solução. Estas 

espécies reativas são produzidas simultaneamente durante o processo de 

irradiação, que ao se formarem, sofrem várias reações entre si, com o gás 

dissolvido ou com outras moléculas na solução. Desta forma, quando submete-se 

um material em solução ao tratamento com radiação ionizante, observa-se a 

somatória dos efeitos, onde o indireto une-se ao direto. 

O estudo do mecanismo envolvido na irradiação de diversos materias 

biológicos, tem sido realizado em maiores proporções, visto que o tratamento de 

radiação ionizante para fins de esterilização de materiais hospitalares, alimentos 

(SKIENS, 1980) e atenuação de venenos ofídicos, vem sendo utilizado com maior 

freqüência (ROGERO & NASCIMENTO, 1995). No caso de venenos ofídicos, 

torna-se necessário um estudo mais aprofundado, visto que estes constituem-se 

principalmente por um conjunto de proteínas, as quais podem apresentar 

comportamentos diferentes quando irradiadas isoladamente ou em conjunto. 
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A irradiação de proteínas tanto no estado seco como em solução aquosa, 

causa várias mudanças químicas e alterações nas propriedades físico-químicas e 

em suas estruturas secundárias e terciárias. A reação entre radicais hidroxila, 

oriundos da radiólise da água, e aminoácidos, geram diversos tipos de produtos, 

cuja taxa de reação eleva-se na presença de aromáticos (BUTLER et al, 1984). 

As mudanças ocorridas no material irradiado estão relacionadas com a 

perda da atividade enzimática, hormonal ou tóxica, assim como com as mudanças 

das propriedades imunológicas após a irradiação (SKALKA & ANTONI, 1969). 

Outro fator relevante, é a presença do oxigênio nas irradiações. O efeito da 

radiação em células, mostrou que o oxigênio potencia os efeitos letais, ou mesmo 

danos irreparáveis como aberrações cromossômicas e mutações gênicas, 

observados tanto in vitro como in vivo (BUTLER et al, 1984). 

A irradiação de venenos ofídicos e de toxinas isoladas, dentro de um certo 

intervalo de dose, resulta em um produto de baixa ou mesmo nenhuma toxicidade, 

preservando porém suas propriedades imunológicas. A atenuação de venenos 

ofídicos pelo tratamento com radiação (raios X), foi observada por FLOWERS 

(1963) ao verificar uma menor reatividade das toxinas do veneno. SALAFRANCA 

(1973), também apresentou dados de destoxicação de veneno de Cobra {Naja 

naja philipinensis) ao submetê-lo ao tratamento com radiação ionizante. Trabalhos 

mais atuais, corroboram dados obtidos até então, onde venenos de Bothrops 

jararaca e B. jararacussu são destoxicados e suas propriedades imunogenicas 

mantidas, ao se irradiar à dose de 2kGy com raios gama de ^°Co (SPENCER, 

1995, GUARNIERI, 1992). 
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Portanto, a atenuação da atividade tóxica do veneno mostrou ser um 

processo dose-dependente, podendo-se modular essas atividades tanto no 

veneno bruto quanto em suas frações isoladas. Desta forma, é possível 

transformar uma toxina de alta toxicidade em um produto atóxico, preservando 

porém outras atividades que a mesma desempenha. Necessário se faz, a 

determinação da dose ideal para modular as atividades de interesse (ROGERO & 

NASCIMENTO, 1995). 

Considerando-se: 

• a problemática da Leishmaniose no Brasil, com ênfase à dificuldade existente 

no tratamento, 

• venenos de serpentes sendo utilizados na inibição do crescimento de 

protozoários e, 

• o poder de destoxicação de venenos pela radiação ionizante. 

Um estudo envolvendo a inibição do crescimento de protozoários por 

venenos seria de interesse. Nesse sentido, estudos preliminares utilizando-se 

venenos de serpentes brasileiras, apontaram os venenos das serpentes do gênero 

Bothrops como um dos mais eficazes. Assim, escolheu-se o veneno de B. moojeni 

para um estudo mais detalhado. 

Uma rápida caracterização da serpente Bothrops moojeni, conhecida como 

caissaca, mostra que ela é uma serpente de porte médio, podendo ultrapassar 

1,50m de comprimento. Tem a pele de cor característica, marrom-aveludada. É 

uma serpente terrestre bastante agressiva que vive em áreas secas e quentes, 

sendo encontrada na região Sul, Sudeste, e Centro-Oeste do país (BARRAVIERA, 

1992) 
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-2- OBJETIVOS 

1 - Verificar a ação antileishmania do veneno total de Bothrops moojeni. 

2- Isolar e caracterizar a fração responsável pela atividade. 

3- Estudar a fração na forma irradiada. 
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3- MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Cultivo de Promastigotas 

As cepas IFLA/BR/67/PH 8 de Leishmania (Leishmania) amazonensis, IVI 

6445 de Leishmania (Leishmania) chagasi e Ml 3237 de Leishmania (Viannia) 

panamensis, foram cultivadas, na forma promastigota, em meio RPMI 1640 sem 

vermelho de fenol, suplementado com 20% de soro fetal bovino, hemina 0,25% e 

gentamicina (20fjg/ml), à temperatura de 25°C. As amastigotas de L.(L.) 

amazonensis (cepa LV-79), gentilmente cedidas pela Dra. Sílvia C. Alfieri do 

Instituto de Ciências Biomédicas-USP, foram cultivadas em meio UM- 54 pH 5,8 a 

33°C (BALANÇO et al, 1998). Tanto as promastigotas, quanto as amastigotas 

foram utilizadas nos ensaios em fase logarítmica final de crescimento. 

3.2 Ensaio de Viabilidade Celular- MTT 

O crescimento e viabilidade das promastigotas nos ensaios "in vitro", foram 

verificados pelo método do MTT (TADA et al, 1986). O MTT (3-[4,5-

Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide) é um cromógeno que age 

como substrato no processo respiratório oxidativo de mitocôndrias. Devido às 

desidrogenases mitocondriais da célula, este produto é reduzido a seu subproduto 

formazan. Assim, através da leitura da densidade óptica (D.O.) em 570nm, é 

possível quantificar as células viáveis do sistema utilizado. O MTT, na forma de 

um pó amarelo fino, foi dissolvido em solução HBSS, na concentração de 2mg/ml, 

e posteriormente esterilizado por filtração em membrana de 0,22|jm. Após o 

ensaio da atividade tóxica do veneno sobre as células (18-24 horas), a placa foi 
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centrifugada (centrífuga 5804R -EPPENDORF) a 3000 rpm por 10 minutos, 

desprezado o sobrenadante e aplicado o MTT (50nl/poço). Após 4 horas (em 

estufa 25°C) a placa foi novamente centrifugada nas mesmas condições, 

desprezado o sobrenadante e o formazan foi extraído das mitocôndrias pela 

adição de 60^il/poço de SDS-HCI 10% - 0,01 M, por um período de 18 horas em 

estufa a 25°C. Em seguida, foi realizada a leitura da D.O. em 570nm em 

espectrofotômetro LABSYSTEMS MULTISKAN MS. 

