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Resumo: Serpentes peconhentas produzem uma variedade de toxinas altamente efetivas e essas
desenvolveram numerosos métodos de distribuicdo desse veneno. Muitos venenos de serpentes tém-se
revelado uma mistura complexa de moléculas farmacologicamente importantes, as quais apresentam
atividades biolégicas como neurotoxicidade e citotoxicidade entre outros. Em nosso estudo avaliamos a
acdo do veneno fracionado de Crotalus durissus terrificus sobre cultura de células HEP-2 (carcinoma
epiderméide da laringe) no periodo de 24h apéds tratamento com a concentracdo de 10ug/mL.Observamos
que apos 24h de incubagdo com as fracdes(F1, F5 e F7), as células iniciaram processo de morte celular por
apoptose apenas na fracdo 5, correspondente a crotoxina, contendo atividade fosfolipasica A2.Com base
nesses resultados, pretendemos avaliar a acdo do veneno bruto e as fracdes(F2,F3,F4,F6), avaliando o
efeito do veneno no processo de morte por apoptose,tendo a liberacdo do citocromo C como mediador
deste processo.
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rabdomidlise generalizada, podendo evoluir para

insuficiéncia renal aguda .(PINHO et al., 2001).
Existem 2 tipos de morte celular: morte celular

programada (apoptose) e necrose (WISING et al.

Introducao

As serpentes do género Crotalus estdo
representadas no Brasil por apenas uma espécie,
a Crotalus durissus, e distribuidas em cinco
subespécies: C. durissus terrificus, encontrada nas
zonas altas e secas da regido sul oriental e
meridional; C. durissus collilineatus, distribuidas
nas regides secas da regido centro-oeste, Minas
Gerais e norte de S&o Paulo; C. durissus
cascavella, encontrada nas areas da caatinga do
nordeste; C. durissus ruruima, observada na
regido norte do pais; C. durissus marajoensis,
observada na llha de Marajé (PINHO et al. 2001).

O veneno crotalico quase nao produz lesdo
local, possuindo principalmente trés atividades
com importancia clinica conhecida. Atividade
neurotéxica, com agles periféricas, causando
paralisia flacida da musculatura esquelética,
principalmente ocular, facial e as vezes, da
respiracdo, com conseqliente insuficiéncia
respiratéria; atividade coagulante, provocando a
ocorréncia de sangramento e distdrbios da
coagulacdo por consumo de fibrinogénio; e
atividade miotdxica sistémica, causando

2005). As células que morrem por necrose, Como
resultado de injuria, geralmente incham e perdem
a integridade de membrana, acarretando em
influxo de &gua e ions extracelulares. Entretanto,
in vivo, morte celular necrdtica esta
freqiientemente associada com o extensivo dano
no tecido resultando em uma extensa resposta
inflamatéria (ALBERTS et al.,1997; APOPTOSIS,
2002). Ja no processo de morte apoptotica a
célula é uma vitima passiva, sem perder a
integridade da membrana, onde tem um papel
ativo, com um gasto de energia para levar a sua
propria morte. Durante esse processo ndo ocorre
um aumento de tamanho ou inchaco das
células.Constatou-se que as células moribundas
primeiro encolhem e posteriormente se destacam
das células vizinhas. Logo em seguida ocorre a
agregacéao da cromatina, condensagéao
citoplasmatica e nuclear, particdo da membrana
em corpos apoptéticos, o qual contém organelas
morfologicamente intactas. In vivo, esses corpos
apoptdticos sado rapidamente reconhecidos e
fagocitados por macréfagos ou células vizinhas.
Uma vez dentro do macréfago, a célula apoptoética
€ rapidamente desmontada, e seus blocos de

X1 Encontro Latino Americano de Iniciacao Cientifica e

359

VIl Encontro Latino Americano de P6s-Graduacéo — Universidade do Vale do Paraiba



constituintes quimicos, reusados sem nenhuma
resposta inflamatéria (DUKE et al.,1996).

Esse trabalho teve como objetivo observar o
processo de fragmentacdo do DNA apds
tratamento em células HEP-2 com o veneno
fracionado de Crotalus durissus terrificus em
mesma concentracao.

Materiais e Métodos

Cultura Celular. A linhagem celular utilizada foi
a HEP-2(carcinoma epidermdide de laringe)
cultivadas em meio de cultura MEM (Gibco)
incubada em atmosfera de 5% de de CO2 a 370C
(Forma Scientific).

Tratamento com veneno. O veneno fracionado
utilizado foi o da serpente Crotalus durissus
terrificus , fornecido pelo Dr. José Carlos Cogo do
laboratério de Fisiologia e Farmacologia do IP&D-
UNIVAP. As células HEP-2 foram incubadas com
0 veneno fracionado na concetragdo de 10, pg/mL
por 24 hora. Apos o periodo de 24horas posterior
ao tratamento as células foram lisadas para a
andlise de fragmentac¢é@o do DNA.

