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" Avaliação da atividade de diferentes venenos de serpentes, nativos ou 

irradiados, com radiação gama de ^Co quanto ao poder inibitório do 

crescimento de Leishmania (Leishmania) amazonensis" 

CECÍLIA DE OLIVEIRA LOURENÇO 

RESUMO 

A leishmaniose cutânea é uma doença causada por parasitas do gênero Leishmania, 

que ocorre freqüentemente em países das regiões tropicais e subtropicais. 

Caracteriza-se por lesões de pele, que podem evoluir para um estágio mais avançado 

até adquirir um aspecto desfigurante. O seu tratamento consiste basicamente de 

poucos fármacos como os antimoniais e a pentamidina, que além de apresentarem 

efeitos colaterais importantes, muitas vezes são ineficazes devido à aquisição de 

resistência pelo parasita. Busca-se formas alternativas de tratamento desta doença 

utilizando por exemplo, componentes provenientes de fontes naturais como os 

venenos de serpentes. Estudos anteriores já demonstraram que componentes 

isolados de venenos de algumas espécies de serpentes apresentaram inibição do 

crescimento de certos parasitas incluindo o gênero Leishmania. Embora os venenos 

de serpentes apresentem elevada toxicidade, diferentes métodos têm sido descritos 

para destoxicar certos componentes, sendo que a destoxicação através da radiação 

gama tem mostrado resultados favoráveis. 

Venenos de serpentes nativos e irradiados foram testados quanto à capacidade de 

inibição do crescimento de parasitas da espécie Leishmania (Leishmania) 

amazonensis e de células de mamíferos da linhagem LLCMK2, além de caracterizados 

por testes enzimáticos e por eletroforese. Foram ativos os venenos das espécies 

Acanthophis antarcticus, Agkistrodon bilineatus, Bothrops moojeni, Bothrops jararaca, 

Hoplocephalus stephensi. Naja melanoleuca. Naja mossambica, Pseudechis australis, 

Pseudechis colletti, Pseudechis guttatus, Pseudechis porphyríacus , sendo inativos os 

de Pseudonaja textilis, Notechis ater niger, Notechis scutatus. Oxyuranus 

microlepidotus e Oxyuranus scutellatus. Após a irradiação com 2 KGy de radiação 

gama de Cobalto-60, houve perda significativa da atividade da maioria dos venenos. 

Observou-se que venenos com atividade antileishmania também apresentaram 

atividade enzimática de L-aminoácido oxidase (L-AO) e que os mesmos possuíam 

uma proteína em comum com peso molecular em tomo de 60kDa, indicando que 

provavelmente a atividade L-AO está relacionada com o efeito leishmanicida 

encontrado nestes venenos. 



"Activity evaluation from different native or irradiated with ^Co gamma rays 

snake venoms and their inhibitory effect on Leishmania 

(Leishmania)amazonensis" 

CECILIA DE OLIVEIRA LOURENÇO 

ABSTRACT 

Cutaneous leishmaniasis is a disease, caused by Leishmania parasites, that occurs 

frequently in tropical and sub-tropical regions of the world. Skin lesions that could 

results in disfiguring aspect characterize it. The treatment is based on few drugs as 

antimony salts or pentamidine that are toxic with increasing resistance by the parasite. 

Alternative forms of disease treatment are in constant search, including natural 

components as snake venoms. Previous studies demonstrate that some components 

of snake venoms have an inhibitory effect against those parasites, including 

Leishmania species. Although snake venoms presented high toxicity, several methods 

have been described to detoxify most or some of their toxic components, with favorable 

results by the use of gamma irradiation. 

In this report, we tested several native and irradiated snake venoms, for inhibitory 

effect against Leishmania (Leishmania) amazonensis parasite and LLCMK2 
mammalian cells, with enzymatic tests and eletrophoresis. There are significant activity 

in Acanthophis antarcticus, Agkistrodon bilineatus, Bothrops moojeni, Bothrops 

jararaca, Hoplocephalus stephensi, Naja melanoleuca, Naja mossambica, Pseudechis 

australis, Pseudechis colletti, Pseudechis guttatus and Pseudechis porphyriacus, 

venom being inactive Pseudonaja textilis, Notechis ater niger, Notechis scutatus. 

Oxyuranus microlepidotus and Oxyuranus scutellatus venoms. After 2KGy of ^°Co 

irradiation most venom loses significantly their activity. 

Venoms with antileishmanial activity presented L-amino acid oxidase (L-AO) activity 

and showed common protein with a molecular weight about 60kDa in SDS-PAGE. 

These results indicate that L-AO activity in those venoms are probably related with 

antileishmanial effect. 



1.INTRODUÇÃO 

1.1. A LEISHMANIOSE 

1.1.1 Classificação e Aspectos Clínicos 

A leishmaniose pode ser definida como um grupo de doenças causadas por 

espécies do gênero Leishmania, um protozoário que pertence à ordem 

Kinetoplastida, da família Trypanosomatidae (BALAÑA-FOURCE eí al, 1998), 

sendo transmitida por insetos do gênero Phlebotomus no Velho Mundo e 

Lutzomyia no Novo Mundo (ALEXANDER & RUSSEL, 1985). 

A classificação do gênero Leishmania em diferentes espécies baseou-se 

inicialmente nos aspectos clínicos, comportamento do vetor e distribuição 

geográfica (LAINSON & SHAW, 1987). Porém, critérios moleculares, adotados 

recentemente, fizeram com que o gênero fosse subdividido em dois subgéneros: o 

subgénero Viannia que é encontrado somente no Novo Mundo e o subgénero 

Leishmania, que Inclui espécies patogênicas do Velho Mundo e do Novo Mundo 

(BRITO etal, 1998). 

As diferentes manifestações clínicas da doença dependem de um complexo 

de Interações entre a capacidade de invasão do parasita, o tropismo e a 

patogenicidade relacionada à imunogenicidade do hospedeiro (GARNHAN, 1987). 

Outros fatores como a distribuição geográfica também estão relacionados aos 

aspectos clínicos da leishmaniose (LAINSON & SHAW, 1987). 

De um modo geral, a doença pode apresentar diferentes manifestações 

clínicas que estão relacionadas com a espécie de Leishmania: 



• Leishmaniose visceral ou Calazar: é o mais grave de todos os 

tipos de leishmaniose sendo freqüentemente fatal quando não é tratada. Os 

sintomas iniciais da doença incluem febre, hemorragias, anorexia, sudorese, 

fraqueza e emagrecimento. Estes sintomas podem aparecer após o período de 

incubação que varia de 1 a 5 meses, sendo que estágios mais avançados da 

doença são caracterizados por outros sintomas, como a esplenomegalia, a 

hepatomegalia, linfoadenopatia e a anemia (BALAÑA-FOURCE et al, 1998). 

Atualmente, o calazar está diretamente associado com doenças que 

comprometem o sistema imune, como por exemplo a AIDS (Síndrome da 

Imunodeficiência Adquirida) e com casos de pacientes tratados com 

corticoesteróides e prednisona, aparecendo assim como uma doença oportunista 

(ALVAR etal, 1992). 

• Leishmaniose cutânea: caracteriza-se por uma variedade de lesões 

de pele no local onde o parasita foi inoculado pelo transmissor. Essas lesões 

podem ser inicialmente do tipo pápula eritematosa ou erupções ulcerosas. Quando 

encontram-se em seus estágios mais evoluídos, podem persistir por meses ou 

anos, de acordo com a eficácia do tratamento ou evoluírem para a cura originando 

cicatrizes características (PEARSON & SOUSA, 1995). O período de incubação 

geralmente é de 1 semana a 2 meses, dependendo da virulência do parasita 

(BALAÑA-FOURCE eí al, 1998). Sua principal característica é constituir uma 

zoonose e ocorrer freqüentemente em países da América Latina (PEARSON & 

SOUSA, 1995). 



• Leishmaniose cutânea difusa: é uma complicação rara da 

leishmaniose cutânea e está relacionada á deficiência do sistema imunológico do 

paciente. O Início da doença é caracterizado por uma lesão cutânea regular e 

ulcerosa, que depois evolui para múltiplas lesões não- ulcerativas e nodulos ou 

placas nas áreas frias do corpo, podendo atingir linfonodos e nasofaringe. A 

disseminação da doença ocorre através da migração de parasitas por vasos 

linfáticos ou até mesmo por macrófagos parasitados (BALAÑA-FOURCE et al, 

1998). 

• Leishmaniose mucocutânea ou Espundia: inicia-se como uma 

forma de leishmaniose cutânea no local da inoculação do parasita pelo inseto e, 

devido à metástase pelo organismo, as áreas das mucosas são atingidas. Essas 

lesões aparecem devagar e de fornia progressiva, e neste caso, a destmição de 

tecido pode se estender levando á obstrução do septo nasal, afetando órgãos 

como a orofaringe, a faringe e até a traqueia (BALAÑA-FOURCE eí al, 1998). 

Cabe ressaltar que, estágios mais avançados deste tipo de leishmaniose podem 

levar a mutilação de órgãos da face (PEARSON & SOUSA, 1995). No Novo 

Mundo, está associada aos indivíduos imunossuprimidos infectados pelo vírus do 

HIV (GOIHMAN-YAHR, 1994). 



Na tabela abaixo estão relacionados os tipos de manifestações clínicas para 

diferentes espécies de Leishmania: 

Tabela 01: Diferentes manifestações clínicas da leishmaniose relacionadas a 

algumas das principais espécies do gênero Leishmania (LAINSON & SHAW, 1987). 

Manifestação 

chnira 

Subgénero Espécie Locai 

Leishmaniose 
visceral ou 
Calazar 

Leishmania Leishmania (L.) donovani 
Leishmania (L.) infantum 

Velho 
Mundo 

Leishmania (L.) chagasii Novo 
Mundo 

Leishmaniose 
cutânea 

Leishmania Leishmania (L.) major 
Leishmania (L.) tropica 
Leishmania (L.) infantum 

Velho 
Mundo 

Leishmania (L.) amazonensis 
Leishmania (L.) tropica 
Leishmania (L.) pifanoi 

Novo 
Mundo 

Viannia Leishmania (V.) guyanensis 
Leishmania (V.) peruviana 
Leishmania (V.) panamensis 

Leishmaniose 
cutânea difusa 

Leishmania Leishmania (L.) pifanoi 
Leishmania (L.) mexicana 

Novo 
Mundo 

Leishmania (L.) aethiopica Velho 
Mundo 

Leishmaniose 
mucocutânea ou 
Espundia 

Viannia Leishmania (V.) braziliensis 
Leishmania (V.) panamensis 

Novo 
Mundo 
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1.1.2 o Ciclo do parasita 

O parasita apresenta um ciclo dimórfico, estando presente em dois 

tipos de hospedeiro: nas fêmeas dos flebotomíneos, vivendo no sistema digestivo 

sob a forma flagelada ou promastigota (extracelular), e nos mamíferos, vivendo 

juntamente com o fagolisossomo de macrófagos, sob a forma amastigota 

(intracelular). A transmissão da doença para o mamífero ocorre pela inoculação, 

feita pelo inseto, de uma forma infectante do parasita denominada promastigota 

metacíclica. No mamífero, esta fonna é fagocitada por macrófagos e 

subseqüentemente se transforma na forma amastigota. Esta forma se multiplica 

no interior do fagolisossomo e, quando a célula hospedeira está saturada, as 

amastigotas são liberadas e infectam outra célula hospedeira. A infecção do 

flebotomíneo ocorre quando macrófagos infectados são ingeridos pela fêmea e as 

formas amastigotas são imediatamente liberadas e transformadas na forma 

promastigota e metacíclica (BATES, 1994). 



o hospedeiro vertebrado é 
infectado por formas promastigotas 

quando é inoculado pelo vetor. 