3.3 Determinação da Atividade Antileishmania 

Para se determinar a atividade antileishmania do veneno total de B.moojeni, 

realizou-se uma diluição seriada do mesmo em placa de 96 poços, seguido do 

ensaio de viabilidade celular com MTT. O veneno total de Botlirops moojeni 

cristalizado, foi dissolvido em tampão Tris-HCI 50mM pH 8,5 e centrifugado a 

13,500 rpm por 5 minutos. Seu conteúdo proteico foi determinado pelo método de 

BRADFORD (1976). O veneno total foi diluido em meio de cultura RPMI 1640 na 

placa de 96 poços, com a concentração variando de 20,00|ig/ml a 0.15|jg/ml (fator 

de diluição= 2). A contagem das promastigotas foi realizada em câmara de 

Neubauer e posteriormente adicionadas à placa na concentração de 4 x 10^/ml, 

perfazendo-se um volume total no poço de 100|jl. A placa foi então incubada a 

25°C por um período de 18 horas e posteriormente verificada a viabilidade celular, 

mantendo-se sempre promastigotas em poços sem adição de veneno para o 

grupo controle do ensaio. 

Para se verificar as frações cromatográficas com atividade antileishmania, 

realizou-se um ensaio em placa de 96 poços, com 20|il de cada fração e 4 X 
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10^/poço promastigotas de L.(L) amazonensis, incubados em estufa a 25°C por 

um período 18 horas. A viabilidade foi determinada pelo método do MTT. 

3.4 Purificações 

3.4.1 Purificação da Fração Antileishmania por Cromatoarafia de Exclusão 

Molecular 

Após a verificação da atividade antileishmania do veneno total sobre as 

promastigotas, partiu-se para uma tentativa de se obter a fração, ou mesmo, as 

frações, responsãvel(is) pela mesma. Desta forma, submeteu-se o veneno total a 

uma cromatografia de exclusão molecular, onde, através desta técnica, obteve-se 

a separação dos componentes do veneno pelas suas respectivas massas 

moleculares. 

O veneno total ( l lOmg) foi diluído em 1 ml de tampão Tris-HCI 50mM pH 

8.5 e centrifugado a 13.500 rpm (centrífuga Centrimicro 242- Fanen) por 5 

minutos. Posteriormente foi aplicado em uma coluna Superdex 200 prep grade 

(1.6X70cm) (Pharmacia), previamente equilibrada em mesmo tampão. O sistema 

foi acoplado a um FPLC (Fluid Pressure Liquid Chromatography) com um fluxo de 

Iml/minuto. O eluato foi coletado (1 ml/tubo) em um coletor FRAC 200 

(Pharmacia), acompanhando-se a leitura da D.O. em 280nm. 

3.4.2 Repurificação da Fração Antileishmania por Cromatografia de Troca Iónica 

As frações com atividades antileishmania ou L-aminoácido oxidase, foram 

reunidas e recromatografadas em troca iónica, afim de se obter um maior grau de 
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pureza. Esta técnica baseia-se na separação dos componentes através da 

diferença de cargas das proteínas, visto que variações de ponto isoelétrico são 

esperadas para diversas proteínas do veneno. Para realização desta 

cromatografía, foi utilizada uma coluna Resource Q 5/5 (Pharmacia), previamente 

equilibrada em tampão (A) Tris-HCI 50mM pH 8,5. O sistema foi acoplado a um 

FPLC, como descrito anteriormente, com fluxo de 1 ml/minuto. Após a eluição de 

10ml de tampão (15% B) pela coluna, iniciou-se um gradiente de 15-40% e 

posteriormente 40%-100% de tampão B (Tris-HCI 50mM pH 8,5 NaCI 1M) para 

obtenção das frações aderidas a coluna, com a leitura da D.O. em 280nm. Em 

seguida, com a finalidade de se eliminar a alta concentração salina das frações 

reunidas, após determinação das respectivas atividades, dialisou-se em tampão 

Tris-HCI 50mM pH 8,5 e posteriormente foram concentradas por centrifugação em 

sistema AMICON. Cabe ressaltar, que antes da estocagem do material, adicionou-

se l^iM de FAD com o intuito de se preservar o grupo prostético da enzima 

(SÁNCHEZ etal, 1991). 

3.5 Determinação da Atividade L-aminoácido Oxidase (LAO) 

3.5.1 Frações Cromatográficas 

A atividade L-aminoácido oxidase foi determinada nas frações provenientes 

de cromatografias de exclusão molecular e troca iónica, em um ensaio 

colorimétrico em placa de 96 poços. O ensaio é uma adaptação do teste 

desenvolvido por TORII et al (1997) , onde a peroxidase é utilizada para reagir 

com o H2O2 produzido pela ação da LAO, seguido de uma reação com 0-

phenylenediamine (OPD), gerando-se um subproduto solúvel e colorido . A 

„„ .., : ^ -H: : r - ; ' , y ^; L A H / 
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solução para a reação contém tampão Tris/HCI 100 mM pH 8,5, L-leucina 3mM 

como substrato, horseradish peroxidase (10 Ul/ml) and OPD (0.1 mg/ml). As 

amostras foram incubadas por 1 hora a 25°C, e a D.O. determinada em 414nm, a 

cada 5 minutos. 

3.5.2 Determinação da Atividade LAO e Atividade Específica 

A determinação da atividade L-aminoácido oxidase (nmoles de H2O2/min/ml) e 

atividade específica (U/|ag) do veneno total e da fração purificada, nativa e 

irradiada, foram realizadas utilizando-se o procedimento descrito anteriormente 

(item 3.6.1), variando-se a concentração das amostras (20,00|jg/ml a 0,15|jg/ml). 

Uma curva padrão de peróxido de hidrogênio foi desenvolvida e o cálculo da 

regressão linear, realizado pelo GraphPad Prism Software. 

