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Resumo

A citotoxicidade do veneno da serpente Crotalus durissus terrificus (Cdt) sobre
células neoplasicas foi estudada através de vérias técnicas, com o objetivo de avaliar os
efeitos deste veneno, tanto o total quanto &s fracdes, sobre o metabolismo celular. Em
nossos estudos avaliamos a ag&o do veneno total daCdt jovem e fragcdes do veneno daCdt
adultasobre culturade célul as neopl asi cas Hep- 2 (carcinomaepidermoide dalaringe) apos
tratamento com concentracdes e tempos variados. Medidas por espectrof otometriaem 570
nm e por microscopiade fluorescéncia possibilitaram aaquisi¢do deinformacdes sobrea
organizacao e adinamicadas estruturas celulares, e também aavaliacéo sobre asintese de
ATP paraverificar aagdo do veneno sobre as mitocondrias, interrompendo destaformao
ciclo celular. Nossos resultadospermitem verificar que aculturacelular Hep-2 incubada
com concentracBes de 0.5, 1 e 51 g/mL do veneno apresentaram um comprometi mento da

atividade celular, sendo observados danos no nucleo e apoptose pontual.

Palavras-chave: Crotalus durissus terrificus, Hep-2, Cancer, Culturacelular, MTT,

Microscopia de Fluorescéncia, Luciferin-Luciferase.



Abstract

The citoxicity of the serpent poison Crotalus durissusterrificus on the neoplasic
cellswas studied through several techniques, with the o bjective of evaluating the effects of
this poison, both total and in fractions, on the cellular metabolism. In our studies we
evaluated the action of the total poison of young Cdt and fractions of the poison of adult
Cdt on culture of neoplasic cellsHep-2 (larynx epidermoidis carcinoma) after treatment
with variationsin the concentration and time. M easures using 570nm spectrophotometry
and fluorescence microscopy, made possible the information acquisition on the
organization and the dynamics of the cellul ar structures, and, also, the evaluation of ATP
synthesisto verify the action of the poison on the mitochondria, interrupting in thisway the
cellular cycle. Our resultsallow usto verify that the Hep-2 cellular culture, incubated with
concentrations of 0.5, 1 and 5 ig/mL of the poison presented the cellular activity

compromising, where damages has been observed in the nucleus and punctual apoptosis.

Keywords. Crotalus durissus terrificus, Hep-2, Cancer, Cellular Culture, MTT,
Fluorescence Microscopy, Luciferin-Luciferase.
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1. INTRODUCAO

Crotalus durissus terrificus (Cdt) € responsavel por cerca de 10% dos acidentes
por serpentes pegonhentas no Brasl. Segundo dados do Minigtério da Salde, ocorre
entre 19000 a 22000 acidentes ofidicos por ano, com letdidade a0 redor de 045 %.
Dentre os acidentes por animais pegonhentos, 0 araneismo € o tipo mas frequente,
sgguido peo ofidemo e escorpionismo. A maoria dos adidentes ofidicos deve-se a
serpentes do género Bothrops (jararaca, jararacucu, urutu e outros) e Crotalus (cascavel)
sendo raros os produzidos por Lachesis (surucucu, surucutingd) e Micrurus (cord) O
veneno da Cdt possui principdmente trés atividades com importéncia dinica conhecida:
neurotdxica, miotoxica e coagulante (JORGE ; RIBEIRO, 1992 ; PINHO; PEREIRA,
2001; PINHO ; OLIVEIRA ; FALEIROS, 2004).

A picada por serpente Crotalidae € s&ia e quase sempre fatal na auséncia do
tratamento adequado e egpecifico, se tornando importante & compreensio  da
fisopatologia desse veneno (BARRAVIERA et al, 1939).

Veneno de serpente é uma mistura de muitas substancias, como toxina, enzimas
e peptidios e € nese coquetd de moléculas dos mais variados tipos e formas, que
tornam as gléndulas de serpentes uma verdadeira "farmécia vivd', onde edtas possuem
subgténcias  farmacoldgica e bioguimicamente divas e € nessss moléculas que os
pesquisadores tentam  encontrar novas droges tergpéuticas como por exemplo:  droges
que dissolvan codgulos, e outras que gudem na coagulagdo, assim como droges

anagésicas e contra o cancer.

O veneo da sapente Cdt contén um complexo enzimdico com dividade
fodfolipdsca (PLA,), 0 quad tem ddo mosrado por inibir o crescimento cdular tumord
in vitro e in vivo. O dvo da toxina na membrana cdular sugere um possive
envolvimento de mudancas na integridede da membrana €ou na composcdo do
processo de sindizacdo antiproliferativo (DONATO et al, 1996).



Véias sfo as aplicagbes médicas de veneno de serpentes, desde o controle da
pressto aterid a@é o tratamento de cancer. Nos anos 60, uma molécula do veneno de
jaaraca foi isolada e utilizada como medicagdo contra a hipertensdo, e do veneno da
cascave formularam uma cola de pele, devido a presenca de uma enzima tipo trombing,
gue € cgpaz de soldar os tecidos bioldgicos (PRADO, 1997).

Testes in vitro tém um grande campo na gquimiotergpia do cancer, dém de
vantagens econdmicas condderaveis. Moléculas que participam no programa apoptético
podem savir como dvo de noves drogas com diversas golicagbes, incluindo a
modulagdo das doengas neurodegenerativas, doencas no sSistema imune e cancer.

Usar 0 Sstema de tedte in vitro para exibir o0 agente anticancer ja tem Sdo uma
praica comum desde 0 comego da quimiotergpia de cancer dinico em 1946 (WILSON,
1994). Entretanto dguns pontos necesstam maores estudos para a mehor compreensio
da acd do veneno no metabolismo cdular e as organdas afetadas por este tipo de
tergoia, bem como um mehor conhecimento e gorimoramento de droges cada vez mais
epecificas para cdulas tumorais, sem compromeimento das cdulas normas (MADY,
2002).



FIGURA 1 Crotalus durissus terrificus(DE BEM NETO, 2001).



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 CROTALUS- DISTRIBUICAO

Exigem quese dois mil tipos de serpentes no mundo, gproximadamente 300 Sfo
conhecidas como venenosas e classficadas de acordo com sues caracteridtices
morfologicas, compreendendo cinco familias  Viperidae (vibora, vibora de chifre),
Elaphidae (corais verdaderas, ngas), Hidrophidae (serpente amardo inchada do mar,
colubrina de laicauda), Colubridae (Fasa cord, cobracipd, mucurand) e Crotalidae
(cascavel). As serpentes das familias Viperidae e Crotalidae tém smilaidades
taxdnomicas, sendo que em agumas classficagbes edfo incluidas na mesma familia
As propriedades farmacoldgicas de seus venenos tém adguma sSmilaridede e reaciona-
% aos venenos da Elaphidae.

Os géneros Bothrops (jararaca), Crotalus (cascave), Lachesis (surucucu) da
familia Crotalidae e Micrurus (cora verdadeirgd da familia Elaphidae, sGo espécies
peconhentas encontradas no Brasl. O veneno da Cdt no Brasl tem Sdo um dos mais
estudados desde 1938 (VARANDA; GIANNINI, 1994; PINHO; PEREIRA,2001).

As serpentes do género Crotalus encontramrse didribuidas no Brasl em cinco
subespécies. Crotalus durissus collilineatus, Crotalus durissus cascavella, Crotalus
durissus ruruima, Crotalus durissus marajoenss, Crotalus durissus terrificus
(BARRAVIERA, 1990 ; BARRAVIERA, 1993 ; JORGE ; RIBEIRO, 1992 ; PINHO;
PEREIRA, 2001).



2.2VENENO

Veneno € uma substéncia capaz de fazer md a um sar, independente da via de
ac20 ingerido, injetado, ou inoculada podendo levar a morte. Em muitos casos é por via
ord, sendo estas substncias absorvidas pelo Ssema digestivo.

Peconha é o0 veneno que ofre especidizacd nas glandulas <divares das
serpentes, onde adquirem  atividedes enzimaticas, podendo destruir as proteinas e de
desencdear diversas reag0es nos seres vivos. Funcionando para a serpente, como um
uco digegtivo para 0 seu sugento. E para a presa, a pegonha pode ser diginguida pela
Suas propriedades. proteolitica, coagulante, neurotdxica e hemoalitica

AsSsm paa obter 0 seu dimento a serpente recorre a0 veneno que pode
gpresentar agdes especificas sobre a presa. De acordo com esta agéo podemos digtinguir
& Seguintes propriedades da pegonha  proteolitica, coagulante, neurotoxica e
hemalitica (DE BEM NETO, 2001).

Quanto a0 envenenamento, o veneno crotdico quase néo produz lesfo locd,
possuindo prindpdmente trés aividades com importéncia dinica conhecida  Atividede
neurotdxica, com acdo periférica, causando pardisa flécida da musculaura esquelética,
principdmente ocular, facid e & vezes da respiracdo, com conseglente insuficiéncia
repiratdria; aividade coagulante, provocando a ocorréncia de sangramento e disturbios
da coagulacdo por consumo de fibrinogénio; e aividade miotoxica sstémica, causando
rabdomidlise genadizada, podendo evoluir para insuficiénda rend aguda (PINHO;
PEREIRA,2001).

Os venenos das sarpentes, especidmente da familia Crotalidae contém um
grande nimero de proteinas farmacolGgica e bioquimicamente ativas. Cerca de 90 % a
95 % do peso seco do veneno consste de proteinas e dgumas das fragBes protéicas S0
biologicamente mais importantes do que as ndo protéicas. A toxidade do veneno deve-



* a presenca de enzimas e proteines, e sua acéo letd é aribuida principdmente &

neurctoxines.