As formas promastigotas 
entram em macrófagos 

circulantes e se transformam 
em formas amastigotas 

Quando os macrófagos infectados 
morrem, as formas amastigotas 

libertam-se deste e infectam outros 
macrófagos circulantes. 

No intestino do vetor 
as formas 

amastigotas são 
transformadas 

formas 
promastigotas. 

o vetor ingere os macrófagos 
juntamente com o sangue. 

Figura 01: Ciclo do parasita Leishmania spp em seus hospedeiros. 
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1.1.3 Epidemiología 

A leishmaniose afeta cerca 12 milhões de pessoas no mundo e apresenta 

mais de 2 milhões de casos novos por ano, sendo que 1,5 milhões dos casos são 

de leishmaniose cutânea e 500 mil, de leishmaniose visceral (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 1999). Ocorre em cerca de 88 países, sendo que 21 deles são 

países do Novo Mundo e 66, do Velho Mundo; 16 são países desenvolvidos e 72 

estão em desenvolvimento (DESJEUX, 1996). Estima-se que 350 milhões de 

pessoas estejam expostas à infecção por esta doença. 

A forma cutânea é a mais freqüente de todas as formas encontradas e ocorre 

principalmente em países da América Latina (WHO, 1999). 

Leishmaniose Cutânea 
Países endêmicos (90% dos casos) 

Países endêmicos WHO«TD . i gM 

Figura 02: Mapa mundial demonstrando as áreas endêmicas de 90% do casos de 

leishmaniose cutânea. Fonte: (WHO, 1999). 



1.1.4 Tratamento 

Tem-se buscado diversas soluções para o tratamento da leishmaniose, com 

a administração de diversos tipos de medicamentos. 

1.1.4.1 Fármacos de primeira escolha 

Antimoniais Pentavalentes: Dentre os fármacos de primeira escolha estão 

os antimoniais pentavalentes representados pelo antimoniato de meglumina 

(Glucantime) e pelo estibogluconato de sódio (Pentosam). Ambos agem 

provocando a depleção dos níveis intracelulares de ATP (Adenosina Trifosfato) 

devido á interferência no processo de glicólise e na p- oxidação de ácidos graxos 

em amastigotas de Leishmania spp. (BALAÑA-FOURCE eí al, 1998). As poucas 

diferenças entre o modo de ação dos dois fármacos estão relacionadas à 

estabilidade e à toxicidade (MARSDEN & NONATA, 1975). 

1.1.4.2 Fármacos de segunda escolha 

Pentamidina: Esse fármaco foi sintetizado primeiramente com o objetivo de 

ser utilizado como agente hipoglicemiante. Posteriormente, foi descoberta sua 

propriedade quimioterápica e assim passou a ser utilizado como agente 

antiprotozoário. Desde então, tem sido utilizado como um terapia alternativa 

(segunda escolha) em alguns casos de leishmaniose (BALAÑA-FOURCE eí al, 

1998). 

Em doses terapêuticas, os efeitos colaterais, após a administração destes 

fármacos, aparecem em 30 a 50% de pacientes tratados. Dentre esses efeitos é 

possível citar a taquicardia, lesões na pele, dores de cabeça e vômito. Após o 

tratamento contínuo, efeitos como a hipotensão, hipoglicemia, alterações 
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cardíacas, nefrotoxicidade e morte súbita foram descritos (CONTE, 1991). Além 

disso, estudos moleculares mais avançados determinam fatores que contribuem 

para a resistência de algumas cepas à pentamidina (BASSELIN eí al, 1996). 

Além de ser tóxica e de serem relatados casos de resistência adquirida pelo 

parasita, o mecanismo de ação da pentamidina não é muito conhecido. Portanto, o 

seu uso apresenta controvérsias (BALAÑA-FOURCE eí al, 1998). 

Anfotericina B: O uso de formulações lipídicas contendo anfotericina B tem 

sido um dos maiores avanços no tratamento da leishmaniose. A anfotericina B é 

um antibiótico anfótero que se liga às membranas celulares e altera a sua 

permeabilidade, criando poros e extravasamento de íons, levando assim o 

parasita à morte e sendo portanto muito eficaz em cepas de Leishmania 

resistentes aos antimoniais (MISHA eí al, 1994). 

No entanto, estes apresentam um custo muito elevado quando comparado 

aos antimoniais e além disso, em altas doses de administração foram observados 

febre, diminuição dos níveis de potássio e magnésio e nefrotoxicidade (BALAÑA-

FOURCE eia/, 1998). 

1.1.4.3 Formas alternativas de tratamento 

Recentemente, Interi'eron y recombinante tem sido utilizado como adjuvante 

em associação com antimoniais pentavalentes no tratamento de leishmaniose 

cutânea (BADARÓ & JONHSON, 1993). 

Outros fármacos como o cetoconazol (BERMAN, 1998), itraconazol 

(ALBANESE eí al, 1989), paramomicina (OLLIARO & BRYCESON, 1993) e 

alopurinol em combinação com outros agentes antileishmania têm sido utilizados 



no tratamento da leishmaniose cutânea em alguns países da América Latina, 

porém, este tipo de tratamento não tem sido recomendado (HERWADT & 

BERMAN, 1992). 

Considerando-se as falhas apresentadas no tratamento disponível para a 

leishmaniose, a busca de novos compostos que sejam mais eficazes no combate 

à doença é de fundamental importância. 

Cabe ressaltar que existem poucos fármacos novos no mercado mundial e, 

tratando-se de doenças tropicais sabe-se que das 1223 substâncias químicas 

terapêuticas introduzidas e comercializadas no mundo inteiro entre 1975 e 1996, 

379 são realmente inovações terapêuticas e menos de 1 % destas inovações 

foram destinadas às doenças tropicais que incluem dentre outras doenças a 

própria leishmaniose (TROUILLER & OLLIARO, 1999). 

Seguindo este raciocínio, a utilização de componentes provenientes de 

fontes naturais poderia ser outra alternativa de tratamento. 

Estudos têm mostrado que toxinas podem ser empregadas na elaboração 

de novos fármacos. Como exemplo, podemos citar: 

• A tubocurarina, toxina que há muito tempo é conhecida como um alcalóide 

letal, foi posteriormente introduzida como o primeiro relaxante muscular na 

prática anestésica (HARVEY eí al, 1998) e além disso outros estudos 

demonstram a sua ação citolítíca em células tumorals (BLISHCHENCO & 

KARELIN, 1994). 

• A toxina botulínica é uma das substâncias mais tóxicas já encontrada, 

entretanto, atualmente, tem sido utilizada para provocar paralisia muscular 

local no tratamento de síndromes associadas com a hiperatividade do 
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músculo esquelético (HARVEY eí a/, 1998). É também utilizada como 

adjuvante no tratamento do rejuvenescimento facial (CARRUTHERS & 

CARRUTHERS, 1998). 

• Um dos maiores sucessos na descoberta de fámnacos oriundos de toxinas é 

o captopril, um medicamento utilizado no controle da pressão arterial 

desenvolvido a partir de peptídeos isolados do venenos da serpente 

Bothrops jararaca (FERREIRA, 1985). 

SKARNES, em 1970, relatou um efeito bactericida de venenos de 

Viperídeas e da L- aminoácido oxidase provenientes da purificação do veneno de 

Crotalus adamanteus. Além disso, outros estudos mostraram que um gmpo de 

proteínas de baixo peso molecular isolados do veneno da Cobra {Hemachatus 

hemachatus) apresentaram atividade lítica contra Staphylococcus aureus e 

Escherichia co//(ALOOF-HIRSCH eí al, 1968). 

Outros estudos mostram que proteínas purificadas do veneno da serpente 

Pseudechis australis (LA01 e LA02), também apresentam efeito bactericida 

associado com a atividade da enzima L- aminoácido oxidase (STILES eí al, 1991). 

No caso da leishmaniose, venenos de serpentes têm sido testados, 

buscando-se uma terapia alternativa. 

Estudos pilotos foram realizados em testes com veneno das serpentes 

Cerastes cerastes e Naja haje em cultura de Leishmania (L.) infantum e 

Trypanossoma cruzi e verificou-se urna certa inibição, dependendo da 

concentração utilizada (FERNANDEZ-GOMES etal, 1994). 

TEMPONE, em 1999, verificou que veneno de Bothrops moojeni apresenta 

atividade antileishmania, in vitro, que esta atividade está relacionada à enzima L-
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aminoácido oxidase. Após a purificação do veneno, por meio de técnicas 

cromatográficas, o autor observou que as frações com as atividades 

antileishmania e L- aminoácido oxidase, eluiam nas mesmas posições. 
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1.2 OS VENENOS DE SERPENTES 

Serpentes (classe Reptilia, ordenn Squamata) provavelmente surgiram na 

era Cretácea, há aproximadamente 135 milhões de anos atrás. Compreendem 

cerca de 3300 espécies que são classificadas em 11 famílias, sendo as mais 

venenosas as famílias Elapidae, Atractaspididae, Viperídae e Colubridae (MEIER, 

1990). 

Os venenos ofídicos são misturas complexas, constituídas principalmente 

por proteínas, peptídeos e, em pequenas proporções, carboidratos, lipídeos, 

nucleotídeos, aminoácidos e componentes inorgânicos. Os principais 

componentes tóxicos são enzimas e outras proteínas, as quais estão diretamente 

relacionadas com a alimentação e defesa da serpente, promovendo imobilização e 

morte da presa animal (MEIER, 1990). 

Essas proteínas podem levar aos diversos efeitos bioquímicos, 

imunológicos, farmacológicos e patológicos, podendo induzir lesões no tecido 

local, efeito sistêmico e morbidade ou morte relacionada com a toxicidade do 

veneno (ROSENFELD, 1991). 