3.6 Isofocalização Elétrica (lEF) 

Para se verificar a ausência de contaminantes na enzima purificada (LAO) e 

determinar seu ponto isoelétrico (pl), foi realizado uma isofocalização elétrica em 

um sistema Multiphor II (Pharmacia Biotech), através de um gel de poliacrilamida 

5% com anfolinas (3,5-9,5) e os seguintes padrões de ponto isoelétrico: 

amiloglucosidase (pl= 3,55), vermelho de metil (pl=3,75), inibidor de tnpsina 

(pl=4,55), p-lactoglobulina A(pl=5,13), anídrase carbônica bovina(pl= 5,85), 

anidrase carbônica humana (pl= 6,57), mioglobulina (pl= 6,76-7,16) e tripsinogênio 

(pl= 9,3). Uma fita de papel impregnada em NaOH 1M foi colocada no polo 

negativo e outra em H3PO4 1M no polo positivo para gerar as cargas. Após a 

polimerização do gel de acrilamida (24horas), realizou-se uma pré-corrida (1500V; 
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50nnA; 25W) por 30 minutos para gerar o gradiente de pH. Logo em seguida 

aplicou-se as amostras (lO^ig) e iniciou-se a corrida por mais 90 minutos. Em 

seguida, prosseguiu-se com a fixação das proteínas (TCA/ac.sulfosalicílico) por 

30minutos. O gel foi corado em solução de Coomassie Brilliant Blue R 250 

(SIGMA) e descorado em etanol/ácido acético 

3.7- Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE) 

A composição proteica e a determinação da massa molecular das 

amostras, foram realizadas em SDS-PAGE (sistema Mini-Protean- BioRad), de 

acordo com o método de LAEMMLI (1970), em condições denaturantes, com ou 

sem adição de 2-p-mercaptoetanol. Os seguintes padrões de massa molecular 

foram utilizados para extrapolação das massas moleculares: fosforilase B 

(97,4kDa), albúmina bovina (66,0kDa), ovoalbumina (45,0kDa), anidrase carbônica 

(29,0kDa). As amostras (10-30|ig), foram dissolvidas em tampão de amostra 

contendo glicerol, dodecil sulfato de sódio 10% (SDS), azul de bromofenol e 

posteriormente fervidas a 100°C por 5 minutos. 

A concentração do gel de poliacrilamida foi de 10% e a coloração do 

mesmo realizou-se com Coomassie Brilliant Blue G-250. A estimativa das massas 

moleculares foi realizada, utilizando-se a regressão linear com valores dos 

padrões descritos, pelo GraphPad Prism Software. 

3.8- Análise da LAO em HPLC 

Através de uma cromatografía de exclusão molecular em HPLC (High 

Performance Liquid Chromatography- WATERS), em coluna TSK-G2000SW 

(TOSOHAAS) (60,0cm X 7,5mm) previamente equilibrada com tampão 
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bicarbonato de annônio SOmIVI pH 7.0, foi possível verificar o grau de pureza da 

LAO purificada de B. moojeni, como também compará-la a uma L-aminoácido 

oxidase comercial (SIGMA), proveniente de veneno de B. atrox. O fluxo utilizado 

foi de Iml/minuto e a absorvancia do eluato determinada em 280nm. 

3.9 Irradiação da Fração Purificada 

Uma vez observada na literatura a toxicidade da enzima L-aminoácido 

oxidase contra diferentes tipos de células (AHN et al, 1997), submeteu-se a fração 

purificada (LAO) á irradiação, para se verificar uma possível redução de sua 

toxicidade. A enzima teve seu conteúdo proteico avaliado pelo método de 

BRADFORD (1976) e em seguida, irradiada na concentração de 0,75mg/ml. 

Foram utilizadas diferentes doses de radiação (0,5kGy-5kGy), com raios gama de 

®°Co (GAMMACELL). A irradiação foi realizada com blindagem de chumbo (90%) 

à temperatura ambiente. A taxa de dose da fonte era de 7.48kGy por hora. 

3.10 Determinação da Concentração Efetiva 50% (CEso) da LAO 

A toxicidade (CE50) das amostras foi determinada contra promastigotas de 

diferentes espécies, como Leishmania(L.)amazonensis, Leishmania (L.) chagasi e 

Leishmania (V.)panamensis, utilizando-se o ensaio de viabilidade com MTT. A 

concentração proteica adicionada, variou de 20,00 a 0,15|ig/ml (fator de diluição= 

2), seguido da incubaçao por 18 horas com 4 X 1 0 ^ promastigotas/poço a 25°C. 

Controles foram utilizados sem a adição das amostras para observação da 

viabilidade total, assim como poços sem promastigotas, para serem utilizados 

como branco. A porcentagem de morte foi estimada segundo a equação descrita: 
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% morte=((D.O. poço controle - D.O. poço com amostra)/D.O. poço controle X 

100). 

Com os resultados obtidos, realizou-se o cálculo da CE50 em uma curva do 

tipo sigmóide dose-resposta, analisada pelo GraphPad Prism Software. Para 

efeitos comparativos, utilizou-se L-aminoácido oxidase comercial (SIGMA) 

proveniente do veneno de Bothrops atrox. Após a determinação de sua 

concentração proteica pelo método de BRADFORD (1976) a enzima comercial foi 

diluída em meio RPM! 1640 na concentração inicial de 20Mg/ml até 0.156ng/ml 

(fator de diluição=2) e incubada com promastigotas de L.(L.) amazonensis . A 

viabilidade celular e o cálculo da CE50 foram realizados como descrito 

anteriormente. 

Com o objetivo de se verificar a possível atividade antileishmania da enzima 

L-aminoácido oxidase nas formas amastigotas do parasita, realizou-se também 

um ensaio do tipo CE50 em placa de 96 poços. As amastigotas de L.(L.) 

amazonensis (cepa LV-79), foram cultivadas em meio UM- 54 pH 5,8 a 33°C 

(BALANÇO et al, 1998). Diluiu-se a enzima em meio RPMI-1640 na concentração 

inicial de 100|ig/ml a 0,049|ig/ml (fator de diluição= 2). Amastigotas foram 

adicionadas (5 x 10^/poço) e incubadas por um período de 18 horas a 33°C. A 

viabilidade celular foi verificada pelo método do MTT. Peróxido de hidrogênio 

exógeno (SIGMA) foi adicionado e diluído em meio RPMI-1640, afim de se 

observar a susceptibilidade das amastigotas ao mesmo produto tóxico gerado pela 

enzima, responsável pela atividade antileishmania. Para isto, 20mM de H2O2 

foram diluídos no meio até 0.01 mM (fator de diluição= 2) e 5 x 10^ amastigotas 
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foram adicionadas por poço. A placa foi incubada nas mesmas condições 

descritas anteriormente e ensaiada pelo método do MTT. 