2.3 BIOQUIMICA DO VENENO

O veneno da Crotalus condste de quatro proteinas de relevante importancia,
cotoxing,  cotaming,  convulxina e giroxina A cotoxina e cotaming S0
neurologicamente aivas. Enquanto que a convulxina e giroxina néo tém Sdo modrado
ter propriedades neurologicas anda A convulxina produz convulsdes, perturbagOes
circlatorias e rexpiradriss em animas experimentas (BARRAVIERA, 1990). A
giroxina ndo € led e sua agdo lembra lesbo labirintitica quando injetados em animas
experimentais, onde o animd gira em torno de s por 15. A crotoxina condse de dues
ubunidedes  polipeptidicas, uma fosfolipase A2 bésica, toxica, e a subunidade &cida
denominada crotgpotina ndo toxica, dedituida da dividade enzimdica Sendo uma
toxina e, tanbém um fluido digedivo, 0 veneno da Crotalus € définitivamente mortd,
ocorrendo fdha rend aguda, pode causar convulsOes, desordens na  coagulagéo
sanguinea, mionecrose, fdha na respiracd cdular, bloqueio neuromuscular causando a
morte. E anda com possivd dano no figado e coracdo. (BARRAVIERA, 1990 ;
CAMILLO et al, 2001 ; MARTINS et al, 2002 ; MONTEIRO, et al, 2001).

Sapentes da familia Crotalidae possuem uma forte atividede proteolitica
(VARANDA; GIANNINI, 1994).

O veneno das serpentes tanto do género Bothrops quanto do Crotalus consome o
fibrinogénio sanguineo, tornando o sangue incoaguldvel (BARRAVIERA, 1994).

Serpentes  venenosas S0 resigentes a seu proprio veneno, Faure et al (2000)
identificaram um inibidor da crotoxina no soro da Cdt e sugeriram que este poderd ser
usado no antiveneno da Crotalus e também nos envenenados pelas serpentes Viperidag,



tendo vido que essa proteina inibidora da crotoxina néo tem efdto nas fodfolipase A,

dos mamiferas, néo interferindo com a funcéo biol dgica nessas enzimas humanas.

Crotoxina tem dues subunidades, uma &cida e a outra bésca A basca possui
propriedede enzimaica como uma fodfolipase A2, enquanto a subunidade &cida néo
possui  propriedede enzimdtica Mas a subunidede bésca por § 0, tem dfeto
neurctoxico e a subunidade acida ndo tem esse efeito. Quando as duas 8o combinadas,
a neurotoxidade € muito grande, levando a potencidizacdo dos efatos miotdxicos
(CHISARI et al, 1998). De acordo com Barraviera (1990) o ditio primaio da agéo da
cotoxina no muasculo € a membrana plaamdica, com consequente  hidrdlise de
fosfolipideos

Exigem diferentes enzimas fodfolipéscas, formando um super grupo (PA2) e
membros desse grupo tem o papd na regulacio da inflamacdo, funcdo imune e
contracdo no musculo liso pda geracdo de &cido araguidbnico e sau metabolismo aos
gcosandides, sendo estas importantes moléculas Sndizadoras. A primera  dividede
fosfolipasca (PLA,) foi descrita 100 anos atrés do veneno da nga (Naja naja atra), e
sabemos hoje que enzimes fodolipdsicas s80 componentes comuns em muitos venenos
animas. Essa ewzima foi reconhecida poderiormente, como uma enzima digesiva
secretada pelas cdulas pancredticas em bovinos PLA2 é resgtente a0 cdor e ao &ido
€, Sobrevive em muitos ambientes biol 6gicos diferentes, permanecendo divos.

Diferentes formas das subunidades basca e &cida tém Sdo encontradas, mes
todas essas diferentes formas sGo encontradas em uma mesma serpente. Isto mostra que
a srpente faz mais de uma variante desse veneno, e também que uma dose poderd ter
muitos efeitos diferentes (FAURE ; BON, 1987 ; FA URE et al, 1994).

Crotamina € uma proteina basca ndo enzimdtica e tem um tergo do tamanho da
crotoxina. Ela € uma peguena miotoxina que induz mionecrose do tecido muscular,
induzindo a despolarizacdo do potencid de membrana das cdulas musculaes (AIRD,
2002 ; SALVINI et al, 2001). E possivel que esta miotoxina aue nos canais de sodio da
membrana plaamdica das cdulas musculares, induzindo um influxo deste cdtion sendo



que a dexpolarizecdo da membrana plasméica é provavelmente o indicador precoce no
dano cdular causado (AIRD, 2002 ; FLETCHER et al, 1996 ; MELO et al, 2004).

Hampe e Bdlo (1997) em seus estudos demongtraram que a crotamina €

reponsavel  pela pardisa egpédica em sua pesquisa in vivo com  camundongos
injetados com crotamina purificada

A principd fracd neurotdxica do veneno da Cdt e da C. d. cascavella é a
crotoxina, que causa padisa em todas as egpécies de animas estudadas, auando no
blogueio na transmissio neuromuscular, precisamente d@ua na présngose inibindo a
liberacdo de acetilcolina (BARRAVIERA, 1990 ; BEGHINI et al, 2004 ; TZENG &t al,
1995).

Radis-Beptita et al (2003) demondraram em seus estudos que ha diferencas no
gene crotamina nos dois homdlogos dos cromossomos e que iso possa refleir uma
diferenca no nUmero de cOpias dos genes entre 0S CromossOMos, uma  possive

explicacdo para a quantidade varidvel de crotamina encontradas nos venenos.

Variaghes na composicdo do veneno e em suas atividades tém sdo mostrados na
literatura, e segundo Furtado , Santos e Kamiguti (2003) exigdem diferencas didtintas
dependendo da idade da cobra. Diferencas no contelido de dementos inorgéanicos, foram
encontradosem C. d. cascavella, dto contetido de Br, CIC] e Mg, e um menor nivel de
Zn. No que diz respeito a porcentagem de proteinas em cada fracdo em diferentes
amodras de veneno foi demondgrado por Magro et al, (2001) que ocorre uma grande
vaidbilidede e também vaiacdo no nimero de fragbes em diferentes venenos
sugerindo que isto possa ser devido a fatores genéticos ou ainda estar associado com a

estaco do ano, origem geogréfica, sexo, idade e dimentac@o da cobra

Mancin et al (1998) em testes com a crotamina obsarvaram um deito andgésico
muito maor que a morfina Embora muitas pessoas morram por ano, decorrente de
mordides de sarpentes, as proteinas di presentes podem gudar muitas pessoas. A
crotamina por exemplo, poderia ser usado para subdtituir morfina



Pesquisa in vivo na reducdo tumord com o veneno da Cdt tem obtido Sucesso,
goresentando um menor nimero de cdulas tumorals € segundo Silva , Fecchio e
Baraviera e al (1997) os macréfagos S0 as principais cdulas envolvidas na rgeicéo
tumord e de acordo com Fecchio (1989) macrdfagos isolados de animais com tumor
S80 cgpazes de lisar cdulas tumoraistanto in vivo comoin vitro.

24 CITOTOXICIDADE

Citotoxicidede € a acdo de um determinado componente (tais como dimento,
cosméticos, ou famacos) ou de cdula mediadora (célula T citotdxica) cgpaz de causar
morte cdular. Em contraste a necrose e gpoptose, 0 termo citotdxico ndo indica um
mecanismo de morte cdlular especifica

Por exemplo, dtotoxidede mediada por cdula ou sga morte mediada por
linfocto T citotoxico (CTL) ou cdulas nauras assassnas (NK) podem combinar
aguns aspectos de ambos necrose e gpoptose (APOPTOSIS, 2002).

O mecanismo pdo qua as cdulas T citotdxica matam seu dvo ndo é conhecido
a0 ceto. Elas parecem empregar pdo menos duas edratégias, ambas parecem operar
por inducdo da cdula-dvo a morte cdular programada. A ligacdo edratégica a uma
cdua-advo edimula as cdulas T citotoxica a liberarem uma proteina formadora de poro
chamada perforina, que é homdloga a0 componente C9 do complemento e polimeriza-se
na membrana plasndica da cdula—avo para formar canais tranamembrana. A perforina
€ amazenada em vesiculas secretoras e € liberada por exocitose, no ponto de contato
com a cdula-dvo. As vesiculas secretoras também  contém serinoproteases e outras
proteinas que também parecem tomar parte na destruicdo da cdula-avo, tavez entrando
na cdula-dvo aravés dos canas de peforina e induzindo morte celular programada. A

segunda edtratégia, ao contraio, envolve clulas T citotdxica ativando um receptor na
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supefice da cdula-dvo, deta forma dndizando a cdula-avo a caminhar para a morte
cdular programada (ALBERTS et al, 1997).

O u de testes in vitro envolve uma avdiagdo segura dos componentes
utilizados e oferece vantagens econdmicas condderdveis sobre testes in vivo.
Condderando anda, que exite uma pressio mord para reduzir experimentos em
animais.

Citotoxicidade in vitro nos permite:

* identificar os componentes ativos,

* identificar 0 mecanismo pelo qua o componente exerce seu efeito toxico;

« identificar a droga citotoxica;

* descrever e identificar ataxa de atividades de um componente;

* identificar o dvo potencid na populacéo cdular;

« identificar ataxa de concentracéo téxica;

srlacionar a concentragdo do agente toxico com O tempo de exposicéo
(WILSON, 1994).

241MTT

MTT Bromelo de 3-(4,5-dimeiltiazol-2-il)-25- difenil tetrazdlio- (Sigma). E um
tete colorimérico, onde o componente amado do MTT € reduzido pda enzima
succinato  desidragenase  mitocondrid, para o componente formazana azul, dependendo
da viabilidade das clulas. Em cdulas aivamente s proliferando, um aumento na
conversio de MTT é quantificado espectrofotometricamente. A comparagdo desse vaor
a um controle ndo tratado fornece um aumento relaivo na dividade proliferativa
cdular. Inversamente, nas cdulas que sofrem a gpoptose, a reducdo de MTT diminui,
refletindo a perda da viabilidade (DOYLE; GRIFFITHS, 1998, LOO; RILLEMA, 1998,
WILSON, 1994).
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242CICLO CELULAR

O ddo cdular em um organismo e a taxa de divisio cdular € um proceso
regulado que et associado com crescimento, diferenciacd e renovagcdo tecidud.
Geadmente, cdulas ndo populacionais sofrem divisfo, a menos que eas recebam Snas
gue as induzam a entrar e aivar segmentos no ciclo cdular. Cdulas em repouso S0
ditas quiescente (fase GO) do cido cdular. Os snas que induzem a cdula a se dividir

s20 diversos e ativam um grande nimero de Sinais transducionals da cascata.