Os componentes proteicos ativos presentes nos venenos de serpentes, em 

geral, podem ser classificados como enzimáticos e não enzimáticos. Dentre os 

componentes enzimáticos pode-se citar a fosfolipase A2 (PLA2), a fosfodiesterase, 

arginina éster hidrolase, acetilcolinesterase, 5' nucleotidase, hialuronidase, a L-

aminoácido oxidase e outras (TAN & PONNUDURAI, 1990). 

Nos venenos de serpentes, é possível encontrar uma das mais importantes 

enzimas: a fosfolipase A2 (PLA2), que induz a uma grande variedade de sintomas 
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patológicos em animais, pois apresenta atividades famriacológica e catalítica. Além 

disso, induz diversos efeitos tais como: neurotoxicidade pós e pré sináptica, 

miotoxicidade, carditoxicidade, atividades hemolíticas, anticoagulante, 

convulsivante, hipotensiva e formação de edema (KINI & EVANS, 1989). 

As fosfodiesterases são enzimas que hidrolisam ligações fosfomonoéster e 

fosfodiéster. A exonuclease é um dos exemplos das fosfodiesterases mais 

comuns em venenos de serpentes e sua principal função é ser utilizada para 

degradar ácidos nucleicos (XU & KOOL, 1998). 

A arginina éster hidrolase é uma protease que está presente nos venenos 

das famílias Crotalidae e Viperídae, cuja função é a liberação de cininas que agem 

no processo de coagulação. O isolamento e a caracterização inicial desta enzima, 

proveniente do veneno de BoWrops jararacussu, já foram descritos por alguns 

autores (ANDRIAO-ESCARSO etal, 1999). 

A acetilcolinesterase é uma enzima que apresenta um papel fundamental 

na transmissão colinérgica devido à rápida inativação do neurotransmissor 

acetilcolina. Atualmente, existem estudos mais aprofundados que demonstram 

que esta enzima é abundante em venenos de serpentes da família Elapidae 

(FROBERT ef a/, 1997). 

A 5' nucleotidase é uma enzima presente em vários venenos de serpentes. 

Esta enzima pode atuar como um inibidor de agregação plaquetária (OUYANG & 

HUANG, 1983) sendo uma metaloproteína zinco - dependente (FINI et al, 1990). 

A hialuronidase também está presente em muitos venenos e realiza a 

despolimerização do ácido hialurônico, um mucopolissacarídeo presente na pele, 

no tecido conectivo e nas junções ósseas cuja função é promover a adesão 
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intracelular. Sendo assim, esta enzima facilita a difusão da toxina para o tecido 

das vítimas (JIMENEZ-PORRAS, 1970). 

A L-aminoácido oxidase é o componente responsável pela cor amarela de 

alguns venenos ofídicos pois apresenta dois moles de FAD por mol de enzima 

como gmpo prostético. A enzima nativa é uma glicoproteína dimérica de peso 

molecular de aproximadamente 130 KDa constituída por duas subunidades de 

peso molecular de aproximadamente 70 KDa cada e interligadas de forma não 

covalente (JIMENEZ-PORRAS, 1970). Esta enzima catalisa a oxidação 

desaminativa de L-aminoácidos, produzindo o cetoácido correspondente, peróxido 

de hidrogênio e amónia, (TAN & SAIFUDDIN, 1991; PESSATI et al, 1995) como 

descreve a seguinte reação: 

L-aminoácido + H2O cetoácido + NH3 + H2O2 

Os componentes não enzimáticos também apresentam grande importância 

e incluem as neurotoxinas, citotoxinas, miotoxinas, cardiotoxinas, hemolisinas e 

outros (WHITE & POUNDER, 1984). 

A composição de venenos de diferentes espécies ou mesmo dentro de uma 

mesma espécie, pode mostrar uma considerável variação devido aos fatores 

geográficos (DALTRY et al, 1996) e também devido ao clima e a alimentação das 

serpentes (WILLEMSE, 1978). 

Neste estudo foram analisados venenos de várias espécies do mundo, 

sendo a maior parte deles provenientes da Austrália. 

A maior parte dos venenos de serpentes encontradas na Austrália da 

família Elapidae (WHITE & POUNDER, 1984). Embora estes venenos de 
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serpentes apresentem um sistema de liberação menos eficiente, quando 

comparado aos das serpentes da família Viperídae, seus venenos se mostram 

extremamente potentes (TAN & PONNUDURAI, 1990), sendo então considerados 

uns dos venenos ofídicos mais tóxicos do mundo (FRY, 1999). Os componentes 

ativos dos venenos elapidicos incluem neurotoxinas, miotoxinas, hemolisinas e 

fatores de produção de hipocoagulabilidade. Assim, estudos comparativos das 

propriedades biológicas destes venenos podem contribuir para a diferenciação das 

espécies bem como serem aplicados na taxonomía (TAN & PONNUDURAI, 1990). 

Devido à alta toxicidade, diversas técnicas têm sido empregadas na 

destoxicação de venenos de um modo geral, incluindo a utilização dos raios 

ultravioleta (TEJASEN & OTTOLENGHI, 1970), o formaldeído (GRASSET, 1945), 

a cartDoximetilcelulose (MOROZ eí al, 1963), os Raios -X (FLOWERS & 

GOUCHER, 1965), a fotoxidação (KOCHOLATY eí al, 1968), o glutaraldeído 

(GUIDOLIN eí al, 1989), a iodação (DANIEL eí al, 1987) e a radiação gamma 

(SALAFRANCA, 1973; KANKONKAR etal, 1975; HERRERA etal, 1986; BARIDE 

eí al, 1980). 

Sabe-se que a radiação ionizante pode promover modificações nas 

biomoléculas, levando à redução da toxicidade com manutenção das propriedades 

imunológicas (NASCIMENTO eí al, 1996; ROGERO & NASCIMENTO, 1995; 

CARDI eí a/, 1997). 
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1.3 A RADIAÇÃO IONIZANTE 

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

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

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

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

resultante destas radiações eletromagnéticas permite aos elétrons, de camadas 

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

elevado, permanecendo associados ao átomo e emitindo energia sob a fornia de 

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

A partir de estudos com os efeitos da radiação ionizante sobre sistemas 

biológicos, consíderou-se seus efeitos sobre a molécula da água, que é a 

molécula mais abundante neste tipo de sistema podendo gerar espécies 

moleculares e radicais livres quando pura ou em soluções diluídas: 

H2O ^ OH, eaq ,H202 , H2 

Quando em solução, esses produtos da radiólise da água, podem difundir e 

reagir com macromoléculas bioquímicamente ativas e causar perda de atividade 

biológica (NASCIMENTO etal, 1996, ROGERO & NASCIMENTO, 1995). 

No caso da radiação ionizante, a espécie mais reativa gerada pela radiólise 

da água é o radical hidroxila (OH*) (CHAPMAN, 1993) que junto com o ânion 

superoxido (02*") e peróxido de hidrogênio (H2O2) são capazes de produzir dano 

às moléculas (GREENSTOCK, 1981). 
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A inativação de moléculas proteicas pode se dar de duas maneiras: 

- Efeito direto- ocorre quando o evento primário, ou seja, a ionização, é 

produzida na própria molécula. Esse efeito se apresenta quando um componente 

puro é irradiado no estado seco. 

- Efeito indireto- é resultado de reações entre as moléculas estudadas e os 

produtos da interação da radiação com a água e outros solventes, dado que só 

ocorre quando se irradia em solução. Neste caso, componentes altamente 

reativos, chamados de produtos de radiólise da água, na sua maioria radicais 

livres, são formados e sofrem várias reações entre eles, com o gás dissolvido e 

com outras moléculas na solução. Assim, quando o componente é irradiado em 

solução o efeito direto se soma ao indireto. 

O efeito indireto da radiação mostrou uma maior sensibilidade nas soluções 

diluídas em presença de oxigênio, assim como um efeito protetor de outras 

substâncias orgânicas presentes na solução. Isso mostra que o efeito final da 

iradiação das proteínas se modificará de acordo com as condições de in^adiação, 

além de outros fatores como tipo e qualidade, que influenciam no efeito da 

radiação (GROSCH & HOPYWOOD, 1979). 

Alterações químicas de alguns aminoácidos, quebra de pontes de 

dissulfeto, mudanças conformacionais devido aos distúrbios nas pontes de 

hidrogênio e ligações cnjzadas na cadeia polipeptídica podem ocorrer e levar a 

uma perda de atividade biológica. Porém as propriedades antigênicas são aquelas 

que se apresentam mais radiorresistentes (GUARNIERI, 1992). Sendo assim, 

pode-se concluir que a radiação gama pode induzir a destoxicação de diversas 
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toxinas isoladas ou venenos bmtos com manutenção das propriedades 

antigênicas e imunogênicas. 

A irradiação de venenos ofídicos, em um certo intervalo de dose, resulta em 

um produto com baixa ou nenhuma toxicidade preservando as propriedades 

imunológicas (ROGERO & NASCIMENTO, 1995). 

SALAFRANCA (1973) utilizou o processo de destoxicação por radiação 

ionizante para o veneno de Naja naja philipinensis. Toxinas isoladas dos venenos 

de Bothrops jararacussu e Bothrops jararaca foram também destoxicadas por 

radiação gama e as sua propriedades imunogênicas foram mantidas (SPENCER, 

1995; GUARNIERI, 1992) 

MURATA et aí (1990) também utilizaram o veneno de CnDtaíus durissus 

temfícus mostrando que a melhor dose para irradiar venenos em solução, que 

promove uma significante destoxicação, mantendo as propriedades imunológicas 

originais, quando testadas em camundongos, coelhos e cavalos, é a dose de 2000 

Gy. 

O Gray (Gy) é a unidade definida pelo Sistema Internacional de Unidades. 

Esta unidade é equivalente a 1 joule de energia depositada em 1 quilograma de 

matéria de dose de radiação absorvida (LATARJET, 1995). 

Considerando-se o problema da leishmaniose no Brasil e os indícios de que 

os venenos de serpentes podem inibir o crescimento do parasita, associado com a 

técnica de destoxicação por meio da radiação ionizante, foi realizada uma 

ampliação destes estudos de inibição de crescimento da Leishmania sp, 

envolvendo alguns venenos das serpentes mais peçonhentas do mundo (FRY, 

1999), destoxicadas pela radiação gama de ^Co. 
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2. OBJETIVO 

2.1 Gerais 

Caracterizar e testar os venenos das seguintes serpentes quanto a 

capacidade de inibição do crescimento de Leishmania (L.) amazonenis. 