Ensaio de Fragmentacdo do DNA: As células
submetidas ao tratamento foram lisadas com
tampéo de lise (10 mM Tris pH7,5; 400mM NacCl,
1mM EDTA,; 1% Triton X-100), incubadas no gelo
por 15 min e centrifugada por 4°C por 15 min na
velocidade de 13600xg. O sobrenadante foi
incubado com Rnase (0,2mg/mL) com proteinase
K (0,1 mg/mL) por 2h a 37 °C. O DNA foi extraido
usando fenol/cloroférmio (1:1, v/v) e precipitado
em etanol 96% overnight a -80°C. O DNA
precipitado foi centrifugado (13600xg; 4 °C; 15
min) e o pellet seco dissolvido em 20uL de tampé&o
Tris-EDTA (10mM Tris-HCI, pH 8,0; 1mM EDTA).
O DNA obtido foi analisado em gel de agarose a
2% contendo 0,3ug/mL de brometo de etidio em
tampado Tris-borato-EDTA a 40V por 2,5h. As
bandas foram visualizadas em transluminador e
fotografado usando sistema de imagem Kodak Gel
Logic 100.

Resultados

A andlise do DNA por eletroforese indicou a
presenca de fragmentagdo do mesmo apos
tratamento com o veneno (Figl). Apos 24h de
incubacdo com o veneno, foi observada a
degradacdo do DNA apenas na fracdo 5, com a
concentracdo de 10pg/mL (Fig.1. M,C e A). Nao foi
possivel observar fragmentacao nas fracbes 1 e 7,
com a concentragdo de 10pg/mL(Fig.2. M,AB e
C),demonstrando que a degradacdo do DNA foi
dependente da atividade fosfolipasica presente na
fracéo 5 utilizada.
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Fig 1. Gel de eletroforese apés o tratamento de células
HEP-2 com concentracdo do veneno fracionado de C.
d. terrificus. M. marcador de peso molecular; C. grupo
controle(sem tratamento); A. 24hapoés tratamento com a
fracdo 5 na concentracdo de 10pg/mL.
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Fig.2. Gel de eletroforese apos tratamento de células
HEP-2 com concentracdo do veneno fracionado de
C.d.terrificus .M.marcador de peso molecular;A. grupo
controle;B. 24h apés tratamento com a fracdo 1 na
concentragdo de 10ug/mL;C. 24h apds tratamento com
a frac@o 7 na concentrac¢édo de 10pg/mL.
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Discussao

No presente trabalho foi possivel observar
dano ao DNA nuclear decorrente da incubacéo
com veneno fracionado de C. d. terrificus. A
presenca do padrdo de fragmentacdo do DNA é
um indicativo do tipo de morte celular ocorrida.

Kerr em 1972 (apud OLEINICK; MORRIS;
BELICHENKO, 2002) foi o primeiro a apresentar
evidéncias de que a célula pode desencadear pelo
menos dois mecanismos de morte celular. O
primeiro é conhecido como necrose, uma violenta
e rapida forma de degeneracdo que afeta
extensivamente uma populagdo celular. Este
processo ¢é caracterizado pelo inchaco do
citoplasma, destruicho das organelas e
rompimento da membrana plasmatica, levando a
liberagdo do contetdo intracelular e inflamagéo
(CASTANO; DEMINOVA; HAMBLIN, 2005).

Outro processo de morte celular foi nomeado
apoptose, esta é referida como uma forma
especifica de morte celular programada que
envolve a ativagdo de uma familia de proteases
designada caspases e possuindo papel central no
desenvolvimento e homeostase (REED, 2000;
DANIAL; KORSMEYER, 2004). A apoptose é
caracterizada por retracdo celular, protusbes
protoplasmaticas, permanéncia da integridade de
membrana e posterior fragmentacéo celular dando
origem a vesiculas, contendo  material
citoplasmatico e organelas (RELLO et al., 2005),
Nno organismo esses corpos apoptoticos serdo
fagocitados por macréfagos evitando uma
resposta inflamatéria (CASTANO; DEMINOVA;
HAMBLIN, 2005).

Novaes, et al. (2004) utilizaram veneno
fracionado de C. d. terrificus em células HEP-2 e
concluiram que nas concentracdes de 0,5; 1 e
5ug/mL o tratamento causou fragmentacao
nuclear, fendbmeno observado em células
apoptoticas. O padrdo de degradacdo do DNA,
encontrado no presente trabalho, confirma o tipo
de morte celular como sendo apoptético.

Em resultados anteriores obtidos em nosso
laboratério, verificou-se que o veneno bruto
favorece a fragmentacdo de DNA (Tamietti, et
al.2007).Com a separacdo de fracbes protéicas
presentes no veneno, foram testadas as fracdes
que acarretaram efeito citotéxico as células
(Novaes, et al.2004), dentre elas a fragéo 5, que
apresenta caracteristicas de fosfolipase A2.

O processo de morte celular apoptética tem
sido descrito por muitos autores ap6s o tratamento
com venenos (ALl et al, 2000; FERRI,
KROEMER, 2001). O veneno de serpentes € um
potente promoter da apoptose em VEC
(ZINSZNER et al, 1998), porém o0s exatos
mecanismos moleculares que induzem a morte
celular permanecem desconhecidos.

Concluséo

Foi observada a presenca de fragmentagéo
do DNA, decorrente de processo apoptoético, em
células HEP-2 tratadas com veneno fracionado de
C. d. terrificus nas concentragbes de 10ug/mL, 24
horas apds o tratamento somente com a fracdo
5,que apresenta perfil fosfolipase A2, tracado pelo
Laboratorio de Fisiologia e Farmacodinamica-
IP&D — UNIVAP.
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