3.11 Estudo do Mecanismo de Ação da LAO Sobre as Promastigotas 

As promastigotas de L.(L.)amazonensis (4 X 10^/poço) foram incubadas em 

meio RPMI-1640 (placa de 96 poços) com LAO (30p,g/ml) e catalase (0,3mg/ml), 

num volume final de 100|j.l/poço, por um período de 18 horas a 25°C, com o 

objetivo de se eliminar a ação do H2O2. Controles sem a LAO, na presença ou 

ausencia de catalase, adicionados ou não, de peróxido de hidrogênio exógeno 

5mM, também foram testados. A incubaçao da LAO com as promastigotas, foi 

feita ainda em uma solução salina tamponada (HBSS) sem a adição de 

aminoácidos nas mesmas condições descritas anteriormente (item 3.2). A 

viabilidade foi determinada através do método do MTT. 

3.12 Estudos Ultraestruturais 

Com o objetivo de se observar o(s) dano(s) causado(s) pela ação da 

enzima na(s) estrutura(s) do parasita, foi realizado o seguinte estudo em 

microscópio eletrônico. 

Promastigotas de L.(L.)amazonensis, foram incubadas em placa de 24 poços (4 x 

10^/ml) com 30|i,g/ml da fração purificada. Após os tempos determinados de 

incubaçao (4-8-18 horas) em estufa a 25°C, estas foram centrifugadas a 3000 rpm 

por 5 minutos e fixadas em 100 volumes de glutaraldeído 4%, lavadas em PBS e 

contrastadas em tetróxido de ósmio 1%. Em seguida, o material foi incluído em 

resina Araldite epoxi para observação em microscópio eletrônico (JEOL). 
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3.13 Ensaio de Toxicidade da LAO em células LLCMK-2 

Para verificar a toxicidade da L-aminoácido oxidase purificada de B. 

moojeni às células de mamífero, foi realizado um ensaio do tipo C.E.50 em células 

LLCMK-2. 

Em placa de 96 poços, diluiu-se a enzima em meio de cultura RPMI 1640 

na concentração inicial de 100|ig/ml, até 0,049|ig/ml (fator de diluição= 2), em 

triplicata. As células foram adicionadas (5 X 10"*/ poço) e incubadas a 37°C em 

estufa com 5% de CO2 por um período de 24 horas. A viabilidade celular foi 

realizada pelo método do MTT. Poços com células sem adição da LAO foram 

mantidos como controles. 
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4- RESULTADOS 

4.1- Purificações 

4.1.1 Purificação da Fração Antileishmania por Cromatografia de Exclusão 

Molecular: O veneno de B.moojeni foi dissolvido em tampão de eluição, 

centrifugado, afim de se eliminar partículas não solúveis e aplicado em uma 

coluna Superdex 200 como descrito anteriormente em Métodos. A D.O. das 

frações, determinada em 280nm (Fig.2), resultou em quatro picos proteicos. A 

atividade antileishmania, detectada pelo do método do MTT contra promastigotas 

de L.(L.)amazonensis e a atividade L-aminoácido oxidase, determinada através do 

ensaio com L-leucina (Fig.2), eluíram no mesmo pico (picol), que encerram 

proteínas de elevada massa molecular. Utilizando proteínas padrões para 

calibração da coluna, a massa molecular estimada para a enzima purificada foi de 

140kDa. Nas frações do primeiro pico, onde ambas atividades se encontram, foi 

observado intensa coloração amarela, resultante da própria composição da 

enzima (FAD). Desta forma, sem quaisquer processos adicionais, as frações de 

interesse foram reunidas e recromatografadas posteriormente em troca iónica. 
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frações(ml) 

Fig.2 Cromatografía de exclusão molecular do veneno de B.moojeni, em coluna 

Superdex 200 equilibrada em Tris-HCI 50mM pH 8.5, O fluxo de eluição foi de 

0,5ml/min. Linha preta sem símbolos= D.O, 280nm; linha verde com círculos 

fechados= atividade L-aminoácido oxidase (D,0,414nm); linha azul com círculos 

abertos= atividade antileishmania (D.O, 570nm), 

4.1.2 Repurificação da Fração Antileishmania por Cromatografia de Troca Iónica: 

As frações reunidas, provenientes do processo de exclusão molecular, foram 

aplicadas à uma coluna Resource Q 5/5 e submetidas a um gradiente salino. 

Através da D.O., determinada em 280nm, foram obtidos dois picos proteicos, onde 

observa-se um primeiro não aderido à coluna, e o segundo aderido, eluído com 
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aproximadamente 300mM de cloreto de sódio, como observado na Fig. 3. As 

respectivas atividades, antileishmania e L-aminoácido oxidase, apresentaram o 

mesmo perfil de eluição, como observado no segundo pico da cromatografia 

(Fig.3). Após a diálise e concentração do material por centrifugação em sistema 

Amicon, observou-se mais uma vez, a intensa coloração amarelada das amostras. 

5 10 15 20 25 30 35 

Fig.3 Cromatografía de troca iónica das frações reunidas com atividades LAO ou 

antileishmania em coluna Mono Q, equilibrada previamente com Tris-HCI 50mM 

pH 8,5. Linha preta sem símbolos= D.O. 280nm; linha verde com círculos 

fechados= atividade L-aminoácido oxidase (D.0.414nm); linha azul com círculos 

abertos= atividade antileishmania (D.O. 570nm); linha pontilhada= molaridade do 

NaCI. 
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4.2- Isofocalização Elétrica (lEF) 

Através desta metodologia, foi possível classificar a enzima em estudo, 

como uma proteína ácida, devido a seu ponto isoelétrico encontrar-se próximo ao 

pH 4,8 (Fig.4). A enzima purificada migrou como uma banda única, como 

observada após coloração do gel com Coomassie Brilliant Blue (SIGMA). O 

cálculo do ponto isoelétrico da enzima, foi determinado pelos valores dos padrões, 

analisados por regressão linear no GraphPad Prism Software. 

pH 
9.3 

8.3 

6.6 

5.9 ^ 

5.1 '^»>o^ 

4.6 

3.6 

< - L A O (4.8) 

a 

Fig.4 Isofocalização elétrica em gel de poliacrilamida 5% da LAO purificada do 

veneno de Bothrops moojeni. a) padrões de ponto isoelétrico b) LAO 
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4.3- Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE) 

Após as etapas de purificação e identificação das frações com atividades 

antileishmania ou L-aminoácido oxidase, estas foram agrupadas e submetidas a 

uma eletroforese em gel de poliacrilamida 10%. A enzima purificada migrou como 

uma banda única, com massa molecular estimada de 69kDa, após o tratamento 

com 2-[3-mercaptoetanol, como observado na Fig.5. Padrões foram utilizados para 

extrapolação da massa molecular, desenvolvida em uma regressão linear no 

GraphPad Prism Software. 