Acanthophis antarcticus, Agkistrodon bilineatus, Bothrops moojeni, Bothrops 

jararaca, Hoplocephalus stephensi. Naja melanoleuca, Naja mossambica, 

Notechis ater niger, Notechis scutatus, Oxyuranus microlepidotus, Oxyuranus 

scutelatus, Pseudechis australis, Pseudechis colletti, Pseudechis guttatus, 

Pseudechis porphyriacus e Pseudonaja textilis. 

Em seguida, testar os venenos com poder inibitório, na forma irradiada. 

2.2 Específicos 

Determinação da Concentração Efetiva (CE50 ) dos venenos sobre as formas 

promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis e em células de mamíferos 

LLC-MK2. 

- Comparação da composição proteica de cada um dos venenos por meio de 

eletroforese SDS-PAGE. 

- Detenninação da atividade L- AO (L- aminoácido oxidase) dos venenos . 

- Detenninação da toxicidade dos venenos em Leishmania (L.) amazonensis e 

células de mamíferos LLC-MK2 na ausência de aminoácidos e na presença de 

catalase. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Materiais 

3.1.1 Venenos Ofídicos 

A maioria dos venenos de serpentes foram fornecidos gentilmente pelo Dr. 

Peter J. Mirtschin {Venom Supplies Ry Ltd) na forma liofilizada e outros foram 

fornecidos pelo Instituto Butantan e CEVAP (Centro de Estudos de Venenos e 

Animais Peçonhentos), na forma cristalizada: 

Tabela 02: As serpentes e seus respectivos nomes científico e popular. 
"̂ j--*me Cíe' l-fico Nome P o p u l a r 

Acanthophis antarcticus Common death ader 

Agkistrodon bilineatus Tropical moccasin 

Hoplocephalus stephensi Stephen's banded snake 

Naja melanoleuca Black Cobra 

Naja mossambica Sipitting Cobra 

Notechis ater niger Peninsula tiger 

Notechis scutatus Mainland tiger 

Oxyuranus micmlepidotus Inland taipan 

Oxyuranus scutellatus Coastal taipan 

Pseudechis australis King Brown 

Pseudechis colletti Collett's snake 

Pseudechis guttatus Spotted black 

Pseudechis porphyriacus Red bellied black snake 

Pseudonaja textilis Eastern brown snake 

Bothrops moojeni Caissaca 

Bothrops jararaca Jararaca 
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3.1.2 Parasitas 

Formas promastigotas do protozoário da cepa IFLA/BR/67/PH8 de 

Leishmania (Leishmania) amazonensis loram fomecidas pelo Dr. Jeffrey Jon Shaw 

do Instituto Evandro Chagas. 

3.1.3 Células 

Para o ensaio de toxicidade em células de mamíferos foram utilizadas a 

linhagem LLC-MK2. 

3.1.4 Fonte de radiação 

Para o processo de irradiação dos venenos ofídicos, foi utilizada uma fonte 

de ®°Co (Gamma Cell 220, Atomic Energy Agency of Canadá), disponível no 

Centro de Técnicas das Radiações do Instituto de Pesquisas Energéticas e 

Nucleares IPEN/CNEN-SP. 

3.1.5 Reagentes 

Todos os reagentes utilizados foram de qualidade pró- análise. A água 

destilada utilizada no preparo de soluções foi purificada em aparelho Milli- Q plus-

Millipore. 
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3.2 Métodos 

3.2.1 Cultivo de parasitas 

Os parasitas, na forma promastigota de Leishmania (Leishmania) 

amazonensis, foram cultivados em garrafas de plástico de poliestireno de 25cm^ 

(CORNING®) contendo meio de cultura RPMI sem vermelho de fenol (SIGMA®) 

adicionado de 10% de soro fetal bovino inativo (IMUNOQUÍMICA®), gentamicina 

(50|^g/ml) e hemina (0,25%) em pH 7,2. Em seguida, estes parasitas foram 

incubados em estufa BOD (Biological Oxygen Demand) (LÁCTEA - Aparelhos 

Científicos e Eletrônicos Ltda.- modelo NT705) à temperatura de 26°C. 

3.2.2 Dosagem de proteínas 

O total de proteínas dos venenos ofídicos foi determinado pelo método de 

BRADFORD (1976). Diversas diluições de uma solução de albumina bovina, foram 

utilizadas na detemrijnação da curva de calibração obedecendo a seguinte 

equação: [(Absorvância a 595nm x 1,361) - 0,08]. 

Este método baseia-se no fato de que detenninados aminoácidos 

hidrófobos podem se ligar ao corante Coomassie Brilhant Blue -250, presente no 

reagente de Bradford, fomnando um complexo corante- proteína. Esta proteína, 

quando em meio altamente ácido, acaba interferindo na absorvância do corante, 

ocasionando uma modificação proporcional da coloração que é detectável no 

comprimento de onda de 595nm. 

As amostras de venenos na concentração de 1 mg/ml foram diluídas (fator = 

4) em solução salina contendo 0,9% de NaCl e em seguida foram adicionados 

lOfWlSSAO NACION/iL DE EMERGIA NUCLEAR/§F IPfei 
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20^1 destas amostras em 1ml de reagente de Bradford e 50 îl de solução de 

NaOH (1M). 

Postenomnente, realizou-se a leitura espectrofotométrica a 595nm 

(Ultrospec 3000 - Pharmacia Biotech®) a partir da qual se calculou a concentração 

proteica. 

3.2.3 Irradiação de venenos 

Os venenos que apresentaram atividade antileishmania foram ajustados 

para uma concentração de 2 mg/ml em solução salina a 0,9% de NaCI e em 

seguida foram submetidos à radiação gama de ^Co em uma dose de 2 kGy (taxa 

de dose=6,93 kGy/h). 

3.2.4 Viabilidade dos parasitas incubados com venenos nativos 

e irradiados: 

Para o ensaio de viabilidade celular, foi realizada previamente uma 

contagem dos parasitas em Câmara de Neubauer a partir de uma suspensão 

diluída 1:10 em meio de cultura RPMI 1640 (SIGMA®). 

Em uma placa de 96 poços (CORNING®), foi realizada uma diluição seriada 

(fator=2) dos venenos em estudo em meio RPMI 1640 (SIGMA®), partindo-se de 

uma concentração de 40 |xg/ml até 0,625 \igfm\. 

Em seguida, os parasitas foram transferidos das garrafas de cultura para a 

placa na concentração de aproximadamente 3,0 xlO^ parasitas/mL. Estes 

parasitas, juntamente com os venenos, foram incubados na temperatura de 26°C 

durante um período de 18 a 24 horas. 
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Para o teste de viabilidade celular foi utilizado um método enzimático 

quantitativo que envolve a conversão do sal tetrazolium ou MTT (SIGMA®) (3-[4,5-

Dimethylthiazol 2yl]-2,5 diphenyitetrazolium bromide; Thiazolyl blue ) em um 

complexo colorido que pode ser medido espectrofotometricamente (ALFIERI eí al, 

1988; KIDERLEN & KAYE 1990). O método baseia-se na atividade de 

desidrogenases mitocondriais presentes no parasita (MOSSMANN, 1983; 

GERLIER & THOMASSET, 1986) que reduzem o MTT (SIGMA®) a um subproduto 

insolúvel denominado fomnazan e pela leitura da densidade óptica (D.O.) em 570 

nm, é possível detenminara quantidade de parasitas viáveis do sistema. 

O MTT, um pó fino de cor amarela, foi dissolvido em solução salina na 

concentração de 5 mg/ml, em seguida foi esterilizado por filtração em membrana 

de 0,22 um (MILLIPORE®) e adicionados {20\ú) sobre a placa de cultura, onde foi 

realizado o ensaio da atividade tóxica do veneno sobre as células. Após 4 horas 

de incubação (26°C) com o MTT, o fomnazan foi extraído das mitocòndrias pela 

adição de 100 ^l/poço de SDS- HC110% - 0,01 M, por um período de 18 horas em 

estufa a 26°C. Foi realizada então a leitura da D.O. em 570 nm em 

espectrofotômetro LABSYSTEMS MULTISKAN MS. 
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3.2.4.1 Determinação das CE50 dos venenos com atividade 

antileishmania 

Para a determinação da Concentração Efetiva (CE50) dos venenos sobre 

fomnas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis foi utilizado o 

Software GraphPad Prisma, onde a concentração do veneno variou de 40 a 

0,625^g/ml (fator de diluição =2). A porcentagem de morte foi determinada de 

acordo com a seguinte equação: 

% de MORTE = (D.O. poço controle - D.O. do poço com amostra)/D.O. poço 

controle x 100 

3.2.4.2 Viabilidade de parasitas em meio de cultura sem 

aminoácidos 

Com a finalidade de verificar se a atividade antileishmania é 

dependente de aminoácidos presentes no meio de cultura, realizou-se o 

experimento em Solução de Hank's sem vermelho de fenol com pH balanceado 

para 7,6 (HBSS), na ausência de aminoácidos. 

Os parasitas da espécie Leishmania (Leishmania) amazonensis (3,0 xlO^ 

parasitas/ml) foram incubados a 26°C em Hank's balanced salt solution (HBSS) 

pH7,2 sem vermelho de fenol e na presença de diferentes venenos (40ng/ml) 

solubilizados em solução salina. Após um período de 24 horas foi realizado o teste 

de viabilidade utilizando a técnica do MTT (SIGMA®). 
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3.2.4.3 Viabilidade após a incubação dos parasitas com 

venenos nativos em presença da enzima catalase 

Os parasitas da espécie Leishmania (Leishmania) amazonensis (3,0 x10^ 

parasitas/ml) foram incubados a 26°C em RPMI sem vemnelho de fenol (SIGMA®) 

adicionado de 10% de soro fetal bovino inativado (IMUNOQUÍMICA®) e 

gentamicina (50^g/ml) na presença de diferentes venenos (40 |ig/ml) bem como 

adicionados de 20^1 da enzima catalase (SIGMA®) na concentração de 300 ^g/ml. 

Após um período de 18 a 24 horas, foi realizado o teste de viabilidade utilizando a 

técnica do MTT (SIGMA®). 

3.2.4.4 Curva padrão de morte de Leishmania (Leishmania) 

amazonensis com H2O2 

Com o objetivo de verificar se a atividade antileishmania deve-se ao 

peróxido de hidrogênio produzido pela enzima L- aminoácido oxidase (L-AO) 

presente nos venenos, parasitas da espécie Leishmania (Leishmania) 

amazonensis foram incubados na concentração 3,0 xlO^ parasitas/ml a 26°C em 

RPMI 1640 sem vennelho de fenol (SIGMA®) adicionado de soro fetal bovino 

inativo (10%) e gentamicina (50 ng/ml), juntamente com diferentes concentrações 

de peróxido de hidrogênio a 30% (MERCK®) partindo de 17mM até 0,016 mM. 