Geadmente, dnas diretos para entrar no ciclo ceular s5o chamados de fatores de
crecimento, dcitocines ou mitogénico. Sinas da via trangduciond sfo  divados nes
cdulas em respodtas a fatores de crescimento ou estimulagdo mitogénico.  As respodas
para estas vaias estimulagbes no tipo cdular e na via transduciona continuam a crescer
mas. Esses tipos de vias continuam sendo foco de muita pesquisa e condderados na
biologia como um fato importante naregulacdo do cido cdular (APOPTOSIS, 2002).

Durante G1 (G=Ggp), ocare a preparacdo cdular para sintese de DNA. Nas
fases poderiores a G1, a cdula passa por um ponto de restricdo e entdo completa o
cido. Durante a fase S da cdula ocorre sintese de DNA duplicando seu genoma
Durante G2 a cdula se prepara para sofrer divisio e conferir sua replicacdo usando uma
enzima reparadora do DNA. Durante a fase M, a cdula sofre divisSo por mitose ou
meose e retornam afase G1 ou GO.

A decisfo para a cdula ofrer diviso é regulada pela passagem da cdula de Gl
paa fase S. Progressio do ciclo cdular € controlada por um grupo de quinases
chamadas ciclinas dependente de quinases (CDKs); CDKs sfo portanto, substratos para
fodforilago cdular, tais como os genes para retinoblastoma, que B0 responsivels pea
progressio em cada uma das fases do ciclo cdular. CDKs sfo ativadas por associacéo
com proteinas onde nivels de expressio mudam durante diferentes fases no ciclo celular
(ALBERTSet d, 1997, LEWIN, 2001).
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243NUCLEO

O nideo goresenta-x= de forma bem individudizada e separada do restante da
cdula O envoltdrio nuclear (cariotecd) € composto por duas membranas concéntricas
ligades a0 nivel dos poros A membrana externa continua com a membrana do Reticulo
endoplasmédico e é comum que gpareca associada a ribossomos. A membrana nuclear
interna é sugtentada pela 1&mina nuclear. Gerdmente ions e as moléculas peguenas sfo
trandferidos de modo pessvo, sem gado de enagia pdo complexo do poro e as
macromoléculas  (proteinas) devem promover uma dilataco. A proteina dedinada ao
nideo produzida no citosol, contém um peptideo snd, que é reconhecido por uma
proteina. As proteinas que deixam 0 nldeo também dependem de snas especificos

para cruzar 0s poros e voltar ao citosol.

O nicdeo quando obsarvado na intéfase da divisso cdular goresenta, o
envoltdrio nudear, o qud ariga a comatina (cromossomos num edado reldivamente
desespirdizado) e o nudéolo. A comding que diiga o maerid gendico (DNA),
goresenta duas regifes, que podem ser caacterizadas peo grau de compectacdo: a
heterocromatina  (cromatina mals compactada), e a denominacdo de eucromdina
(cromatina menos compactadd). O nucléolo de forma edférica, onde s locdizam os
genes dos RNA e os RNAr recentemente sintetizados (DE ROBERTIS; HIB, 2001).

244 MORTE CELULAR

Um individuo s= desenvolve a partir de uma cdula, a cdula ovo, que por sua vez
sofre divisdes mitdticas, aé o individuo adulto, ndo dterando a informacdo genética;
portanto todas as cdulas de um individuo tm o mesmo nimero de Cromossomoes € 0
mesmo conjunto de genes da cdula ovo inicd, podendo ocorrer mutagbes no caminho
(FARAH, 1997).
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A morte das cdules € um fenbmeno comum durante o desenvolvimento
embrion&io, necessaio paa diminar tecidos provisorios remover cdulas supéflues,

gerar ductos e orificios organicos.

A morte cdular também ocorre em grande escda no organismo adulto, quando
ede necessta remoddar tecidos ou remover cdulas desnecessarias, danificades,
envehecidas, redundantes ou potencidmente perigosss como as cdulas tumoras, as
infectadas ou as cdulas autorretivas (por exemplo, o linfécito aberrante que aacam o

préprio organismo).

Uma vez que as cdulas do organismo destinadas a morte perecem para que as
retantes sobrevivam, pode-se dizer que edas protagonizam uma espécie de sacrificio

ou suicidio biolégico com fins dtruidas

A morte cdular pode ocorrer por dois mecanismos didintos a apoptose e a
necrose, sendo que a necrose, pode também sar chamada de morte cdlular patol dgica

Esas mortes cdulares fisoldgicas, que na verdade sBo mortes programades,
recebem o0 nome de gpoptose (do grego gpo, separado de, e ptods, queda), terminacdo
usada para diferencia-da das mortes cdulares acidentais (por traumatismo, substancias
toxicas, afeccbes vasculares, etc.), conhecidas como necrose (DE ROBERTIS; HIB,
2001).

2441 NECROSE

Ao longo de todos eges anos 0 fenOmeno de morte cdular tem Sdo muito
edudedo, araindo a aencdo de inimeros pesquisadores em diversos campos do
conhecimento (SILVA, 2002).
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As cdulas que morrem acidentdmente, como resultado de injdria aguda,
gerdmente incham e explodem, comprometendo a habilidade das cdulas para manter
homeodtasa, acarretando um influxo de agua e ion extracdulares, levando a turgidez da
cdula inteéra e ruptura da mesma (lise cdular). Devido a um comprometimento da
membrana plasamédica, o0 conteldo dtoplasméico, incuindo enzimes lisossomas S0
liberades no fluido extracdular. Entretanto, in vivo, morte celular necrotica esta
freqlentemente associada com extensvo dano no tecido resultando em uma extensa
respostainflamadria (ALBERTS et al, 1997; APOPTOSIS, 2002).

244.2. APOPTOSE

Apoptose no grego dassico dgnifica “decamento”, como o “decamento’ das
péadas de uma rosa ou das folhas de uma avore. O paologisa audrdiano John F.R.
Ker e seus colegas escoceses Andrew H. Wlylie e Alaigar R. Currie, publicaram um
atigo em 1972 e sugeriram que a cdula € uma vitima passva, sem perder a integridade
da membrana, onde a cdula tem um pagpd aivo, com um gasto de energia para levar a
sua propria morte. Eles propuseram que a iniciacdo ou a inibicdo inadequadas do
auicidio cdular, pode contribuir para muitas doengas, incluindo o céncer. Foram
autores que adotaram a paavra grega, gooptose para didinguir este tipo de morte cdular
da necrose (necrosar). Os cientigtas que ja observaram as cdulas sofrerem apoptose,
condataram dteracbes muito importantes. Durante esse processo ndo  ocorre  um
aumento de tamanho ou inchagco das cdulas, como na necrose. Em vez diso, condatou-
* que as cdulas moribundas, primero encolhem e s detacam das cdulas vizinhes
Logo em seguida ocorre a agregecd0 da cromating, condensagdo  citoplasmética e
nuclear, paticdo da membrana em corpos gooptdticos, o qua contém  ribossomos,
mitocondrias e materid nucdear morfologicamente intecta  In vivo, €sseS  corpos
apoptdticos o rgpidamente reconhecidos e fagocitados por macréfagos ou cdulas
vizinhas. Uma vez dentro do macréfago, a céula gpoptdtica é rgpidamente desmontada,
e saus blocos de condituintes quimicos, reusados sem nenhuma respodta inflamatéria
(DUKE; OJCIUS; DING-e YOUNG, 1996).
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Pesquisadores que edudaram 0 deservolvimento  embrion&io, no inido do
sfculo XX, foram os primeiros a @mpreender que a morte das cdulas, ndo € como
pensava, preudicid a0 organiamo; meas, de faio, necessria Desde os anos de 1950 des
modraram que 0 ser multicdular obtinha a sua forma find pela diminegdo sHetiva de
cdulas como por exemplo, a diminacdo da cauda durante a metamorfose de girino em
sgp0; 0s mamiferos eiminam incontaveis neurbnios enguanto seu dsema nenvoso e
desenvolve, onde sofrem gpoptose. As cdlulas da pee comecam a sua vida nas camadas
mais profundas e entdo migram para a superficie, onde sofrem apoptose. As céulas
mortas formam a camada protetora chamada queratina No timo, os linféctos T,
componentes criticos do Sdema imune, tornamse maduros no Timo; aguees que
perdem a sua fungdo ou que poderdo eventudmente aacar os tecidos do préprio
organismo, cometem suicidio antes que tenham a chance de cair na corrente sanguinea.
No Utero, quando as cdules da paede uterina morrem e descamam durante a
mendruacdo, das o fazem por gooptose, e em outros tecidos, quando as cdulas s
tornam infectadas por um virus ou sofrem mutegbes genéticas  irreparaves,
freglientemente cometem suicidio. O mdogro de uma cdula dterada geneticamente em
cometer suicidio, pode contribuir para o desenvolvimento do cancer. Certas cdulas que
sdfrem morte programada ndo S0 englobadas prontamente; hoje ssbemos que das
pessemn por um longo tempo ou mesmo indefinidamente O crigdino do olho, por
exemplo, € ocondituido por cacagas de céulas, que tivelan 0 seu  conteldo
ctoplasmdico subdituido pela proteina crigdina, durante 0 processo de morte
programada (apoptose). Na pele, o queraindcito é gerado pelos seus precursores numa
camada profunda deste tecido: tais precursores migram entdo para a supeficie,
formando camadas de cdulas mortas Diferente do crigdino, des subgituem seus
contelidos por queratina e adquirem impermegbilidade a &gua Tas cdulas mortas
foomam a camada protetora da pde e freglentemente sofrem descamagdo, sendo
subgtituidas por outras. A porcentagem de ero na regulacdo do gpoptose sera igud a
zero, paa que a cdula ndo dga o caminho indesgado (DUKE; OJCIUS, DING-e
YOUNG, 1996 ; LEWIN, 2001).

Embora pareca contraditorio, € importante encarar a morte cdular  programada
COMo um mecanismo de sobrevivéncia a0 invés de dedruicdo, ja que €a eda
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inimamente envolvida em todo o processo de desenvolvimento embrionaio, e na fase
adulta de um organismo (DUKE; OJCIUS; DING-e YOUNG, 1996 ; SILVA, 2002).