97.4 kDa 

66 kDa 

45 kDa 

29 kDa 

Fig.5 SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 10%. a-Padrões de massa molecular. 

b- Veneno total de B.moojeni. c- Frações reunidas da cromatografia de exclusão 

molecular, d- Frações reunidas da cromatografia de troca iónica (LAO). 
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4.4- Análise da LAO em HPLC 

A cromatografia em HPLC da enzima previamente purificada de B.moojeni, 

em coluna TSK G-2000 SW (TOSOHAAS 60 X 7,5cm) de exclusão molecular, 

resultou em um pico proteico majoritário e um segundo pico de menor proporção, 

eluindo concomitantemente (Fig.6A). A área do pico principal corresponde a 

aproximadamente 80%, mostrando um elevado grau de pureza da fração. A 

análise da enzima LAO comercial nas em mesmas condições experimentais, 

mostrou diversos picos proteicos (Fig.6B), sugerindo que em ambas 

cromatografias, possa existir algum processo de degradação da enzima devido às 

condições utilizadas ou mesmo algum tipo de contaminação. 
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Fig.6 A. Análise da L-aminoácido oxidase do veneno de B.moójeñi em HPLC. 

Coluna de exclusão molecular TSK G-2Õ00 SW (TOSOHAAS 60,0cm X 7,5mm) 

previamente equilibrada em tampâô bicarbonato de amonio 50f t i^ pU7.Ú. Ò fluxo 

utilizado íüi de 1 ml/min e a absorvâflòiâ determinada em 280nm. 



Tempo de retenção (min) 40,0 

Fig.6 B. Análise da L-aminoácido oxidase comercial de veneno de S. atrox em 

HPLC. Cromatografia de exclusão molecular em coluna TSK G-2000 SW 

(TOSOHAAS 60,0cm X 7,5mm) previamente equilibrada em tampão bicarbonato 

de amónio 50mM pH 7,0. O fluxo utilizado foi de 1 ml/min e a absorvancia do 

eluato foi determinada em 280nm. 
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4.5- Atividade L-aminoácido oxídase (LAO) 

Utilizando-se uma curva padrão de peróxido de hidrogênio, a atividade LAO 

(nmoles H202/ml/min), assim como a atividade específica (U/|ig) foram 

determinadas para o veneno total e para a fração purificada. Observou-se o 

gradativo aumento da atividade enzimática, conforme o veneno total era 

purificado. Após o último processo cromatográfico, e reconstituição da enzima com 

FAD, constatou-se que a atividade LAO purificada , é 135 vezes maior do que 

quando associada ao veneno total. Todavia, a LAO apresenta-se em pequenas 

proporções, totalizando 1,5% do veneno de B. moojeni, como observado na 

Tabela 2. 

Etapa de 
Purificação 

Proteínas 
totais (mg/ml) 

Veneno total 297,0 
Cromatografia 40,0 
de Exclusão 

Molecular 

Cromatografia 4,30 
de Troca Iónica 

% do veneno 
bruto 

100% 
13,5% 

1,5% 

Atividade LAO 
(nmoles 

H202/min/ml) 

0,042 
0,196 

5,740 

Atividade 
específica 

m£i 
0,017 
0,078 

2,296 

Tab.2 Tabela de purificação da L-aminoácido oxidase purificada do veneno de 

B. moojeni 

A atividade enzimática da LAO após o tratamento com raios gama de ^°Co, 

foi determinada como observado na Tabela 3. Conforme verificado para a 

atividade antileishmania após irradiação, observa-se um decréscimo na atividade 

LAO em doses diferentes de 2kGy. Comparando-se com a enzima em seu estado 
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nativo, isto é, não tratada com radiação, a irradiada com 2kGy reduz a atividade 

oxidativa em 2 1 % (Tab.3). Doses acima de 3kGy conferem uma provável 

inativação da enzima, visto que a produção de peróxido não foi detectada em 

nossos ensaios. 

L-aminoácido oxidase Atividade (nmoles 

H202/min/ml) 

Atividade Específica (U/pg) 

LAO nativa 5,74 2;29 

LAO 0,5kGy 1,78 0,71 

LAO IkGy 2,75 1,10 

LAO 2kGy 4,50 1,80 

LAO 3kGy 1,71 0,69 

LAO 4kGy — — 

LAO 5kGy — — 

Tab.3 Atividade L-aminoácido oxidase da enzima (LAO) nativa e irradiada em 

diferentes doses com raios gama de ®°Co. Valores calculados através de 

regressão linear (GraphPad Prism) a partir de uma curva padrão de peróxido de 

hidrogênio. 
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4.6- Determinação da Concentração Efetiva 50% (C.E.50) 

Partindo-se de uma diluição seriada do veneno total e da fração purificada, foi 

possível determinar as relativas concentrações efetivas, analisadas em uma curva 

do tipo sigmóide dose-resposta pelo GraphPad Prism Software. Para o veneno 

total, obteve-se uma CE50 de 6,84(j,g/ml (6,75-6,92|j.g/ml) e para a fração purificada 

C.E.50 de 1,81|j.g/ml (1,81-1,89|jg/ml), utilizando promastigotas de L.(L.) 

amazonensis como observado na Fig.7A e Tabela 4. 

Apesar do grau de purificação de 135 vezes, determinado pelo ensaio 

enzimático (item 3.5.2 -Métodos), a LAO apresentou, neste experimento, apenas 

3.8 vezes maior atividade que o veneno total. Diferentes susceptibilidades também 

foram observadas para duas outras cepas utilizadas, quando incubadas com a 

LAO nas mesmas condições experimentais (Tab.4). A concentração efetiva 50% 

(CE 50) para L.(L.)cliagasie L.(V.)panamensis, foi de 0,63Mg/ml (0,50-0,SOpg/ml) e 

0,78|j,g/ml (0,63-0,95|ig/ml), respectivamente. 