Após um período de 24 horas foi realizado o teste de viabilidade utilizando a 

técnica do MTT (SIGMA®). 
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3.2.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE de 

venenos nativos e irradiados 

Com o objetivo de se comparar a composição proteica dos diferentes 

venenos ofídicos e de se determinar a massa molecular de seus componentes, foi 

realizada uma eletroforese (Sistema Mini- Protean- BioRad®) em gel de 

poliacrilamida SDS-PAGE de acordo com o método de LAEMMLI (1970) na 

concentração de 10% para todos os venenos nativos e também de 12,5% para 

venenos com atividade antileishmania na forma nativa e irradiada. As amostras 

(10 a 30 |ag), foram dissolvidas em tampão de amostra contendo glicerol, 

dodecilsulfato de sódio a 10% (SDS), azul de bromofenol e posteriormente 

fervidas a 100°C por cinco minutos. A coloração foi realizada com Coomassie 

Brilliant Blue G-250. 

Para tanto, foram utilizados padrões de massas moleculares (Pharmacia® -

Calibration kits for molecular weigth determination using electrophoresis): 

fosforilase B (94kD), albúmina bovina (67kD), ovoalbumina (43kD), anidrase 

cartDÔnica (30kD), inibidor de tripsina (20,1kD) e a-lactoalbumina (14,4) como 

referência de baixo peso molecular e a tireoglobulina (330kD), femitina (220kD), 

catalase (60kD), lactate desidrogenase (36,kD) e albúmina bovina (67kD) como 

referência de alto peso molecular. 

3.2.6 Atividade L- aminoácido oxidase (L-AO ) 

Para a detenninação da atividade de L-AO específica (U/M,g) foi realizado 

um ensaio colorimétrico modificado, utilizando uma solução reagente contendo 
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0,1 mg/ml de OPD (o-phenylenediamine) (SIGMA®), 20 Ul/ml de peroxidase 

(SIGMA®) e 1000 nM de L- leucina (SIGMA®) em tampão tris- HCI 0,1M pH 8,5 

(TORN etal, 1997). 

Foram adicionados lOO^il desta solução em uma placa de 96 poços 

contendo venenos ofídicos com atividade antileishmania (40 |j,g/ml) diluídos em 

solução salina. A placa foi incubada por 30 minutos a 26°C e em seguida, foi 

realizada uma leitura espectrofotométrica (A,=450nm - Ultrospec 3000 -Phannacia 

Biotech®) que pennitiu detenninar, pela absorvância, a presença da enzima L-AO. 

O aminoácido ( L- leucina ) é o substrato da reação onde, juntamente com o 

oxigênio, sofre uma desaminação resultando em um a- cetoácido, amónia e 

peróxido de hidrogênio que, por ação da peroxidase presente no sistema, forma 

um oxigênio que reage com o OPD promovendo coloração ao sistema quando a 

enzima está presente. 

Para a determinação de tal atividade foi realizada uma curva padrão de 

peróxido de hidrogênio desenvolvida a partir de um cálculo de regressão linear, 

utilizando o Software GraphPad Prism [ nmols H202= (D.O. 405nm x 983) -18]. 

3.2.7 Toxicidade dos venenos com atividade antileistimania em 

células de mamiferos 

3.2.7.1 Cultivo de Células LLCIVIK2 

Com o objetivo de verificar a toxicidade dos venenos em células de 

mamíferos, células da linhagem LLCMK2, foram cultivadas em ganrafas de plástico 

de poliestireno de 25 cm^ (CORNING®) contendo meio de cultura RPMI sem 
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vermelho de fenol (SIGMA®) adicionado de 10% soro fetal bovino inativo 

(IMUNOQUÍMICA®) e gentamicina (50 ng/ml). Em seguida, as células foram 

cultivadas em estufa incubadora (Forma Scientific) à temperatura de 37°C com 5% 

de CO2. 

3.2.7.2 Contagem 

A contagem das células foi antecedida por uma lavagem na garrafa de 

cultura com meio de cultura RPMI 1640 (SIGMA®) sem soro fetal bovino com o 

intuito de remover células mortas e nao aderidas. Em seguida, foram adicionados 

5 mi de ATV estéril (solução contendo 0,2% de Tripsina e 0,02% de Versene -

produzida pelo Instituto Adolfo Lutz / Divisão de Biologia Médica ). Este volume foi 

retirado da garrafa e a mesma foi agitada até a remoção das células aderidas. As 

células foram ressuspensas em um volume de 5 mi de meio de cultura RPMI 1640 

sem vemnelho de fenol (SIGMA®). 

Finalmente, a contagem das células foi realizada em Cámara de Neubauer 

a partir de uma suspensão de parasitas diluída 1:10 e meio de cultura RPMI 1640 

(SIGMA®). 

3.2.7.3 Incubação e viabilidade das células com venenos 

As células LLCMK2 foram transferidas para uma a placa de 96 poços 

(CORNING®) na concentração de aproximadamente 4,0x10^ células/poço e 

incubadas em estufa (Fomna Scientific®) à temperatura de 37°C com 5% de CO2 

por um período de 24 horas. Em seguida, foi realizada uma diluição seriada 

(fator=2) dos venenos em estudo em meio RPMI 1640 (SIGMA®) na placa de 96 

poços, partindo de uma concentração de 40 |j.g/ml até 0,625 |j,g/ml. As células. 
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juntamente com os venenos, foram incubadas a SZ^C com 5% de CO2. Após um 

período de 24 horas foi realizado o teste de viabilidade utilizando a técnica do MTT 

(SIGMA®). 

3.2.7.4 Viabilidade das células LLCMK2 após a incubação 

com venenos nativos em presença da enzima catalase 

As células da linhagem LLCMK2 (4,0 x10^ células/ml) foram incubadas, em 

placa de 96 poços, a 26°C em RPMI sem vermelho de fenol (SIGMA®) adicionado 

de 10% soro fetal bovino inativado (IMUNIQUÍMICA®) e gentamicina (50 p.g/ml) na 

presença de diferentes venenos (40^g/ml) e também adicionados de 20 p,l da 

enzima catalase (SIGMA®) na concentração de 300 |xg/ml. Após um período de 24 

horas foi realizado o teste de viabilidade utilizando a técnica do MTT (SIGMA®). 
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4.RESULTAD0S 

4.1 Triagem da ação de venenos nativos em Leishmania (Leishmania) 

amazonensis 

Os resultados provenientes do teste de viabilidade de parasitas estão mostrados 

na figura 03 : 

100-1 

O 

E 
S5 

50 -

0- III 
Q- O 

2 O CO 

o o < S 
CD CO < O O CL 
< 1 CL O. CL CL 

Venenos nativos 

Figura 03: Gráfico comparativo da toxicidade de venenos nativos (40ng/ml) de 

serpentes sobre Leishmania (Leishmania) amazonensis: AA- Acanthophis 

antarcticus, AB- Agf<istrodon bilineatus, JAR- Bothrops jararaca, MOO- Bothrops 

moojeni, HS- Hoplocephalus stephensi, NIVI- Naja melanoleuca, NIVIS- Naja 

mossambica, PA- Pseudechis australis, PC- Pseudechis colletti, PG- Pseudechis 

guttatus, PP- Pseudechis porphyriacus, NAN- Notechis ater niger, NS- Notechis 

scutatus, OM- Oxyuranus microlepidotus, OS- Oxyuranus scutellatus e PT-

Pseudojana textilis. 
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Conforme pode ser observado, 68,75% dos venenos estudados 

apresentaram alta atividade. 

Alta Atividade 

- Acanthophis antarcticus, 

- Agkistrodon bilineatus 

- Bothrops moojeni 

- Bothrops jararaca 

- Hoplocephalus stephensi 

- Naja melanoleuca, 

- Naja mossambica 

- Pseudechis australis 

- Pseudechis colletti 

- Pseudechis guttatus 

- Pseudechis porphyriacus 

Baixa Atividade 

- Notechis ater niger 

- Notechis scutatus 

- Pseudonaja textilis 

- Oxyuranus microlepidotus 

- Oxyuranus scutellatus 
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4.2 Determinação da CE50 dos venenos com atividade antileishmania 

Urna vez determinados os venenos com atividade antileishmania, uma 

amostra de cada um foi irradiada seguindo a técnica descrita no método 3.2.3. Em 

seguida, realizou-se um estudo quantitativo verificando as CE50 (concentração 

efetiva que inibe 50% do crescimento de parasitas ) dos venenos nativos e 

irradiados. 

Tabela 03: Determinação da CE50 dos venenos com atividade antileishmania: 
Espécie CE5o(jig/ml) 

nativo 
CE5o(ng/ml) 

irradiado 
- Acanthophis antarcticus 7.2 7.5 (=) 

- Agkistroúon bilineatus 1.7 3.7 (2X) 

- Hoplocephalus stephensi 1.8 2.6 (1,5X) 

- Naja mossambica 3.0 >15,5 (5X) 

- Naja melanoleuca 2.9 9.7 (3X) 

- Pseudechis australis 1.3 2.5 (2X) 

- Pseudechis colletti 2.0 2.4 (=) 

- Pseudechis guttatus 0.4 0.8 {2X) 

- Pseudechis porphyríacus 6.1 5.6 (=) 

- Bothrops moojeni 3.4 8.1 (2X) 

- Bothrops jararaca 2.8 4.8 (2X) 

CE50 = Concentração efetiva que inibe 50% do crescimento de parasitas. 
(=) -> não apresentaram alteração significante. 
(n X) número aproximado de vezes de aumento da CE50 
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A partir destes resultados, foi possível realizar um estudo comparativo da 

toxicidade dos venenos, nativos e irradiados, de diferentes espécies de serpentes 

em Leishmania (Leishmania) amazonensis: 

Aantacticus 

\- P.porphyriacus 

B.moqjeni 

N.mossambica 
n 
2 N.melanoleuca 

g BJararaca 
> 

P.colletti 

Kstephensi 

Atílineatus 

P. austro i s 

P.guttatus 

O 20 40 60 
% de morte 

80 100 120 

Figura 04: Gráfico comparativo da toxicidade de venenos nativos e irradiados na 

dose de 2í<Gy (Taxa de dose = 6,93 kGy/h), avaliada a partir das CE50, em 

Leishmania (Leishmania) amazonensis. Venenos testados: Acanthophis 

antarcticus, Agidstrodon bilineatus, Bothrops jararaca, Bothrops moojeni, 

Hoplocephalus stephensi, Naja melanoleuca, Naja mossambica, Pseudechis 

australis, Pseudechis colletti, Pseudechis guttatus e Pseudechis porphyriacus. 
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Como foi possível observar na tabela 03 e na figura 04, o veneno da 

espécie Acanthophis antarcticus, na fomria nativa, apresentou pouca atividade 

antileishmania, enquanto que o veneno da espécie Pseudechis guttatus, tanto na 

sua fomna nativa quanto in^adiada, mostrou alta atividade. Cabe ressaltar que os 

venenos das espécies Naja mossambica e Naja melanoleuca, na fonna irradiada, 

apresentaram pouca ou nenhuma atividade. 