A gooptose pode comecar pea acdo de véaios gatilhos, incdusive, pela remocéo
dos gsnas quimicos das cdulas (conhecidos como fatores de crescimento ou de
sobrevivéncid) peos quas das se reconhecem. A morte cdular pode também ser
desencadeada por receptores de mensagens, internos e externos, que comegam a ignorar
certas mensagens quimicas, ou pelos receptores celulares para sinais conflitantes como
agueles que dizem se da deve ou ndo sofrer divisio cdular (APOPTOSIS, 2002).

Com o advento da biologia molecular, 0 estudo da morte cdular programada
aingiu 0 campo da genéica molecular. A expressio de vaios genes tem Sdo associada
ainducdo de morte celular em umagrande variedade de vertebrados e invertebrados.

Tanto o controle de proliferacdo cdular, quanto o controle de sobrevivéncia
cdular, dependem de snais especificos, posshilitando que a cdula s divida somente
guando mais cdulas sfo lictadas e que uma cdula sobreviva somente e onde é
necessiria(ALBERTS et al, 1997).

Mecanismos de morte cdular por gpoptose podem s mediados pda via
mitocondrid, pela via dos receptores de morte ou pela convergéncia das duas vias.

A mitocondria é um ponto crudd no controle da indugdo de gpoptose, segundo
Mendes e Green (1999), a mitocondria funciona como um sensor de Siress, e como uma
vaidvd que detlermina se a cdula vive ou morre. O evento de morte cdular gerado em
nivd mitocondrid, é a liberacd do citocromo ¢ do egago  intermembranoso
mitocondrid  para o dtosol. 190 provoca pdo menos 3 caminhos danosos principals
paa a cdula Primero, o citocromo c associado com Apaf-1 inicia a divagdo da
cayoaxe efetora conduzindo a gpoptose. Segundo, o citocromo ¢ liberado da mitocondria
guebra a cadela de trangporte de détron, com preguizo na producdo de energia Se a
cdula ndo é cgpaz de compensx tais distlrbios, da morrerd, pois ndo havera energia
auficiente para sustentar a reacdo metabdlica bésica que mantém a cdula viva. Terceiro,
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este mesmo evento pode gerar espécies de oxigénio redivas, que SBo potentes agente
citotoxico. Certas drogas citotoxicas, UV, radiacdo g ou glicocorticdides, conduzem a
liberac&o do citocromo ¢ e em seguida morte cdlular.
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FIGURA 2. Apoptose mediado pela via mitocondrial, pela via dos receptores de morte ou, ainda,

pela convergéncia de ambas (SOLA et al, 2001).
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Um complexo contendo vaios componentes € formado no receptor. O receptor
TNF (fator de necrose tumord) liga-se a uma proteina chamada de TRADD, a qud, por
ua vez, ligase a uma proteina chamada de FADD. O receptor Fas também <e liga a
FADD. Em qudquer dos casos a FADD ligase a proteina caspase-8 (cigeina-
aspartato-proteass), que diva a Bid, a qud posshilita a liberagdo do citocromo ¢ das
mitocondrias. O citocromo ¢ determina a oligomerizacdo da Apaf -1 com a caspase-9. A
caspase-9 quando ativada cliva a pré cagpese3 da qud duas subunidades formam,
entdo, a protease diva. Eda protease cliva véios dvos que levam a morte cdular. A
rota € inibida pela Bd-2 no es&gio de liberagdo do citocromo ¢ (ALBERTS et al, 1997,
DUKE; OJCIUS; DINGe YOUNG, 1996 ; LEWIN, 2001 ; SILVA, 2002).
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FIGURA 3 Via
apoptética desencadeada pela
ativagdo de  receptores  de
superficie. As proteases caspases
sdo ativadas nestarota. A apoptose
pode ser bloqueada por bcl2
(LEWIN, 2001).
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Apoptose

OPerdadaintegridade damembrana

ON& h& perda da integridade da

membrana
OFloculagdo da cromatina OAgregacdo da cromatina  a|
Morfoldgicas membranacelular
OLisetotal dacélula O Condensagéo celular (encdhimento)
O N&o haformacdo de vesicula OFormacdo  de  vesiculas  com
membrana (corpos apoptoticos)
O Desintegracéo das organelas 0Sem desintegracéo das organelas
OPerda da regulacdo ionicd|| O Processo envolvendo ativagdes e
homeostética passos enzimaticos
Bioquimicas OProcesso passivo (sem necessidade(|| O Dependente de energia (ATP)
de energia)
ODigestdo randdmica de DNA OFragmentagdo de DNA definida)
(ndo randdmica)
OP6s-fragmentagéo de DNA OPréfragmentacdo de DNA
OMorte de grupos celulares evocadog|| CMorte  de  células individuais
Fisiologicas por distarbios néo fisiol 6gicos induzidas por estimul os fisiol 6gicos

OFagocitose por macréfagos

OResposta inflamatdria significante

OFagocitose por células adjacentes ou
macréfagos

OResposta ndo inflamatoria

TABELA 1 Caracteristicas morfolégicas, bioguimicas e fisiologicas que distinguem

aapoptose (SOLA et al., 2001).

necrose e
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FIGURA 4. Diferencas entre Necrose e Apoptose (BIOAGENCY,, 2003)
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25 CANCER

O céncer é uma doenca que envolve tanto a proliferacd excessva de cdulas
CcOmo a sua rendncia a morte programada. Ele se desenvolve depois que uma cdula
acumula mutagBes em diversos genes que controlam o0 crescimento e a sobrevivéncia
Quando uma mutacdo parece irreparavel, a clula afdtada suicida-se do contr&io da
poderd viver o badante para acumular mutagBes, 0 que a torna capaz de e dividir
descontroladamente e levar a metéstase, ou sga, quando o tumor se espaha para outros
locais ou tecidos. Em muitos tumores, uma fadha genética causa um dano para induzir a
apoptose, porque os condituintes cdulares desativam 0 gene que codifica a proteina
p53. Eda proteina, como veremos, pode levar a ativacdo da maguinaria apoptdtica da
cdula, quando o DNA é danificado.

Os proto-oncogenes S80 genes rdacionados com o crescimento, diferenciagéo e
proliferacd0 cdular normais.  Codificam fatores de crescimento, receptores de
membrana e proteinas de ligagdo do DNA. Os oncogenes SGo proto-oncogenes ativados.
Sua ativacdo é desencadeada aravés de dteracOes genéticas.

TrandocacGes e inversdbes - pemitem que um proto-oncogene sga
insrido proximo ou fusonado a um gene freqlentemente transcrito, levando a sua
expressdo aumentada e/ou producdo de proteinas aberrantes.

Delecbes — Tém importancia oncogénica quando envolvem  genes
supressores do crescimento celular.

Amplificagdes — Levan a expressio exacerbada de proteinas

edtruturamente preservadas.

MutacBes puntiformes — causam producdo de proteinas estruturais e
funcional mente aberrantes.
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Insercdo de DNA viral — inserem oncogenes viras no genoma humano.

O produto de tais oncogenes pode estimular ou inibir proto-oncogenes e anti-oncogenes.

Alguns oncogenes produzem oncoproteines, como a Bd-2, que s ligam
fortemente e inibem as proteinas codificadas por genes supressores do crescimento
cdular ou indutores da gpoptose, como o0 p53 e 0 Rb. Com iso, levam a auséncia ou
inibicio da morte cdular por gpoptose, logo, a imortdidade cdular. Outros oncogenes
agem levando a producdo excessva de receptores de membrana para fatores de
cresdimento, como 0 c-eb-B-2 (paa um homdlogo do faor de crescimento
epidérmico). Uma terceira via é a producéo autécrina de fatores de crescimento, que é
obsarvada, por exemplo, na multiplicacdo e ativagdo dos proto-oncogenes cfos e c-sys
pdo produto do oncogene vird tax (HTLV-1). Outras formas de promogdo do
crecimento neoplasico S0 a aivagdo de proto-oncogenes que esimulam a entrada da
cdula em mitoe (ex. c-myc) e a producdo de proteinas que smulan a acdo dos
transdutores de sinal dos receptores de membrana para fatores de crescimento (ex.cras
ec-abl).

Os anti-oncogenes sfo  genes inibidores da  proliferaco odular normd, logo,
também do crescimento tumord. Eles agem de diversas formes

Interacdo com a matriz extraceular — O anti-oncogene DCC produz
uma proteina transmembrana que interage com componentes da matriz  extraceular,
sendo responsavel pda sndizacdo da inibicdo do crescimento por contato entre as
cdulas, perdidas nas neoplasias.

Regulacdo da transducdo — O anti-oncogene N1 age indivando a
proteina do proto-oncogene ras. Esta proteina € um transdutor, que tem como funcéo
levar @0 nicdeo a informacdo de que a cdula esd sendo edimulada por fatores de
crescimento ligado aos receptores de membrana Em casos de inativecdo do NF1 por
mutacio ou delegcdp, 0 dnd transdutor ndo sera inibido, gerando estimulo continuo para
acdulaentrar em mitose.
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Regulacdo da transcricdo do DNA — Os anti-oncogenes Rb e p53 20 0
protétipo deste grupo. O gene Rb foi o primero anti-oncogene a sa descoberto, durante
estudos do retinoblastoma, neoplasia mdigna da retina A proteina codificada pelo gene
Rb ou gene Rb aua impedindo a cdula de sair dos estégios G/G, e entrar na fase S do
cdo cdula. Quando a cdula sofre esimulos mitogénicos, a proteina codificada pelo
gene Rb é indtivado, pemitindo a progressio do cido proliferaivo, porém antes da
formacdo das clulasfilhas eta volta a sua forma diva, impedindo que o cido
continue indefinidamente. Quando este gene € indivado (por ex. pelo virus HPV e
SV40) ndo ha esse bloqueio e acdulaainge asua“i mortdizacéo’.

O p53 - é um dos genes responsives pda integridede do genoma. E aivado peo
surgimento de DNA dterado, aravés de mecanismos ainda néo totalmente esclarecidos.
Sua ativagdo produz uma proteina que etimula a sintese de outras proteinas, que véo
auar inibindo a replicacdo cdular aravés da ligacdo com o antigeno de proliferacéo
nuclear (PCNA) e edtimulando as enzimas de reparo do DNA. Caso o reparo do DNA
sga completo, 0 p53 € indtivado e a cdula retorna a0 estado normd. Caso ndo hga
reparo satisfatorio, a céula permanece impedida de replicar e € induzida a apoptose.