Quando a enzima purificada foi submetida ao tratamento com raios gama de 

*'°Co, em variadas doses, observou-se diferentes comportamentos. A dose de 

2l<Gy provavelmente não alterou a enzima de forma a inativar sua atividade 

antileishmania ou mesmo oxidativa, quando comparada às diferentes doses 

utilizadas. Na dose de 2kGy, observou-se a perda de praticamente metade de sua 

atividade antileishmania, como detectada pelo MTT. Doses diferentes de 2kGy, 

danificaram a atividade da enzima, como constatado experimentalmente (Fig.7B). 
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Veneno LAO LAO LAO LAO LAO LAO LAO 

total nativa O.SkGy 1kGy 2kGy 3kGy 4kGy 5kGy 

EC50% 6,84 1,80 4,52 4,57 2,96 10,05 >20,00 >20,00 

(^g/ml) 

Tab.4 Concentração efetiva 50% do veneno total de B.moojeni e sua respectiva 

fração L-anninoácido oxidase nativa e irradiada enn diferentes doses por raios 

gama de ^°Co, contra promastigotas de L.(L.) amazonensis. 
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Fig.7 A- Concentração efetiva 50% do veneno total de B. moojeni sua fração 

purificada (LAO), contra diferentes espécies de Leishmania spp. B- Concentração 

Efetiva 50% da LAO irradiada em diferentes doses com raios gama de ®^Co, 

contra promastigotas de L.(L)amazonensis. Curvas do tipo sigmóide dose-

resposta analisadas pelo GraphPad Prism Software. A concentração foi expressa 

em na forma logarítmica (i-ig/ml). 
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Para efeitos comparativos, utilizou-se a enzima L-aminoácido oxidase 

comercial em promastigotas de L.(L.)amazonensis, nas mesmas condições 

experimentais descritas anteriormente. A concentração efetiva 50 % (CE 50) 

encontrada foi superior (3,20|^g/ml - 2.18-4.70|jg/ml) à observada para LAO de 

B.moojeni, descrevendo uma menor ação antileishmania da mesma. 

As amastigotas de L.(L.) amazonensis, após incubaçao com a L-aminoácido 

oxidase, purificada do veneno de B.moojeni conforme descrito em Métodos, 

apresentaram 100% viabilidade como observado pelo método do MTT. A 

incubaçao das mesmas com peróxido de hidrogênio exógeno conferiu a morte dos 

parasitas, com uma concentração efetiva 50% (CE50) de 0,67mM (Fig. 8), 

determinado através do método do MTT e calculado através de uma curva 

sigmóide dose-resposta pelo GraphPad Prism Software. 
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Fig.8 Concentração efetiva 50% de peróxido de hidrogênio exógeno em 

amastigotas de L.(L.) amazonensis. A viabilidade celular foi determinada pelo 

método do MTT e a curva sigmóide dose-resposta foi analisada pelo GraphPad 

Prism Software. A concentração foi expressa na forma logarítmica (mM). 

4.7- Estudo do Mecanismo de Ação da LAO Sobre as Promastigotas 

Catalase foi adicionada ao meio de cultura para eliminação do H2O2 

formado pela ação da LAO. As promastigotas incubadas com a enzima purificada 

na presença de catalase, apresentaram 100% de sobrevivência, como observado 

pelo método de viabilidade do MTT, demonstrando que o H2O2 produzido pela 

ação da LAO é essencial para a atividade antileishmania (Fig.9). A eliminação do 

substrato também foi testada, e as promastigotas após incubaçao com a enzima 

nessas condições, apresentaram novamente 100% de sobrevivência (Fig.9). A 
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adição de peróxido de liidrogênio exógeno às promastigotas, conferiu morte dos 

parasitas, como observado na Fig.9. Esses resultados demostram claramente que 

a ação da L-aminoácido oxidase do veneno de B. moojeni, é derivada do peroxido 

de hidrogênio produzido pela mesma, através da hidrólise de aminoácidos. 
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Fig.9 Caracterização da atividade LAO contra promastigotas de L(L.) 

amazonensis. A - Promastigotas em meio de cultura RPMI-1640 B -

Promastigotas em meio RPMI-1640 + H2O2 5 mM C - Promastigotas em meio 

RPMI-1640 + H202 5mM + Catalase 0.3 mg/ml D - Promastigotas em meio RPMI 

1640 + LAO 30 |j.g/ml. E- Promastigotas em meio RPMI-1640 -t- LAO 30 pg/ml + 

Catalase 0,3 mg/ml. F- Promastigotas em HBSS. G- Promastigotas em HBSS + 

LAO 30 ng/ml. A viabilidade das promastigotas foi expressa como D.O 570 nm do 

MTT oxidado à formazan. As barras representam a média das quadriplicatas. 
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4.8- Estudos Ultraestruturais 

As promastigotas de L.(L.)amazonensis foram incubadas com a LAO 

purificada do veneno de B.moojeni, nas mesmas condições descritas para ensaios 

de toxicidade (Métodos) e posteriormente processadas e analisadas em 

microscopía eletrônica. Danos seqüenciais foram observados no citoplasma dos 

parasitas, conduzindo em seguida à morte dos mesmos. Observou-se nas 

primeiras 4 horas de incubaçao, o cinetoplasto mais eletrodenso, assim como 

edema de organelas como mitocôndrias (Fig.lOB). Após 8 horas, o edema da 

membrana nuclear assim como da célula em geral é observado, assim como a 

perda da condensação da cromatina (Fig.lOC). Contudo, os microtúbulos da 

membrana plasmática mostraram-se ainda preservados. Ao final das 18 horas de 

incubaçao, verifica-se a completa destruição das promastigotas, não sendo mais 

possível uma identificação confiável das estruturas do parasita (Fig.1 OD). Na 

Fig.1 OA pode-se observar promastigotas íntegras, isto é, sem o tratamento com a 

LAO e portanto, utilizadas como grupo controle. 
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Fig.10 A- Promastigotas de L(L.)amazonensis em meio RPMI-1640 sem 

tratamento com LAO (grupo controle). B- Promastigotas de L.(L.)amazonensis 

incubadas em meio RPMI-1640 com LAO por 4 horas. C- Incubação por 8 horas. 

