












































































































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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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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