O efeito da radiação não foi o mesmo em todos os venenos: enquanto 

alguns sofreram pouca alteração, outros tiveram a toxicidade reduzida em até 

cinco vezes. 
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4.3 Toxicidade dos venenos nativos e irradiados em células de mamíferos. 

O resultado da toxicidade dos venenos sobre células de nnamíferos da 

linhagem LLCMK2 estão apresentados na tabela 04 e na figura 05. 

Tabela 04: Determinação da CE50 dos venenos em células LLCMK2. 
Espécie CE5o(ng/ml) 

nativo 
CE5o(^g/ml) 

irradiado 
- Acanthophis antarcticus 13.17 18.02 (=) 

- Agl<istrodon bilineatus 4.02 9.12 (2X) 

- Hoplocephalus stephensi 4.34 6.04 (=) 

- Naja melanoleuca 26.52 10.62 (0,4X) 

- Naja mossambica 2.75 >26.52 (10 X) 

- Pseudechis australis 1.48 2.19 (=) 

- Pseudechis colletti 1.40 3.40 (2,5X) 

- Pseudechis guttatus 0.52 0.78 (=) 

- Pseudechis porphyriacus 1.32 1.14 (=) 

- Bothrops moojeni 7.8 >26.52 (3 X) 

- Bothnops jararaca 0.82 15.37 (19X) 

CE50 = Concentração efetiva que inibe 50% do crescimento de células 

(=) não apresentaram alteração significante. 
(n X) -> número aproximado de vezes de aumento da C E 5 0 . 
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A partir destes resultados, foi possível realizar um estudo comparativo da 

toxicidade dos venenos de diferentes espécies de serpentes em células de 

mamíferos da linhagem LLC-MK2: 

N.melanoleuca 

A.antarcticus 

B.moojeni 

H. steptiensi 

tn 

^ A.bilineatus 

^ N.mossambica 

P.australis 

P.colletti 

P.porphiryacus 

B.jararaca 

P.guttattus 

nativo 

irradiado 

20 40 60 

% de morte 

80 100 120 

Figura 05: Gráfico comparativo da toxicidade de venenos nativos e irradiados na 

dose de 2 kGy (Taxa de dose = 6,93 kGy/h), avaliada a partir da EC50, em células 

de mamíferos da linhagem LLCMK2.Venenos testados: Acanthophis antarcticus, 

Agl<istrodon bilineatus, Bothrops moojeni, Bothrops jararaca, Hoplocephalus 

stephensi, Naja melanoleuca, Naja mossambica, Pseudechis australis, Pseudechis 

colletti, Pseudechis guttatus, Pseudechis porphyriacus. 
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Como foi possível observar na tabela 04 e na figura 05, o veneno da 

espécie Pseudechis guttatus, tanto na sua forma nativa quanto na sua forma 

imadiada, apresentou-se mais ativo em relação à toxicidade em células LLC-MK2, 

quando comparado aos venenos de outras espécies. 

Verificou-se ainda que na maior parte dos venenos houve diminuição da 

toxicidade dos venenos sobre células LLC-MK2, com a utilização da radiação 

gama. Observa-se também que o veneno de Bothrops jararaca tem sua toxicidade 

reduzida em 50%, enquanto que os venenos das espécies Naja mossambica e 

Bothrops moojeni não apresentaram qualquer toxicidade em LLC-MK2 após a 

irradiação. 

Diferentemente dos demais, o veneno de Naja melanoleuca teve sua 

toxicidade aumentada, quando submetido aos efeitos da radiação. 
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4.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE de venenos nativos: 

As figuras 06 e 07 mostram eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-

PAGE na concentração de 10% em condições reduzidas de 10 |ug de cada veneno 

analisado. 

60kDa 

PdA AB HS NM PA PC PG PP 1 

60kDa 

PdA AA NAN NS OM OS PT 

Figura 06 e 07: SDS-PAGE 10% - PdA- Padrão de Alto Peso Molecular; AA- Acanthophis 

antarcticus, AB- Agl<istrodon bilineatus, HS- Hoplocephalus stephensi, NM- Naja 

melanoleuca, PA- Pseudechis australis, PC- Pseudechis colletti, PG- Pseudechis guttatus, 

PP- Pseudechis porphyríacus, NAN- Notechis ater niger NS- Notechis scutatus, OM-

Oxyuranus micmlepidotus, 08- Oxyuranus scutellatus e PT- Pseudojana textilis. 
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Podemos observar que as amostras com atividade antileishmania, 

apresentam uma banda na região de peso molecular em torno de 60kDa (Figura 

06). 

Nos venenos providos de menor atividade, a banda de peso molecular de 

aproximadamente 60 kDa é menos intensa ou até mesmo inexistente, exceção 

feita ao veneno de Pseudonaja textilis (Figura 07). 
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4.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE de venenos nativos e 

irradiados: 

Amostras dos venenos com atividade antileishmania foram irradiadas e 

comparadas com os venenos nativos. 

As figuras de 08 a 11 mostram eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-

PAGE de 10 )jg de venenos com atividade antileishmania nativos e irradiados. 

kDa 

94 
67 
43 
30 

20,1 

14,4 

PdB AA AA* PA PA* PC PC* 

Figura 08: SDS-PAGE 12,5% - PdB- Padrão de Baixo Peso Molecular, AA-

Acantophis antarcticus, PA- Pseudectiis australis, PC- Pseudechis colletti. 

* = Venenos Irradiados na dose de 2 kGy (Taxa de dose = 6,93 kGy/h). 
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kDa 

94 
67 
43 
30 

20,1 

14,4 

PdB AB AB* PG PG* PP PP* 

Figura 09: SDS-PAGE 12,5% - PdB- Padrão de Baixo Peso Molecular, AB-

Agkistrodon bilineatus, PG- Pseudechis guttatus, PP- Pseudechis porphyriacus. 

* = Venenos Irradiados na dose de 2 kGy (Taxa de dose = 6,93 kGy/h). 
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kDa 

94 

67 

43 

30 

20,1 

14,4 

PdB HS HS* NM NM* NMS NMS* 

Figura 10: SDS-PAGE 12,5%: PdB- Padrão de Baixo Peso Molecular; HS-

Hoplocephalus stephensi, NM- Naja melanoleuca, NMS- Naja mossambica. 

* = Venenos Irradiados na dose de 2 kGy (Taxa de dose = 6,93 kGy/h). 
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kDa 
94 

67 

43 

30 

20.1 

14,4 

PdB JAR JAR* MOO MOO* 

Figura 11: SDS-PAGE 12,5% - PdB- Padrão de Baixo Peso IVIoiecular, JAR-

Bothrops jararaca, MOO- Bothrops moojeni. 

* = Venenos Irradiados na dose de 2 kGy (Taxa de dose = 6,93 kGy/h). 
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A grande maioria dos venenos apresentaram diminuição da intensidade das 

bandas de peso molecular em tomo de 60 kDa. Entretanto, alguns venenos 

mostraram perfis diferentes: 

- No caso dos venenos de Pseudechis guttatus e Pseudechis porphyriacus, a 

banda de 60 kDa apresenta-se de fomna mais intensa tanto na fomria nativa 

quanto na forma irradiada, quando comparada às amostras de outros 

venenos.(Figura 09) 

- O veneno de ¡Hoplocephalus stephensi , na região de 60 kDa, não mostrou 

perfil alterado após a irradiação. (Figura 10) 

- Para o veneno de Naja mossambica, diferentemente dos demais, a banda de 

60 kDa se mostra mais intensa após a irradiação. 
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4.6 Atividade L- amino ácido oxidase (L-AO): 

Os resultados do estudo comparativo da atividade L-AO dos diversos 

venenos que apresentaram atividade antileishmania estão representados na figura 

12: 

N.mossambica 

A.antarcticus 

N.melanoleuca 

B.moojeni 

P. australis 

P.colletti 

> P.porphyriacus 

B.jararaca 

H. stephensi 

A. bilineatus 

P.guttattus 

• nativo 

y irradiado 

50 100 150 200 

U/mg 

Figura 12: Gráfico comparativo da atividade específica da enzima L-AO de 

venenos nativos e irradiados das espécies Acanthophis antarcticus, Agl<istrodon 

bilineatus, Bothrops jararaca, Bothrops moojeni, Hoplocephalus stephensi, Naja 

melanoleuca, Naja mossambica, Pseudechis australis, Pseudechis colletti, 

Pseudechis guttatus e Pseudechis porphyriacus. 

250 
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Os dados apresentados na figura 12 demonstram que, comparativamente, o 

veneno da Pseudechis guttattus é o que apresenta a maior atividade L-AO e o da 

Naja mossambica, apresenta menor atividade. 

Observa-se também a diminuição da atividade L-AO quando o veneno é 

submetido ao processo de radiação, sendo que na espécie Naja mossambica 

houve perda total da atividade. 
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4.7 Viabilidade de parasitas em meio de cultura sem aminoácidos. 

Os resultados do experimento realizado em HBSS (Hank's Balanced Salt 

Solution), na ausência de aminoácidos, está demonstrado na figura 13: 
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Figura 13: Viabilidade após a incubação de parasitas em HBSS com 

venenos nativos das espécies espécies AA- Acanthophis antarcticus, AB-

Agkistrodon bilineatus, JAR- Bothrops jararaca, MOO- Bothrops moojeni, 

HS- Hoplocephalus stephensi, NM- A/a/a melanoleuca, NMS- A/aya 

mossambica, PA- Pseudechis australis, PC- Pseudechis colletti, PG-

Pseudechis guttatus e PP- Pseudechis porphyriacus. 
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Neste teste, os parasitas cultivados em HBSS, se mantiveram viáveis na 

presença da maior parte dos venenos, exceção feita aos venenos das espécies: 

Naja mossambica, Naja melanoleuca e Pseudechis colletti cuja sobrevivência 

detectada foi menor que 50% do valor total. Por outro lado, os parasitas quando 

incubados com os venenos das espécies Bothrops moojeni e Agkistrodon 

bilineatus apresentaram uma viabilidade em torno de 100% enquanto que na 

presença dos venenos de Bothrops jararaca, Hoplocephalus stephensi, 

Pseudechis guttattus e Pseudechis porphyriacus foi de 80% a viabilidade dos 

parasitas(Figura 13). 
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4.8 Viabilidade de parasitas em presença da enzima catalase: 

Com o intuito de se verificar a real participação da enzima L- AO no 

mecanismo de morte de parasitas e células de mamíferos, foi realizado o mesmo 

procedimento descrito em métodos 3.2.4.6 de viabilidade celular com a presença 

da enzima catalase no sistema de incubação. 