D- Incubação por 18 horas. N= núcleo; C= cinetoplasto; IL= inclusões lipídicas; 

CG= Complexo de Golgi; V= vacúolos; SF= saco flagelar; M= mitocôndrias. 
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4.9 Ensaio de Toxicidade da LAO 

A enzima L-aminoácido oxidase, purificada do veneno de B. moojeni, 

apresentou toxicidade para células LLCMK-2, como observado após sua 

incubaçao e posterior ensaio de viabilidade celular (MTT). A LAO nativa, isto é, 

não tratada com radiação ionizante, apresentou uma C.E.50 de 11iig/ml 

(7,53|ig/ml-15,70ng/ml); a irradiada com dose de 2kGy, mostrou-se mais tóxica, 

com uma C.E.50 de 6|ig/ml (4,88ng/ml-7,21jig/ml), conforme a Fig.11. 
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L o g c o n c e n t r a ç ã o 
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Fig.11 Concentração efetiva 50% da enzima purificada do veneno de B. moojeni 

(LAO) nativa (linha preta) e irradiada na dose de 2kGy (linha vermelha) com raios 

gama de ^Co , contra células LLCMK-2. A viabilidade celular foi determinada pelo 

método do MTT. A concentração foi expressa na forma logarítmica (|J.g/ml). 
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5- DISCUSSÃO 

Este trabalho demonstrou claramente a atividade antileishmania do veneno 

de B.moojeni sobre este importante patógeno de doença humana, corroborando 

os dados de FERNANDEZ-GOMES e/a/(1994), que mostraram que o veneno de 

Cerastes cerastes também apresentou a mesma atividade sem entretanto, isolar a 

fração responsável. 

Tratando-se de veneno de serpentes, o uso de complexas misturas 

proteicas, tem limitações significativas. A concentração efetiva 50% do veneno de 

B.moojeni, foi compatível com uma possível associação a pomadas ou géis para 

uso tópico, porém, o uso destas misturas poderia causar uma indesejável reação 

de hipersensibilidade, relacionada a sua alta imunogenicidade (ANDERSON et ai, 

1993). As outras toxinas encontradas no veneno total, sem atividade 

antileishmania, poderiam prejudicar o paciente, visto que a presença de 

miotoxinas, fosfolipases, fatores pró-coagulantes e agregadores de plaquetas, 

foram relatadas no veneno de B. moojeni (MOURA-DA-SILVA et al, 1990b; 

FERREIRA et al, 1992). Casos de acidentes botrópicos relatam apenas 1% de 

morte, com maiores complicações descritas a efeitos trombóticos nas 

extremidades e complicações renais (NISHIOKA & SILVEIRA, 1992). 

Portanto, a melhor alternativa para se utilizar o veneno de B.moojeni em 

uma abordagem terapêutica, seria a eliminação destas toxinas, desde que estas 

não compartilhem a atividade antileishmania. 

O rápido processo cromatográfico desenvolvido para purificação da enzima, 

utilizando-se cromatografia de exclusão molecular seguido de troca iónica, 
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resultou em uma fração purificada e bastante ativa, sendo esta a única 

responsável por toda atividade antileishmania no veneno total. Através de ambos 

processos cromatográficos, foi possível se verificar e confirmar que as mesmas 

frações apresentando atividade L-aminoácido oxidase, eluíram com as frações de 

atividade antileishmania. As propriedades bioquímicas da enzima corroboram os 

dados descritos para L-aminoácido oxidases de venenos de serpentes (AHN et al, 

1997). 

A enzima foi purificada e se apresentou homogênea, como observado em 

SDS-PAGE, migrando como uma única banda de massa molecular 69kDa na 

presença de 2-p-mercaptoetanol. A massa molecular determinada para a enzima 

em condições não denaturantes, isto é, através da cromatografia de exclusão 

molecular, foi estimada em 140kDa, sugerindo que a mesma ocorre na forma 

homodimérica no veneno. Esta massa molecular observada para LAO de B. 

moojeni, é similar às descritas para L-aminoácido oxidases de veneno de 

serpentes, variando de 60kDa como estrutura monomérica a lõOkDa como dímero 

(TAN & SWAMINATHAN, 1992; AHN et ai, 1997). A mesma estrutura 

homodimérica encontrada em nossos experimentos, foi também observada para 

várias L-aminoácido oxidases (PONNUDURAI et ai, 1994). 

Alguns autores descrevem a presença de múltiplas formas da enzima em 

veneno de serpentes (NAKANO etal, 1972; SHAHAM & BDOLAH, 1973), porém, 

o mesmo resultado não foi observado para LAO de B.moojeni Isoenzimas foram 

encontradas em veneno de Trimeresus mucrosquamatus e T. flavoviridis (TAN & 

SWAMINATHAN, 1992), mas a enzima purificada em nosso laboratório não 

apresentou resultados compatíveis com as mesmas, como observado em SDS-
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PAGE ou isofocalização elétrica, com um ponto isoelétrico estimado em 4.8 . 

Pontos isoelétricos similares são descritos para LAO de Lachesis muta muta, 

Thmeresurus mucrosquamatus, Calloselasma rhodostoma e Ophiophagus hannah 

(SÁNCHEZ & MAGALHÁES, 1991; AHN etal, 1997, PONNUDURAI et al, 1994, 

UEDA et al, 1988). Na análise da enzima em HPLC, foi observado um pico 

simétrico eluindo concomitantemente com um pequeno pico, sugerindo alguma 

degradação da amostra, visto que a L-aminoácido oxidase comercial (SIGMA), 

apresentou diversos picos proteicos. A LAO (SIGMA) também apresentou uma 

menor atividade antileishmania, com uma concentração efetiva maior que a LAO 

de B. moojeni contra promastigotas de L.(L.)amazonensis. 

As amostras de LAO, submetidas ao tratamento com radiação ionizante, 

perderam grande parte de atividade, exceto as irradiadas com dose de 2kGy. 

A radiação ionizante pode conferir mudanças nas propriedades biológicas e 

antigênicas de uma proteína (NASCIMENTO et al, 1996), através da alteração de 

sua estrutura molecular (MOREIRA et al, 1997). Entretanto, a irradiação preservou 

as atividades antileishmania e L-aminoácido oxidase da LAO purificada. 

A concentração efetiva 50% (CE50) da enzima purificada contra 

promastigotas de L.(L.)amazonensis \o\ 3.8 vezes maior que a encontrada para o 

veneno total. Este resultado foi menor que o esperado, visto que obteve-se uma 

purificação de 135 vezes, determinado por ensaios enzimáticos. Este 

comportamento observado para LAO nos ensaios In vitro com as promastigotas, 

poderia ser explicado pela restrição de substrato ou mesmo a outros fatores 

envolvendo o meio de cultura, afetando a completa ação da enzima, visto que. 
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especificidade por diferentes substratos já foi observada para L-aminoácido 

oxidase (PONNUDURAI etal, 1994). 

As promastigotas de Leishmania spp apresentaram diferentes 

susceptibilidades a ação da enzima, com um CE50 de 1,80|jg/ml para L.(L.) 

amazonensis, 0 .63ng/ml para L.(L.)chagasi e 0.78|ig/ml para L(V.)panamensis. 

Este fato poderia ser explicado pelos diferentes graus de ligação da LAO na 

membrana citoplasmática das células, como observado por SUHR & KIM (1996), 

ao incubar LAO de veneno de serpente com variadas linhagens celulares. 