Cientigas sdbem agora que as cdulas gedmente morrem por gooptose,
freqlentemente pela ativagdo da p53. Cdulas em que fdtam a p53 ou que produzem
dtos nivels da proteina inibidora Bck2, podem, assm, tornaremse imunes aos efeitos
dos tratamentos contra cancer e prosperar em metéstase.

A apoptose é obtida por meio de uma rota aiva que executa um programa de
morte celular, e 0s componentes da rota podem edtar presentes em muitas ou em todas
as cdulas eucaridticas (BUDILON, 1995 ; LEWIN, 2001).

Segundo Godar (gpud MARTINES, 2003), ocorrem trés temos referentes a
apoptose: imediata, intermediaria e tardia Apoptose imediata € provocada em menos de
mea hora e € um mecanismo pré -MCP (morte cdular programada), isto é , ndo requer
sintese de proteinas. Apoptose intermedi&io ocorre dentro de quatro horas, mas requer
mas que mea hora para iniciar; de acordo com Wang goud Matines (2003) € um
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mecanismo pré - MCP. Apoptose tardia ocorre apés 4 horas (podendo levar dias) sendo
um mecanismo MCP, dependendo de sintese de proteines.
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3. OBJETIVOS

o Comparar a acdo do veneno totd e fragbes da Cdt sobre a proliferacéo

cdular.

Q Avdiar a agdo do veneno totd em diferentes concentragbes na atividade
mitocondrid das cdulas Hep-2.

o Avdiar o tipo de morte cdular ocasonada por diferentes concentragbes
do veneno totd.

o Andisar as fragbes do veneno de Cdt que Sfo citotdxicas para as céulas

Hep-2.
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4. MATERIAIS

4.1 Linhagem Cdular

A linhagem utilizada foi Hep2 (carcinoma epidemodide da laiinge, de um
homem de 56 anos) (cancer Res. 15: 598, 1955) adauirida do banco de cdulas do Rio
de Jndro (BCRJ). As cdulas foram cultivadas em garafas pléaticas Nunc 25 cnf,
utilizando o Meo Minimo Essencid (MEM) suplementado com 10% de soro fetd
bovino, 1 % de atibidtico Antibiotic Antimycotic (Gibco), mantideas em incubadora
(Forma Scientific), com controle automético de temperatura (37°C), a uma amodfera a
5% de CO, . No procedimento padréo des sub culturas, foi utilizado a técnica de

tripsinizacéo.

4.2 MeodeCultura(Gibco BRL)

MEM — Meo Minimo Essencid, na composcio dete meo de cultura so
encontrados  todos os aminoé&cidos  fundamentals, D-glicose, indicador vermeho de

fenal, vitaminas e sais inorgénicos. Conservado em cmarafriade 2 a8°C.

4.3 Soro Fetal Bovino (SFB) (Gibco BRL)

Utilizado na suplementacdo de meios de cultura Em sua composcdo bésica
encontra-se  insuling, hormonios e faores de crecimento. A solugdo estoque  foi

conservada em freezer a-20°C.
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4.4 Crescimento e Manutencdo de Culturas Cdulares

As céulas estocadas em nitrogénio liquido foram preparadas em uma garrafa de
cultura de 25 cm? (Nunc); contendo 1 mL de cultura de cdulas (-10° cdulagmL) e
adicionadas a 2 mL de meo de cultura enmriquecido com 10% de soro fetd bovino
(Gibco BRL). A midura foi entdo incubada a 37°C, em amosfera de 5% de CO,. Foram
monitorizadas no microscopio Optico, livres de contaminagdo e a cada dois dias foi
trocado 0 meo. Edas cdulas foram subcultivadas aravés de tripsnizagdo, quando a
dend dede de cd ula formava uma monocameada confluente.

4.5 Veneno

O veneno totd e as fragbes do mesmo foram gentilmente cedidos pelo

Serpentério do Centro de Estudos da Natureza (CEN) da UNIVAP.

Nos experimentos foi utilizados o veneno totd das sarpentes jovens (1 més)
Crotalus durissus terrificus e as fragdes do veneno das serpentes adultas da Crotalus

durissus terrificus.

4.6 Tampéo Fosfato 0,2 M (Anexo 01)

4.7 Tampéo Fodfato Salina (PBS) pH 7,0 (Anexo 01)

4.8 Tampéao Phem — Solucdo estoque pH 6,8 (Anexo 01)
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49 Tripsna — Solugdo esoque pH 7,2 (Anexo 01). A tripsna € uma
proteese que digere as proteinas, desdobrando-as em polipeptideos de peso vaiavd,
destruindo a trama protéica que liga as cdulas umas & outras. A ede proceso
denomina-<e tripsnizagdo (CARVALHO, 1996).

410 MTT - (Sgma) Brometo de 3-(4,5dmeiltiazd - 2 -il)- 25 - difeni
tetrazolio - Soluggo eoque 5mg/ mL.

411 DAPI - (Molecular Probes Inc. USA) - 4, 6 - Diamidno - 2 -
fenilindol. ConcentracZo de 300 nM.

412 Ludferin - Luciferase -(ATP-Sgma). Solugdo estoque: 10 mg/ mL.
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5. METODOS

5.1 Fracionamento do veneno da Cdt

O veneno da Cdt (756mg) foi dissolvido em tampdo 50 nM TrisHCL, pH 75 e
centrifugado (13.000xg, 3 min). O brenadante foi gplicado a uma coluna (1.6 cm x 70
cm) de superdex 75 equilibrada com o mesmo tamp@o. O veneno foi duido com tampéo
Tris (30mL/h, 2mL/ffracdo) e o pefil de duicdo foi monitorado a 280 nm. Foram
obtidas ste fragbes (FLF2, F3, F4, F5, F6, F7), os quas foram testados para dividade
fodolipddca (Beghini et al., 2000) e dtotoxicidade A concentragdo protéica das
fraches foi determinada pdo méodo de Lowry et al. (1951), usandose a dbumina
bovina como padrdo. O procedimento foi redizado no laboradrio do Dr. Sephen
Hydop no Departamento de Farmeacologia da Unicamp - Campinas- SP.

52 TESTE DO MTT (Viabilidade Celular)

Ede tete condge na avdiagdp na aividade mitocondrid de cdulas vidves a
patir da presenca da enzima mitocondria succinato desidrogenase. A presenca dessa
enzima ocasona uma reacdo com o MTT, formando crigtais de formazana, que gpds a
dissolucdo desses cridals com 0 solvente orgénico (DMSO), foi redizada uma letura
espectofotométrica A densidade dptica obtida é diretamente proporciond a0 ndmero de

cdulasvivas.

As cdulas Hep-2 foram plaqueadas (5 x 10* cdlulas / poco) em placa Nunc de 96
pocos e manttida por 24 horas em meo MEM com 10% SFB e 1 % de antibidtico em
edufa a 37°C com 5% CO, paa sua adesdo. As cdulas foram separadas em dois

grupos controle e tratadas. As cdulas tratadas foram incubadas com o veneno tota
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de serpentes jovens, nas seguintes concentragdes 1, 5, 10 e 50 pg/mL por um periodo
de 1, 4, 8 e 24 horas. Em um outro experimento, seguindo 0 mesmo protocolo acima, 0O
gue com concentragdes de 0.5, 1 e 5 pg/mL em 24, 48 e 72 horas.

Com as fragbes F1, F2, F3, F4, F5 , F6, F7 do veneno da Cdt (Fracionamento
citado acima), as cdulas foram incubadas com a concentragdo de 1i1g/mL pelo periodo
de 1, 4, 8 e 24 horas e concentragdes de 0.5, 1 e 5 pg/mL por um periodo de 24 e 48
horas.

Apés o0 periodo de incubacdo devida com o0 veneno, o meo foi removido
cuidadosamente e 0 MTT foi adidonado em 10 iL / pogo de MTT + 90iL / pogo do
meo (concentragéo find do MTT de 0.5 mg/mL/pogo), e as placas incubadas mais uma
vez por 3 horas em 37°C com 5% de CO.. Durante esse periodo o MTT foi convertido
a um s formazana, insOlivel em &gua, pea aividade metabdlica das cdulas viaveis.
Sobre 0s precipitados de formazana adicionou-se 0 solvente orgénico dimetilsulfoxido
(DMSO - 200iL / pogo) e a placa foi mantida sob agitacdo para a solubilizacdo dos
crigas de formazana por 15 minutos Apds todos os crigas serem disolvidos a
densidade dtica (OD) foi medida em um espectrofotdmetro, Spectra Count ™ Packard,
ussndo comprimento de onda de absorbancia de 570 nm. Apds ede traamento os
resultados foram plotados no programa GraphPad Prism com média e desvio padréo de
2 experimentos com amodtras em triplicata
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5.3 MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Andisss fetas a0 microscopio de fluorecéncia revdaam que moléculas
fluorescentes @sorvem luz em um determinedo  comprimento de onda emitindo  um
comprimento de ondamaislongo (ALBERTS et al, 1997 ; REICHMAN, 2000).

Os indicadores de fluorexcéncia, os fludroforos utilizados para  produzir
fluorexcéncia nas cdulas (ou no materid em edudo), gudam a visudizar com maor
nitidez edruturas e processos cdulares em uma &ea eecifica da amodra a ser
observada ou para responder a um estimulo especifico (WHEATLY ; WANG, 1998).

O microscdpio de fluorecéncia € samdhante ap microscopio dptico  comum,
exceto que a luz utilizada, passa por dois conjuntos de filtros, um para filtrar a luz antes
dela dingir a anodra e o outro para filtrar a luz obtida da amogtra O primeiro filtro é
sdecionado de forma a permitir goenas a passagem de comprimento de onda que
excitem o corante fluorescente, enquanto o segundo filtro blogueia a passagem deda
luz, permitindo somente a passsgem dagqudes comprimentos de onda emitidos peo
corante (ALBERTS et al, 1997).