Os gráficos de 14 a 24 representam a toxicidade dos venenos nativos e 

irradiados sobre Leishmania (Leishmania) amazonensis e em células de 

mamíferos LLC-IVIK2. 
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Figuras 14 e 15:Gráfico comparativo entre atividade antileishmania e toxicidade 

em células da linhagem LLC-MK2 de venenos (40pg/mL) nativos, nativos na 

presença de catalase e irradiados das espécies Acantophis antarcticus e 

Agicistrodon bilineatus. 
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Figuras 16 e 17: Gráfico comparativo entre atividade antileislimania e toxicidade 

em células da linhagem LLC-MK2 de venenos (40|jg/mL) nativos, nativos na 

presença de catalase e irradiados das espécies Naja melanoleuca e Naja 

mossambica. 
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Figuras 18 e 19:Gráfico comparativo entre atividade antileishmania e toxicidade 

em células da linhagem LLC-MK2 de venenos (40pg/mL) nativos, nativos na 

presença de catalase e irradiados das espécies Pseudechis australis e 

Pseudechis colletti. 
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Figuras 20 e 21:Gráfico comparativo entre atividade antileishmania e toxicidade 

em células da linhagem LLC-MK2 de venenos (40pg/mL) nativos, nativos na 

presença de catalase e irradiados das espécies Pseudechis guttatus e Pseudechis 

porphyriacus. 
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Figura 24 ¡Gráfico comparativo entre atividade antileishmania e toxicidade em 

células da linhagem LLC-MKa de venenos (40pg/mL) nativos, nativos na presença 

de catalase e irradiados da espécie Hoplocephalus stephensi. 
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Os resultados das figuras 14 a 24 mostram que todos os venenos nativos 

ou irradiados, são capazes de inibir o crescimento tanto dos parasitas quanto das 

células de mamíferos da linhagem LLC-MK2. 

A presença de catalase não afeta, significativamente, o crescimento de 

Leishmania (Leishmania) amazonensis e por outro lado, exceção feita ao veneno 

de Acanthophis antarcticus, ocorre morte de células LLCMK2 na presença desta 

enzima. 
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4.9. Curva da porcentagem de morte de Leishmania (Leishmania) 

amazonensis provocada por peróxido de hidrogênio: 

Os resultados da curva da porcentagem de morte provocada por peróxido 

de hidrogênio estão demonstrados na figura 25; 

100-

Oí 50 -

25-

0-

1 CE5o= 0.1173(0.08176-0.1682)mM 

-2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 

H2O2(Log10 mM) 

1.0 1.5 

Figura 25: Curva da porcentagem de morte de Leishmania (Leishmania) 

amazonensis provocada por peróxido de hidrogênio. 

Observa-se que uma concentração de apenas 0,1173 mM (3,9 i^g/ml) 

peróxido de hidrogênio foi suficiente para provocar a morte de 50% dos parasitas. 
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5. DISCUSSÃO 

No presente estudo, a metodologia empregada para a triagem da ação 

fannacológica contra Leishmania (L) amazonensis, demonstrou-se eficaz e 

precisa. 

Habitualmente, os testes para triagem de ação leishmanicida envolvem a 

contagem de parasitas, que consiste em sistemas de alto consumo de tempo e de 

pessoal treinado, limitando a execução dos testes e sua reprodutibilidade, ou à 

incorporação de precursores radiativos, sempre com limitações técnicas e de 

custo (BASSELIN et al, 1996). Em nossos experimentos, isso não ocorreu, pois o 

ensaio de viabilidade utilizando o MTT possibilitou testar uma maior faixa de 

doses, permitindo a construção de curvas dose resposta de maior precisão. Este 

sistema já havia sido utilizado por outros autores com igual sucesso (ALFIERI ef 

al, 1988; KIDERLEN & KAYE 1990), mas sempre utilizando menor número de 

produtos em seus testes. 

Assim, realizou-se um estudo comparativo, entre venenos de mais de uma 

dezena de diferentes espécies de serpentes, na forma nativa e irradiada, quanto 

ao poder inibitório do crescimento de parasitas da espécie Leishmania 

(Leishmania) amazonensis, verificando-se que a maior parte dos venenos 

propostos para o estudo apresentaram atividade antiparasitária. 

A maioria dos venenos australianos testados, considerados os venenos 

mais tóxicos do mundo (FRY, 1999), apresentaram atividade leishmanicida. No 

entanto, esta atividade não foi proporcional à toxicidade de cada veneno em 
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particular, uma vez que venenos do gênero Notechis sp, por exemplo,que são 

considerados muito tóxicos(TAN & PONNUDURAI, 1990), não apresentaram tal 

atividade. 

As atividades estudadas estavam também presentes em venenos de 

serpentes de outras famílias, provenientes de diversas partes do mundo, como 

por exemplo nos gêneros Agkistrodon e Bothrops, que pertencem à família 

Viperídae. Ensaios preliminares também demonstraram a ausência do efeito 

leishmanicida em veneno de Crotalus duríssus temfícus (N.Nascimento, com. 

pessoal), altamente tóxico e que tem atividade predominantemente 

neuromuscular (CARDI etal, 1997). 

Nossos testes mostraram portanto, que a atividade leishmanicida não 

estava relacionada à maior toxicidade dos venenos, que geralmente está 

relacionada a uma ação em sistema nervoso ou muscular; mas parece ser 

dependente de outras frações proteolíticas ou enzimáticas, como as presentes 

nos venenos botrópicos. Coincidentemente, os venenos dos gêneros Notechis, 

Oxyuranus e Pseudonaja, não apresentaram atividade antileishmania. 

As espécies cujos venenos apresentaram atividade pertencem aos gêneros 

Acanthophis, Agkistrodon, Hoplocephalus, Bothrops, Pseudechis e Naja, 

geralmente compostos por sistemas proteolíticos complexos e que apresentam 

ação local predominante em seu efeito tóxico, geralmente com menor ação 

sistêmica ( HOMMA &TU, 1971). 

As atividades bactericida (SKARNES, 1970) e antiparasitária 

(FERNANDEZ-GOMES et al, 1994) de alguns componentes presentes em 

venenos de serpentes tem sido investigada. STILES e colaboradores, em 1991, 
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relataram que determinadas frações do veneno da espécie Pseudechis australis 

apresentavam um efeito bactericida e que tal atividade está relacionada á 

atividade L- aminoácido oxidase (L-AO), o que nos levou a eleger esta ação 

enzimática na procura do principio ativo existente nos venenos com atividade 

antileishmania. 

No presente estudo, os venenos que apresentavam a atividade 

antileishmania, coincidiam com os que apresentavam coloração amarelada na 

sua forma liofilizada ou cristalizada, corroborando a infonnação de que a enzima 

L-AO é o componente responsável pela cor amarela em alguns venenos de 

serpentes, devido à presença do gaipamento FAD como grupo prostético 

(IWANAGA & SUZUKI, 1979). 

Determinados aminoácidos, como por exemplo a L- leucina, são substratos 

da enzima L-AO que, na presença de oxigênio, sofre uma desaminação 

resultando em um a- cetoácido, amónia e peróxido de hidrogênio( TAN & 

SAIFUDDIN, 1991). No experimento realizado, onde a L-leucina é o substrato da 

L-AO, o peróxido de hidrogênio sofre a ação da peroxidase presente no sistema, 

fonna um oxigênio reativo que reage com o OPD resultando em uma coloração 

amarelada quando a enzima está presente. O ensaio penmitiu detenninar que a 

atividade da enzima L-AO presente nas diversas espécies de serpentes era 

diretamente proporcional á atividade antileishmania, sugerindo que a mesma 

pudesse estar envolvida com o mecanismo de morte dos parasitas. 

Um estudo comparativo do perî il eletroforético destas amostras indicou que 

os venenos com atividade antileishmania apresentavam uma banda com peso 
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molecular aproximado de 60 kDa. Sabe-se que a massa molecular, observada 

para L-AO de diversas espécies de serpentes, apresenta uma variação de 60kDa 

como estrutura monomérica a 150kDa como uma estrutura dimérica (TAN & 

SWAMINATHAN, 1992). Esta seria portanto mais uma característica dos venenos 

com atividade leishmanicida sugerindo que a enzima L-AO está relacionada com o 

mecanismo de morte dos parasitas. 

Entretanto, foi notado que, apesar dos venenos de Bothrops jararaca e 

Agkistrodon bilineatus apresentarem banda fraca na região de 60 KDa, eles 

inibem o crescimento do parasita. Por outro lado, o veneno de Naja mossambica, 

que apresentou banda forte, é desprovido tanto da atividade L-AO como de 

atividade antileishmania. Esse fato sugere que não apenas o componente de peso 

molecular em tomo de 60kDa é responsável pela atividade antileishmania, mas 

que existe pelo menos mais um componente no veneno, com o mesmo peso 

molecular. Isto implicaria em maior complexidade da purificação do principio ativo, 

caso este tipo de estudo fosse ensejado. 

Estudos anteriores demonstraram que a radiação ionizante é muito eficiente 

no processo de destoxicação de certos venenos ofídicos quando comparada ás 

outras técnicas (NASCIMENTO, 1995; SPENCER, 1995; GUARNIERI, 1992; 

CLISSA, 1999), por conseguir associar a diminuição da toxicidade com 

manutenção das propriedades imunológicas da amostra in-adiada, sem a adição 

de quaisquer substâncias, sendo que a melhor dose para venenos, em solução, é 

a de 2 kGy (MURATA, 1990). 

Baseando-se nestas infomnações, utilizou-se a radiação ionizante como 

femamenta de destoxicação dos venenos ofídicos que apresentaram atividade 
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antileishmania. Como resultado, ocorreu uma redução da atividade antileishmania 

na maior parte dos venenos, sendo que os referentes às espécies Naja 

melanoleuca e Naja mossambica apresentaram baixa ou nenhuma atividade após 

a irradiação. 

Deve-se lembrar que a radiação ionizante pode provocar mudanças nas 

propriedades biológicas e antigênicas de uma proteína (NASCIMENTO et al, 

1996) devido às diversas mudanças químicas e alterações nas propriedades 

físico-químicas (ALEXANDER & HAMILTON, 1961). Este fato sugere que a 

radiação ionizante poderia estar afetando a(s) proteína (s) responsável (is) pelo 

mecanismo de morte do parasita. 