Os ensaios da LAO com células LLCMK-2 mostraram que a enzima nativa 

apresentou uma toxicidade pelo menos 6.1 vezes menor àquela observada para 

as promastigotas (C.E.5011|jg/ml). A ligeira discrepância de CE50 da LAO irradiada 

(C.E.50 6|jg/ml) poderia ser explicada por variações ocasionais como cofatores 

(FAD). Independentemente da forma, a enzima mostrou-se radioresistente, visto 

que suas atividades antileishmania e L-aminoácido oxidase permaneceram 

bastante preservadas na dose de 2kGy. 

O mecanismo celular da ação tóxica da LAO após incubaçao com as 

promastigotas, utilizando-se diferentes abordagens, mostrou uma forte relação 

entre a atividade antileishmania e o peróxido de hidrogênio. A enzima catalisa a 

oxidação deaminativa de L-aminoácidos, produzindo o cetoácido correspondente, 

peróxido de hidrogênio e amônia (TAN & SAIFUDDIN, 1991; PESSATTI et al, 

1995), como descrita na reação seguinte: 

L-aminoácido + H2O + O2 cetoácido + NH3 +H2O2 

As promastigotas sobreviveram após incubaçao da LAO em um meio sem 

aminoácidos (HBSS), demonstrando desta forma, a dependência do substrato 
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para a formação do H2O2. Utilizando-se catalase para eliminar a ação do peróxido 

de hidrogênio, observou-se a completa destruição da atividade antileishmania 

sugerindo que a ação tóxica no parasita, é derivada da formação deste subproduto 

enzimático, e não pela ação de um cetoácido ou amónia, que não são afetados 

pela catalase. Com a adição de H2O2 exógeno, observou-se 100% de morte das 

promastigotas, enfatizando-se assim, a principal ação deste subproduto como 

efetor da atividade antileishmania. AHN e/a/(1997), descrevem a ação da LAO de 

veneno de serpente em linhagens de células de carcinoma gástrico humano, 

sugerindo a possível morte destas, à ação do peróxido de hidrogênio. 

Os estudos ultraestruturais das promastigotas de L.(L)amazonensis, 

apresentaram a manutenção da membrana celular, com um intenso edema da 

célula, especialmente de mitocôndrias. Este fato pode ser atribuído à ação do 

peróxido de hidrogênio, descrito como forte indutor de edema celular (AHN et al, 

1997). 

O modo de ação do H2O2 nas promastigotas ainda não foi completamente 

elucidado, visto que alguns autores descrevem a indução de apoptose pela ação 

da L-aminoácido oxidase de veneno de serpentes (TORII et al, 1997, SUHR & 

KIM, 1996). Os dados observados sugerem que a ação principal da enzima é a 

lise de membrana celular, com alguma semelhança à apoptose de células de 

mamífero, a qual é induzida por radicais livres como o peróxido de hidrogênio. O 

estresse oxidativo causado pelo H2O2 poderia ativar as "heat shock proteins", 

descritas para Leishmania spp.(KROBITSCH et al, 1998), induzindo atividades 

proteolíticas dentro da célula, como também afetando funções mitocondriais. 
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Visto que as duas formas do parasita encontram-se em diferentes 

ambientes em seus respectivos liospedeiros, são esperadas algumas 

modificações metabólicas. Constatou-se, através do ensaio de viabilidade celular 

do MTT, que a enzima L-aminoácido oxidase, purificada do veneno de B.moojeni 

não conferiu morte às amastigotas de L(L)amazonensis, baseado em nossas 

condições experimentais. Este fato pode ser explicado pelas diferenças 

metabólicas encontradas nas amastigotas, que são capazes de eliminar peróxido 

de hidrogênio com muito mais eficiência que as promastigotas (MURRAY, 1981, 

1982; PEARSON et al, 1983). Estes dados demonstram que os mecanismos de 

proteção contra H2O2 das amastigotas, resultam em um importante sistema de 

escape ou redução dos efeitos letais provocados por metabolites do oxigênio. 

Sabendo-se que o H2O2 possui uma ação antileishmania comprovada (CHANNON 

& BLACKWELL, 1985), determinou-se sua concentração efetiva 50% nas 

amastigotas de L.(L.)amazonensis (0,67|jg/ml - 0,67-0,68|jg/ml). 

Alguns autores descrevem que o principal mecanismo de proteção do 

parasita contra metabolites gerados a partir do oxigênio, é derivada de um 

complexo sistema enzimático, visto que catalase, superoxide dismutase, glutationa 

redutase e glutationa peroxidase são detectadas na forma amastigota 

(MEHLOTRA , 1996). As formas promastigotas são descritas como deficientes em 

determinadas enzimas como por exemplo a catalase e a glutationa peroxidase, 

sendo que 80-95% destas morrem logo após a penetração em células residentes 

normais do organismo humano. MEHLOTRA, em 1996, descreveu que 

amastigotas de L(L.) donovani possuem 3 vezes mais catalase e 14 vezes mais 

glutationa peroxidase que as formas promastigotas. 
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Portanto, as condições adversas encontradas naturalmente pela 

Leishmania spp. em seu ciclo de vida, conduzem a um aumento da resistência aos 

efeitos tóxicos gerados pela exposição oxidativa (MEHLOTRA, 1996). 

A partir do dados obtidos neste trabalho, observou-se a potencialidade de 

venenos de serpentes como ferramenta de estudo para o desenvolvimento de 

novos compostos capazes de inibir protozoários. Para isto, novos estudos devem 

ser realizados, afim de se verificar as reais condições do uso terapêutico dessas 

toxinas naturais como armas no combate às doenças tropicais. 
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6- CONCLUSÕES 

1. O veneno total de B. moojeni, apresentou atividade antileishmania. 

2. A enzima L-aminoácido oxidase revelou-se como a responsável pela morte dos 

parasitas. 

3. A caracterização bioquímica da enzima, mostrou a presença de duas 

subunidades homogêneas em sua composição. 

4. Estudos ultraestruturais das promastigotas, revelaram uma seqüência de 

eventos ocorridos na célula que levam à morte do parasita. 

5. O mecanismo de ação da enzima nas promastigotas foi caracterizado como 

peróxido de hidrogênio-dependente. 

6. A enzima L-aminoácido oxidase comercial (SIGMA) se apresentou menos ativa 

contra promastigotas de Leisiimania (L.) amazonensis, quando comparada a 

LAO de B. moojeni. 

7. A dose de 2kGy não alterou significativamente a atividade enzimática da LAO. 
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