5.3.1 Deteccdo do veneno nointerior da cdula

Para identificar 0 veneno dentro da cdula, foi feto um teste, onde as cdulas
Hep2 plagueadas 1 x 10%, em uma placa de 24 pocos, controle e cdulas tratadas
cultivades em laminulas sofreram a incubacd com o veneno totd da Cdt jovem na
concentracdo de 0.5 pg/mL, e completado para 200iL do meio por um periodo de 2
horas com os seguintes intervdos 15, 30, 1h, 1 ¥%h e 2 horas, em edufa a 37°C e em
uma amosfera a 5% de COp. Em seguida, as laminulas foram lavadas com tampéo |,
para a remocéo de todo 0 meo e fixadas com paraformddeido a 4% por 15 minutos, a
montagem das laminulas foi feta em lémines com N-propil gdao e vedadas com



esmdte incolor e a andise foi redizada em microscdpio de epifluorescéncia, modelo
Leica DMLB com sgtema fotogréfico Leica MPS-30. Foram fetas fotomicrografias do
meteridl.

Em dguns pogos as cdulas continuaram  incubadas com O veneno por um
periodo de 72 horas. Apds este periodo 0 meio com o veneno foi removido e meio novo
foi acrescentado nessas cdulas. Andise foi feita pelo microscopio dptico.

5.3.2 Marcacdo para o Nucleo - DAPI

O DAP é marcador fluorescente especifico para acido nucléico, associado com o
complexo da Adenina - Timina A ligacdo DAP e DNA aumentam sua fluorescéncia

em goroximadamente 20 vezes, devido a0 dedocamento de moléculas de &gua do DAPI
(DAPI, 2002).

As céulas Hep-2 submetidas a0 tratamento com 05 , 1 e 5 ig/mL do veneno
totd da serpente Cdt jovem, foram plagueadas (1 x 10*) em uma placa Nunc de 24
pocos por um periodo de 24, 48 e 72 horas. Foram fixadas com paraformadeido a 4 %
em 01 M de tanpdo fodfato (pH7,2) por 10 minutos e foram lavadas com PBS.
Adicionouse 50 iL de DAP em uma concentracéo find de 300 nM, incubou-se por 10
minutos e lavourse com PBS. A seguir as laminulas foran montadas sobre 1&minas
contendo N-propil gdato, vedadas com esmdte na periferia da laminula Redizou-se
toda manipulacido do materid a0 abrigo de luz. As lamines foram andisadas em
Microscopio de Huorescéncia Leica DMLB utilizando o filtro de exctagdo em
goroximadamente de 358 nm e aniss2o de 461 nm.
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533 TedeLucferin — Ludferase (ATP)

A bioluminexéncia € o resultado de uma reecdo quimica que envolve diversos
componentes. lucifering, luciferase, ATP e oxigénio. Estes s combinam para formar
um produto excitado, cgpaz de emitir luz.

Uma molécula de luciferina € oxidada por oxigénio, em presenca de ATP
(trifofato  de adenosing), ocorrendo assim a formecdo de uma molécula de
oxiluciferina, que € uma molécula energizada. Esse processo SO ocorre na presenca da

luciferase, que é aenzima responsivel pelo processo de oxidaga.

Para cada molécula de ATP consumida durante a rescdo, um foton de luz €
emitido. Portanto, a quantidade de luz emitida indica os nimeros de moléculas de ATP
intracdlular (LUCIFERIN, 2001).

Foram plagueadas 1x10" cduladmL em placas Nunc de 24 pogos contendo
laminulas, as quais foram cultivadas em meo MEM suplementado com 10% de SFB e
1% de antibicdtico, incubadas "overnight" a37°C em atmosfera 5% de CQOp.

As cdulas foram incubadas com o0 veneno totd da Cdt jovem nas concentragles
de 05 1e5ig/ mL por 24 e 48 horas e 0 controle cdular mas o meio, a 37°C em
amosfera de 5% de CO; para que pudesse ocorrer 0 metabolismo cdular. Este teste tem
sido usado paraa detecgdo de ATP.

Passado o tempo as laminulas foram lavadas com tampdo PHEM e foi
acrescentado nas laminulas 201L de luciferin -luciferase (concentraco find 10 mg/mL)
por 20 minutos N0 escuro, em seguida lavado novamente com tamp@ e fixado por 5
minutos com pardformadeido a 4%, lavado com tampdo para a completa remogdo do
fixador e em seguida as l&minas foram montadas utilizando-se n-propil-gdato e vedadas
com esmdte incolor. Foram fetas fotomicrografias do materid em microscdpio de
epifluorescénciamoddo Leica DMLB com sstema fotogréfico Leica MPS-30.
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54 AndliseEgatigica

Apds a verificagd de cada experimento, procedeuse a comparagdo das médias
das amodras tratadas com um controle ndo tratado por andise de varidncia Quando
eda edatidica resultou sgnificativa (P < 0,05) foram efetuadas comparagbes entre as
médias seguindo 0 mé&odo t de Sudent (Zar, 1984). O limite méximo de dgnificanda
condderado foi sempre de 5%. Foi condderado estatisticamente significante quando
P<0,05.
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6. RESULTADOS

A vaitagem da cultura cdular, € que o resultado pode ser obtido com poucas
cdulas, e 0 veneno totd da sarpente Cdt jovem e as fragBes do veneno da serpente Cdt
adulta puderam s gplicados numa concentrago determinada por periodo de tempo
conhecido.

Nese egudo foi importante examinar a atividade do veneno totd, antes de
investigar cada componente purificado em cdulas Hep-2.

O tete MTT foi aplicado para andisyr a ditotoxicidade do veneno totd da
sapente Cdt jovem e as fragbes da serpente Cdt, frente a linhagem cdular Hep2 nas
diferentes concentragbes e em diferentes tempos.

6.1 VENENO TOTAL DA Cdt JOVEM

O teste MTT foi gplicado primeramente para andisr a ditotoxicidade do veneno
totd da Cdt jovem nas diferentes concentragBes (1; 5; 10 e 50 ig/mL) frente alinhagem
Hep-2, por um periodo de 1, 4 ,.8 € 24 horas.
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Figura 5. Avaliacdo da atividade celular apds a incubacdo do veneno total da serpente Cdt
jovem em funcgao das concentragdes crescentesde 1, 5, 10 e 50 i g/mL em linhagem celular Hep-2  por
1, 4, 8 e 24 horas. Média e desvio padréo foram obtidos de 2 experimentos em triplicata. O teste t student
foi realizado para verificar a significancia das amostras. A andlise foi feita pela metodologia do MTT.
Onde *** P < 0,001.

O veneno totd da Cdt jovem frente a linha cdular Hep-2, mostrou que a
aividade cdular diminuiu na 4° hora e ja na 8° hora volta ao normd e em 24 horas a
viabilidade cdular foi maior que o controle (céulas néo tratades).

O tegte seguinte foi gplicado com o veneno totd da Cdt jovem nas concentracBes
(0.5, 1 e5ig/mL) frente alinhagem Hep-2, por um periodo de 24, 48 e 72 horas.
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Figura 6. Avaliacdo da atividade celular apds a incubagdo do veneno total da serpente Cdt jovem
em funcgdo das concentragdes crescentes de 0.5, 1 e 5 ig/mL em linhagem celular Hep-2 por 24, 48 e 72
horas. Média e desvio padrdo foram obtidos de 2 experimentos em triplicata. O teste t student foi

realizado para verificar asignificancia das amostras. A andlise foi feita pelametodologiado MTT.

Houve um dedlinio na viabilidade cdular em um periodo de 72 horas, mas ese
dedlinio ndo foi sgnificativo (P>0,05).

6.2 FRACOES DO VENENO DA SERPENTE Cdt

Além do veneno, foi também avdiada a aividade citotoxica das sate fragOes
obtides na coluna filtragdo, sendo que destes a fracdo 5 (F5), a principd e que
corresponde a crotoxina, continha atividade fosfolipasica Ax.

Para comparar a acdo do veneno total e fragdes da Cdt sobre a proliferacéo
celular no tempo de 1, 4 , 8 e 24 horas na concentracdo  de 1ligml, fo possive
observar que as fragBes purificadas conferem uma citotoxicidade na linha cdular Hep-2.
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Figura 7. Avaliagdo da atividade celular apds a incubagéo do veneno total da serpente Cdt jovem
comparando com as sete fragfes da serpente Cdt adulta na concentragdo de 1 ig/mL em linhagem celular
Hep-2 por 1, 4, 8 e 24 horas. Média e desvio padrdo foram obtidos de 2 experimentos em triplicata. O
teste t student foi realizado para verificar a significancia das amostras. A andlise foi feita pela

metodologiado MTT. Onde*** P < 0,001.

Na 1° hora a F3, F6 e F7 apresentaram ~50 % de cdlulas mortas. Na 4° hora a F1,
F3, F4, F6 e F7 goresentaram ~ 45% das cdulas mortas. Na 8 hora a F1, F3, F5 e F6
gpresentaram entre 45 % a60 % de cdulas mortas e ja em 24 horas as fragbes F3, F4,
F5, F6 e F7 goresentaram entre 45 % a 55 % de cdulas mortas. As Fragdes F3 e F6
goresentaram em torno de 50% de cdulas mortas em todos os tempos avdiados. Em 24
horas, as cdulas incubadas com as fragbes do veneno da Cdt, Sdmente a F1 e F2
demongtram estar vidveis acima de 70 % e as restantes das fragbes estavam mortas em
torno de ~50% (P < 0,05). O teste t student consderou também sgnificante (P< 0,0001)
a 5 ma 4° hora onde houve uma proliferacéo celular (97 % na 1° hora a 183 % na 4°
hora), e nas outras horas ocorreu um dedinio na viabilidade desses cdulas, tornando-se

mortas em torno de 50%.