No entanto, a in-adiação preservou parcialmente a atividade L-aminoácido 

oxidase dos venenos que apresentaram atividade antileishmania, apesar desta 

atividade ter sido reduzida de forma não muito significativa em algumas das 

espécies. As Leishmanias apresentam sistemas de salvamento para a ação de 

radicais livres e peróxido hidrogênio como os gerados pela L-AO, especialmente 

nas fomnas amastigotas, onde uma atividade catalase é considerada até um 

mecanismo de escape à ação dos mecanismos efetores presentes em macrófagos 

(CHAN.ef a/, 1998). Assim, a produção de radicais livres pelo sistema enzimático 

presente no veneno pode ter sido contrabalançado parcialmente pelas 

Leishmanias, resultando em menor atividade leishmanicida, na presença de 

atividade enzimática menos eficiente. 

Não foi feita uma tentativa de correlacionar quantitativamente a produção 

de radicais livres pela radiação ionizante e a atividade leishmanicida de cada 

veneno. Isto poderia ser estudado pelo uso de scavengers específicos de cada 
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radical livre produzido no processo de irradiação, com o intuito de modular os 

efeitos da radiação ionizante (GUARNIERI, 1992 ;ANDRiANI, 1995). 

Com o objetivo de verificar a toxicidade dos venenos ativos contra a 

Leishmania (Leishmania) amazonensis, sobre células de mamíferos, foram 

realizados testes em células da linhagem LLCMK2, mostrando também uma ação 

lesiva sobre estas células. Estes testes demonstraram que a maioria dos venenos 

foram mais tóxicos para os parasitas do que para as células LLCMK2, quando 

comparados as CE50 .Observou-se ainda que a radiação afetou, em pequenas 

proporções, a toxicidade dos venenos, como pode ser obsen/ado na figura 26. A 

pressuposição de uma ação seletiva sobre as leishmanias é fundamental para 

pennitir qualquer desenvolvimento de uma ação fannacológica dos venenos 

estudados. 

Para verificar se a atividade antileishmania dependia somente do peróxido 

de hidrogênio produzido pela L-AO, foram realizados ensaio de atividade na 

presença de enzima catalase. Como foi possível observar nos resultados, a 

grande maioria dos venenos ainda preservaram, em parte, a atividade 

antileishmania, sugerindo que esta atividade não se deve exclusivamente ao 

peróxido de hidrogênio e que outros componentes dos venenos poderiam estar 

agindo sobre o parasita. 

A Leishmania, na presença de catalase, não apresenta alteração 

significativa em seu crescimento, sugerindo que o peróxido de hidrogênio 

produzido é fundamental para a inibição de seu crescimento, mas outros fatores 

existentes nos venenos também poderiam afetar a viabilidade dos parasitas. Por 

outro lado, a catalase, não interferiu na ação dos venenos sobre as células 
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LLCMK2, sugerindo que a agressão dos venenos às células de mamíferos pode 

depender de outros fatores não estudados de cada veneno, não relacionados 

diretamente a produção de H2O2, corroborando o conceito da existência de outros 

fatores interagindo na ação antileishmania. 

Existem alguns autores que sugerem que o peróxido de hidrogênio 

produzido pela enzima L-AO induz à apoptose em algumas linhagens de células 

(SUHR & KIM, 1999) enquanto outros, sugerem que a ação principal da enzima é 

a lise da membrana celular, semelhante ao processo de morte celular de células 

de mamíferos, induzidas por radicais livres, incluindo o peróxido de hidrogênio, 

que provoca um estresse oxidativo que leva às atividades proteolíticas dentro da 

célula e afeta as funções mitocondriais (KROBTSCH, 1998). A partir de uma cun/a 

de porcentagem de morte utilizando peróxido de hidrogênio exógeno, onde a CE50 

obtida foi de aproximadamente 3,9pg/ml, foi possível detenminar que o peróxido de 

hidrogênio está efetivamente envolvido no mecanismo de morte do parasita, 

comparando-se aos resultados das CE 50 obtidas com os venenos sobre L.(L.) 

amazonensis. 

Como já foi citado, a enzima L-AO tem como substrato certos aminoácidos, 

(SÁNCHEZ & MAGALHÃES, 1991). Verificou-se então que a atividade L-AO é 

dependente dos aminoácidos presentes no meio de cultura, quando os venenos 

juntamente com os parasitas, foram incubados em solução de HBSS sem a adição 

de aminoácidos Com exceção dos venenos de Naja mossambica, Naja 

melanoleuca, e Pseudechis colletti cuja sobrevivência detectada no ensaio de 

atividade antileishmania, foi menor que 50% do valor total, os venenos das 

espécies Bothrops jararaca, Hoplocephalus stephensi, Pseudechis guttattus e 
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Pseudechis porphyríacus, perderam sua atividade antileishmania na ausência de 

aminoácidos, mostrando que esta ação é dependente deste tipo de substrato. 

Mas, tendo ocomdo a manutenção parcial da atividade antileishmania em alguns 

venenos, reforça-se que outros componentes do veneno podem estar colaborando 

para a atividade antileishmania. 

Cabe ressaltar que, do ponto de vista toxicológico, a enzima L-AO tem 

pouca importância (JIMENEZ-PORRAS, 1970) e este fator, associado ao processo 

de destoxicação modulada utilizando a radiação ionizante, pode levar a uma 

forma de tratamento da leishmaniose menos tóxico e mais eficaz do que os 

propostos atualmente. 

Evidentemente, outras abordagens metodológicas no desenvolvimento de 

fármacos ativos para esta importante endemia podem ser conseqüências indiretas 

deste tipo de estudo. As enzimas são, hipoteticamente, fábricas biológicas de 

produtos de interesse e, embora em nosso estudo, o fator mais ativo tenha sido 

um radical livre ou peróxido de hidrogênio, a possibilidade de ação do veneno e 

suas enzimas transformando um substrato inativo em produto ativo seria 

interessante. Isto permitiria o processamento "ex vivo" de substratos pelo veneno, 

gerando o princípio ativo passível de utilização sem as conseqüências 

imunológicas da aplicação de antígenos complexos em um hospedeiro, por tempo 

prolongado com conseqüentes reações imunes. Um exemplo seria se o ceto­

ácido produzido pela L-AO fosse de fato o princípio ativo e não o peróxido de 

hidrogênio. Este tipo de pensamento reforça o estudo de métodos altemativos na 

produção de novos fánmacos. 
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CE 50 de diversos venenos ofídicos sobre L. (L.) 
amazonensis e células LLCMK2 
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Figura 26: Gráfico comparativo da CE50 de venenos nativos e irradiados de 

serpentes sobre Leishmania (Leishmania) amazonensis e células de mamíferos da 

linhagem LLGMK2: AA- Acanthophis antarcticus, AB- Agl<istrodon bilineatus, JAR-

Bothrops jararaca, MOO- Bothrops moojeni, HS- Hoplocephalus stephensi, NM-

Naja melanoleuca, NMS- Naja mossambica, PA- Pseudechis australis, PC-

Pseudechis colletti, PG- Pseudechis guttatus, PP- Pseudechis porphyriacus, NAN-

Notechis ater niger, NS- Notechis scutatus, OM- Oxyuranus microlepidotus, OS-

Oxyuranus scutellatus e PT- Pseudojana textilis. 
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Considerando os fatores abaixo: 

• Dentre as diferentes manifestações clínicas da leishmaniose, a fornia 

cutânea é a mais freqüente de todas (WHO, 1999), sendo caracterizada 

como uma doença comum em regiões tropicais e sub- tropicais do 

mundo, onde se situam países em desenvolvimento ou sub­

desenvolvidos, com uma população que apresenta baixa imunidade 

devido âs condições precárias de saúde. 

• O tratamento da doença apresenta muitas dificuldades, pois a maior 

parte dos fármacos, como por exemplo os antimoniais pentavalentes e a 

pentamidina, apresentam efeitos colaterais como náuseas, diarréia, 

convulsões e algumas vezes cardiotoxicidade (PITZER et al, 1998). 

Fatores como a dificuldade de administração e o alto custo destes 

fármacos também constituem um grande problema para o tratamento da 

leishmaniose (IBRAHIM ef al, 1994). A aquisição de resistência pelo 

parasita é um fator crucial, pois já foram observadas, em alguns casos, 

cepas resistentes devido âs baixas dosagens de fármacos e ao 

tratamento descontínuo de pacientes (BALAÑA-FOURCE etal, 1998). 

• A introdução de fánnacos novos introduzidos no mercado mundial, 

onde menos de 1 % das inovações terapêuticas são destinadas à 

doenças tropicais, que inclui dentre outras a própria leishmaniose 

(TROUILLER & OLLIARO, 1999). 
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• A radiação ionizante como ferramenta moduladora de destoxicação de 

venenos ofídicos com atividade antileislimania. 

Este estudo favorece a utilização dos venenos de serpentes para o 

desenvolvimento de novos compostos que apresentam a capacidade de inibir o 

crescimento da Leishmania visando alcançar uma terapia alternativa para o 

tratamento da doença. 
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6. CONCLUSÕES 

1. Os venenos das espécies Acanthophis antarcticus, Agkistrodon bilineatus, 

Hoplocephalus stephensi. Naja melanoleuca. Naja mossambica, 

Pseudechis australis, Pseudechis colletti, Pseudechis guttatus, Pseudechis 

porphiryacus, Bothrops moojeni e Bothrops jararaca apresentaram 

atividade antileishmania e atividade L-aminoácido oxidase, sendo o veneno 

da espécie Pseudechis guttatus o mais ativo. 

2. Os venenos das espécies Notechis ater niger, Notechis scuttatus, 

Oxyuranus microlepidotus, Oxyuranus scutellatus e Pseudonaja textilis não 

apresentaram atividade antileishmania e atividade L-aminoácido oxidase. 

3. Os venenos com atividade antileishmania apresentaram um perfil 

eletroforético semelhante com uma banda em comum de peso molecular 

em tomo de 60 kDA. 

4. A radiação ionizante provocou alterações nestes venenos, reduzindo a 

toxicidade em células LLCMK2. 

5. Os venenos com atividade antileishmania apresentaram menor atividade 

em células de mamíferos apesar da atividade não depender 

exclusivamente do peróxido de hidrogênio produzido pela L-AO. 

6. A atividade antileishmania depende parcialmente de aminoácidos 

exógenos. 
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7. O veneno da espécie Naja melanoleuca apresentou um melhor perfil: 

mostrando-se pouco tóxico para células de mamíferos e mais tóxico para 

os parasitas. 
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