Com as mesmas fragdes do veneno da serpente Cdt, foi gplicado o teste com o
mesno objetivo de adisar a citotoxicidade frente a linhagem Hep2, nas diferentes
concentragdes (0.5, 1 e 51g/mL), por um periodo de 24 e 48 horas.
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Figura 8. Viabilidade das células Hep-2 frente a fragcdo 1 do veneno da serpente Cdt até 48
horas em fung@o da concentragdo de 0.5, 1 e 5 ig / mL. Média e desvio padréo foram obtidos de 2
experimentos em triplicata. O teste t student foi realizado para verificar a significancia das amostras. A

andlisefoi feitapela metodologiado MTT. Onde * P< 0,05 e*** P<0,001.
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Figura 9. Viabilidade das células Hep-2 frente a fragdo 2 do veneno da serpente Cdt até 48
horas em funcdo da concentragdo de 0.5, 1 e 5ig / mL. Média e desvio padréo foram obtidos de 2
experimentos em triplicata. O teste t student foi realizado para verificar a significancia das amostras. A

andlisefoi feita pelametodologiado MTT. Onde ** P< 0,01 e*** P < 0,001.
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Figura 10. Viabilidade das células Hep-2 frente a fragdo 3 do veneno da serpente Cdt até 48
horas em funcdo da concentragdo de 0.5, 1 e5 ig / mL. Média e desvio padréo foram obtidos de 2
experimentos em triplicata. O teste t student foi realizado para verificar a significancia das amostras. A
andlisefoi feita pelametodologiado MTT. Onde ** P< 0,01 e*** P < 0,001.
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Figura 11. Viabilidade das células Hep-2 frente a fragdo 4 do veneno da serpente Cdt até 48
horas em funcdo da concentracdo de 0.5, 1 e 51g / mL. Média e desvio padrdo foram obtidos de 2
experimentos em triplicata. O teste t student foi realizado para verificar a significancia das amostras. A
andlisefoi feita pelametodologiado MTT. Onde ** P< 0,01 e*** P < 0,001.
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Figura 12. Viabilidade das células Hep-2 frente a fragdo 5 do veneno da serpente Cdt até 48
horas em fungdo da concentragcdo de 0.5, 1 e 5ig/ mL. Média e desvio padrdo foram obtidos de 2
experimentos em triplicata. O teste t student foi realizado para verificar a significancia das amostras. A
andlisefoi feita pelametodologiado MTT. Onde ** P< 0,01 e*** P<0,001.
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Figura 13. Viabilidade ds células Hep-2 frente a fragdo 6 do veneno da serpente Cdt até 48
horas em funcdo da concentracdo de 0.5, 1 e 51g / mL. Média e desvio padrdo foram obtidos de 2
experimentos em triplicata. O teste t student foi realizado para verificar a significncia das amostras. A
andlise foi feita pelametodologiado MTT. Onde *** P < 0,001.
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Figura 14. Viabilidade das células Hep-2 frente a fragdo 7 do veneno da serpente Cdt até 48
horas em fung@o da concentracdo de 0.5, 1 e 51g / mL. Média e desvio padrdo foram obtidos de 2
experimentos em triplicata. O teste t student foi realizado para verificar a significancia das amostras. A
andlise foi feita pelametodologiado MTT. Onde * P< 0,05 e*** P < 0,001.

Na concentracdo de 0.5ig/mL as fragbes 1, 2 e 3 ndo foram dgnificativas nos
dois tempos andisados e na F4, F6 e F7 modraram uma DLs; em 48 horas. Onde as

cdlulas foram incubadas com a concentragdo de 1 ig/mL e 5 ig/mL, todas as fragOes
foram dgnificativas, tanto em 24 horas como também em 48 horas. Da incubagéo
dessas células com a concentracdo de 1ig/mL com tod as as fragBes andlisadas em 48
horas, ocorreu uma DL 3, € com 5 ig/mL a F2, F4 e F7 mosraram uma DLs; e o restante
das fragbes DL4o (F1, F3, F5 e F6).

Neste estudo a dividade mitocondrid dessas cdulas foi comprometida frente &
fragdes do veneno da Cdt.



6.3 Fluorexcéncia

No tete de fluorescéncia 0s nossos resultados indican que veneno é
fluorescente (filtro ultravioleta), por meio da microscopia de fluorescéncia onde foram
redizados os testes com o0 veneno totd da Cdt jovem, podendo ser observado peas
fotomicrografias 15, 16, 17, 18, 19, 20 abaxo:
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Figura 15: Grupo de células Hep-2 controle, sem tratamento. 2.500x.

Figura 16: Células Hep-2 tratadas com o veneno da Cdtjovem (0.51g/mL) por 15 minutos.

Observa-se que o veneno é fluorescente e ocupa toda extensdo celular. Conforme seta. 2.500x.
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Figura 17: As células Hep-2 incubadas com o veneno da Cdt jovem (0.51g/mL) por 30 minutos,

demonstra que o veneno esta em suamaior parte ao redor do nucleo (setas). 2.500x.

Figura 18: Incubacdo do veneno da Cdt jovem (0.5ig/mL) com as células Hep2 por 1 hora.

Nota-se que 0 veneno esta concentrado no niicleo. Como mostra a seta. 2.500x.



Figura 19: Em 1 ¥hora da incubaggo das células Hep-2 com o veneno da Cdt jovem, percebe-se

que o veneno comega a deixar o nlcleo e se espalhar pelacélula (seta). 2.500x.

Figura 20: ApOs 2 horas de incubagdo das células Hep-2 com o veneno da Cdt jovem. Observa-

se apresencado veneno no citoplasmaem grénul os, como mostra a seta. 2.500x.
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O macador DAPI nos forneceu informagBes sobre o nlcleo, permitindo assm
identificar as dteragbes gpos o tratamento das céulas Hep-2 incubadas com 0 veneno
totd da Cdt jovem até 72 horas comparadas com as células néo tratadas.

O grupo controle ndo agpresentou dteragbes na estrutura nuclear (observada na
figura 21, 22). Edta observaco € vdida para todos os tempos do controle.

No grupo tratado com o vereno da Cdt jovem na concentragdo de 05, 1 e 5
igmL por um periodo de 24 horas foi condaado a retracdo cdular, devido a
diminuicdo da adesfo 24 horas gpGs 0 traamento e o0 comprometimento do nucleo
(figura 23). Conforme as fotomicrografias a seguir:
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Figura 21: Células Hep-2 Zontrole (sem tratamento) por 24 horas. Marcado com DAPI..
Observa-se nicleo preservado, cromatina e nicleo intacto. como mostra a seta. 2.500x.

Figura 22: Células Hep-2 controle (sem tratamento) por 72 horas. Marcadas com DAPI. Nota-se
ndcleo intacto. 2.500x.
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Figura 23: Grupo de células Hep-2 tratadas com 0.5 ig/mL do veneno da Cdt jovem por 24
horas, marcadas com DAPI. Nota-se a retraco celular (seta) com alteragdes morfoldgicas no nucleo
(cabecade seta). 2.500x.
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Apds o traamento com 0 veneno por 48 e 72 horas ocorreu 0 comprometimento
do nuicleocom clara fragmentac@o do mesmo (figuras: 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30).

Neste trabadho constatou-se a morte cdular em 48 e 72 horas. Como mostra as

fotomicrografias a seguir:
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Figura 24: Cdulas Hep-2 tratadas com 0.5 ig/mL do veneno da Cdt jovem por 48 horas,
marcadas com DAPI.. Observamse formacdes de prolongamentos nucleares conforme mostram as setas.
2.500x.

Figura 25: Incubacdo das células Hep-2 tratadas com 0.5 ig/mL do veneno da Cdt jovem.
Marcadas com DAPI. Nota-se o comprometimento da célula com agregagdo da cromatina e formagdo de

corpos apopt6tico, apds 48 horas de tratamento, conforme mostra a seta. 2.500x.



Figura26: O tratamento das células Hep-2 com o veneno da Cdt jovem (1 ig/mL). Marcadas
com DAPI. A célula apresenta alteragdes morfol 6gicas com perda da integridade nuclear (seta), nucléolo
grande e rodeado por um halo (olho de coruja), caracteristicas de células neopléasicas, conforme mostra a

cabega de seta. 2.500x.

Figura 27: No tratamento de células Hep-2 com 0.5 ig/mL do veneno da Cdt jovem por 72
horas, marcadas com DAPI, foi possivel observar retragdo celular, comprometimento da célula com clara

fragmentagdo do nucleo, conforme as setas. 2.500x.
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Figura28: As células Hep-2 incubadas com 1i g/mL do veneno da Cdt jovem. Marcadas com
DAPI. Podemos observar ateragcfes no nlicleo com agregagcdo da cromatina na periferia do nicleo e

condensag&o citoplasmatica e nuclear (seta) apos 72 horas. 2.500x.

Figura29: Nas células Hep-2 tratadas com o veneno da Cdt jovem (5i g/mL), marcadas com

DAPI, foi possivel observar os corpos apoptéticos, apds 72 horas, conforme mostram as setas. 2.500x.



56

A producdo de ATP pode ser obsarvada nas fotomicrografias das figuras 30, 31,
32, 33, 34 na cultura cdular Hep-2 incubedas por 24 e 48 horas com o veneno da Cdt
jovem, conforme pode s viso pdo hdo branco perinuclear com formagdo de corpos
apoptdticos. Como pode ser visto a seguir:
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Figura 30: Grupo controle das células Hep-2, sem tratamento por 24 horas. Marcadas com

Luciferin-Luciferase. 2.500x.

Figura 31: Grupo controle das células Hep-2, sem tratamento por 48 horas. Marcadas com

Luciferin-Luciferase. 2.500x.
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Figura32: Nas células Hep-2 tratadas com o veneno da Cdt jovem (5 ig/mL), marcadas com
Luciferin-Luciferase. Foi possivel observar uma producdo maior de ATP em 24 horas de incubagéo.
2.500x.

Figura 33: As células Hep-2 incubadas com o veneno da Cdt jovem (0.5 ig/mL) por 48 horas.
Marcadas com Luciferin-Luciferase, foi possivel observar perda da adeséo celular (seta), concentracéo de
ATP na regido perinuclear (seta larga), condensacdo da cromatina com formagéo de corpos apopt6ticos
(cabecadeseta). 2.500x.
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Figura 34: Comprometimento total do nucleo ras células Hep-2 incubadas com 5 ig/mL do
veneno da Cdt jovem por 48 horas. Marcadas com Luciferin-Luciferase. Notase ATP na regido

perinuclear, conforme as setas. 2.500x.
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De acordo com a literatura, as clulas tumorals sfo capazes de Sntetizar mais
rapidamente as proteinas cdulares do que as cdulas normais e segundo Robbins (2000),
uma das caracteridicas mais nitides da mdignidade sfo as cdulas gigantes neoplasicas
e multinudeadas, confirmadas peos nosos  edudos  Abaxo  modramos  as
fotomicrogrefias das figuras 35 e 36, conforme pode ser vida a retracédo cdular da
célulatratada com o veneno em relacdo ao controle néo tratado.
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Figura 35: Célula Hep-2 incubada com o veneno (0.5 g/mL) por 2 horas. Observa-se uma célula

gigante com trés nucleos (seta). 2.500x.

Figura 36: Célula gigante neoplasica Hep-2 controle (sem tratamento). Marcadas com DAPI.

Nota-se varios nucleos (setas), nucléolos grandes e multiplos (cabega de seta). 2.500x.
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7. DISCUSSAO

O veneno totd da Cdt jovem agiu com efeito citotoxico nas céulas Hep-2,
ocorrendo um destacamento das células do substrato dentro de 2 a 4 horas de incubacéo,
com perda no processo cdular seguida pela agregecdo das cdulas o quad forma
espacos, entdo as cdulas tornando-as redondas e findmente se destacam do substrato
flutuando no meo. Apenas uma populacdo cdular foi dedtacada, a outra aderida a0
substrato, consegue e restabelecer e proliferar, aé mas que o controle (c8ulas néo
tratadas) em 24 horas O pico mé&imo do veneno foi dcancado em 4 hores
permanecendo 30% das cdulas viavess.

Em outro experimento, as cdulas Hep-2 incubadas com as concentraces de 0.5,
1e5 pug/mL do veneno totd da Cdt jovem, por um periodo de 24, 48 e 72 horas. Houve
proliferacdo aé 24 horas e em 48 e 72 horas houve um declinio em sua viabilidede,

emboranéo sgnificaivo.

O resultado obtido para a linhagem Hep-2 frente ao veneno totd da Cdt jovem

as cdulas morreram em torno de 20 % nas véaias concentragbes do veneno por um
periodo de 72 horas, néo houve sgnificandia (P>0,05).

Eses edudos S0 corroborados por Tamieti (2003) que avdiou a aividade
mitocondrid das cdulas CHO-KI (cdlulas de ovaio de hamder chinés) com o veneno
totdl da serpente Cdt adulta nas concentragBes de 10, 50 e 100ig/mL por um periodo de
24 horas e obtendo também o mesmo resultado néo sgnificativo.

Comparando a acdo do veneno total e fragbes da Cdt sobre a proliferagéo cdular
na concentracdo de lig/mL, demondramos o €fe ito citotdxico que as fragbes do
veneno exerce sobre a cultura cdular Hep-2 no periodo de 1, 4, 8 e 24 horas. Obtivemaos
assam, umaDL 3 nas fragdes: F1 e F2 e no restante das fragBes ocorreu DL so. Pode ser
obsarvado que o veneno totd da Cdt em 24 horss induz uma proliferacéo cdular maior.
Porém, dguns pontos ndo estdo muito claros, necesstando de um estudo mais detahado
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paa a compreensio da agdo do veneno na proliferagéo cdular a fim de s determinar

qua afracéo do veneno responsavel por essa proliferacéo.

Com as fragbes do veneno purificado da serpente Cdt, as cdulas plaguesdas
conforme protocolo acima, foram incubadas com as seguintes concentragdes. 05, 1 e 5
ig/mL por um periodo de 24 e 48 horas.

As fragdes do veneno da Cdt apresentaram um efdto ggnificativo na linhagem
celular Hep-2, indicando um efdito citotdxico por este méodo MTT.

O tratamento das cdulas Hep-2 com as fragBes do veneno na concentracéo de 0.5
igmL agpresentou um efeito citotdxico para quase todas as fraghes, com excessdo das
fraches 1, 2 e 3 onde as cdulas morreram em torno de 10 % a 20 % aé 48 horas
andisadas. Com o redante das fragbes obtivemos uma porcentagem de cdullas mortas
em torno de 30 % a 60 %, demondrando entdo um efeito citotoxico dessas fragOes,
nessa concentragdo e nesses tempos de 24 e 48 horas. No entanto em 48 horas

obtivernas DL 5 nes fragdes. F4, F6 e F7.

Na concentracdo de 1lig/mL das fragbes do veneno daCdt frente as cdulas Hep
2, todas as fragbes modraram um €efeito citotoxico (~ 30 % de cdulas mortas) por um
periodo de 24 e 48 horas. A dose letld maior obtida foi da fracdo 1 (Lig/mL) no periodo
de 24 hores de incubacdo, onde acangou DL 7 mas, essas cdulas s proliferaram e em

48 horas estavam viaveis em torno de 70 %.

Com a concentracdo de 5ig/mL das fragbes do mesmo veneno, as cdulas He?
goreentaram sensbilidade pdo mesmo periodo citado acima, onde em 48 horas a
fracdo 2 apresentou DL 60 € DLsp nas fragbes. F4 e F7 e o restante das fragOes

gpresentaram cdl ul as células mortas entre 30 % a 40 %.

O dedito citotoxico pode vir a ocorrer gpds 1 ou 2 cidos cdulares, de acordo com
adroga utilizada. Em nosso estudo esse efeito foi dcangado no periodo de 48 horas.



O pico m&imo da dividede dtotoxica do veneno da Cdt jovem foi dcancado
em 4 horas, gods 24 horas os 30 % de cdulas viaveis haviam s proliferado aé mais que
o controle. Quando incubadas aé 72 horas, estas cdulas mostraram um declinio gpds 48
horas, sugerindo um €feito citotoxico. Embora pdo méodo MTT, ese tede defina o
veneno como sendo ndo citotdxico para a cultura de cdulas Hep-2, devemos congderar
gue, exige a posshilidade da aividade da enzima mitocondrid estar aumentada nas
cdulas tratadas com o veneno devido a uma gpoptose tardia A mitocondria pode
permanecer intacta até a apoptose tardia A medida que a cdula va perdendo a funcio
mitocondrid poderd ser um indicador tardio de morte cdular gpoptdtico.  Nosos
resultados sfo corroborados por Loo E Rillema (1998) que observou em culturas de
neurbnios mudangas morfolégicas associadas com  agpoptose, vérias horas antes da

conversso do MTT.

O tete MTT mede a gpoptose biogquimicamente, mas este tese ndo discrimina
entre gooptose ou necrose, sendo entéo, sensivel a atividade mitocondrid, e de acordo
com ese tede, 0 veneno mostrou ser citotoxico, somente nas fragbes purificadas, em
todas as concentragdes por um periodo de 48 horas. Testes mais especificos deverdo ser
faitos, afim de se determinar aagéo molecular de cada fragéo frente alinhagem cdular.

Um mé&odo mas apropriado sia a microscopia detrdnica, que  fornece
evidéncias morfologicas definitivas de apoptose, ndo sendo um méodo goropriado para
quantificar a apoptose Um méodo quantitativo mais goropriado seria a identificago do
nGcleo gpoptdtico pela detroforese em gdl de agarose.

O tede de dtotoxicidade aorange a populacéo cdula como um todo e foi
detectado pela microscopia de fluorescéncia gpoptose pontud, pelo marcador DAP e
peo tese da Bioluminescéncia, indicando que entre 10 a 20% das cdulas morreram por
gooptose, sendo este entdo um dado muito importante, pois tavez se tivéssamos tatado
a cultura cdular com as concentragdes citadas acima, por um periodo de 8 em 8 horas
com 0 veneno da Cdt, tavez obtivéssemos um resultado de gpoptose ou necrose totd.
Esses estudos sfo corroborados por Ferreira et al (2004), em seus estudos com cdulas
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HeLa gpds terapia fotodindmica com ALPcS, andisando a mitocndria, citoesqueleto e
reticulo endoplasmético.

Em outro experimento apGs sstenta e duas horas da adicdo do veneno, as cdlulas
foram lavadas e 0 meo fresco foi acrescentado, e essa populacéo cdular foi capaz de
recupera-se, mostrando entéo um efeito reversivd do veneno da Cdt, resultado que é
corroborado com Borkow et al (1994) que trabdhou com veneno Crotalidae e cdulas
endoteiais de bovinos e ratos

De acordo com os resultados observados nas fotomicrografias (1 controle, 2
15minutos 3 30minutos, 4- 1 hora, 5 1%hora, 6 2 horas) obtidas por microscopia de
fluorescéncia, aos 15 de incubagd com o veneno da Cdt jovemn, foi modrado que o
veneno penetrou (em contreste com o0 controle) e permaneceu didribuido em  toda
extens®o cdular em 15, 30, 1h, 1%2h e 2 horas. No periodo de 1 hora foi nitida a
presenca do veneno na regido do nlcleo e em 2 horas a célula parece excretar 0 exceso
do veneno ou meabolizar. Td resultado necessta de um edudo mas profundo para
melhor compreender a acéo do veneno.

Em 24 horas foi possivd observar 0 aspecto morfologico das cdulas Hep2
frente a0 veneno da Cdt jovem nas concentragbes de 05, 1 e 5ig/mL, que foram
observadas por microscopio de fluorescéncia, a cromdina condensada na periferia do
nicleo, um afastamento da membrana nucdear em rdagdo a0 citoplasma, indicando
perda da adesfo desta membrana e inicio de invaginacdo do nicleo sugerindo formacéo
de corpos gpoptdticos. (Figuras 23). O tatamento nas céulas Hep-2 com veneno da Cdt
jovem por 48 e 72 horas foi condtatado a retracéo cdular devido a diminuicdo da adesio
e 0 comprometimento do nicleo com a formacdo de corpos gpoptdticos a0 longo da
membrana plasmdica (figuras 24, 25, 26, 27, 28 29) que resultou em morte cdular por
"gooptose  tardid'. Edes resultados sfo  corroborados por  Goddar (1999 gpud
MARTINES,2003) que citou em seus trabahos trés termos referentes a gpoptose
imediaa, intermedi&ia e tardia Apoptose imediata é provocada em menos de meia hora
e € um mecanismo prémorte cdular programada (MCP), ido € n&o requer sintee de

proteinas. Apoptose intermediaia ocorre dentro de quatro horas, mas requer mas que
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mea hora para inidar (WANG, 1997 goud MARTINES, 2003) e € um mecaniamo pré -
MCP. Apoptose tardia ocorre gpos 4 horas (podendo levar dias) e € um mecanismo
MCP, dependente de sintese de proteines.

Na deteccdo de ATP, no qud o méodo da bioluminescéncia € o resultado  de
uma reecdo quimica que envolve diversos componentes, Ludferin-Luciferase, ATP e
Oxigénio. Egtes combinam para formar um produto eetronicamente excitado cgpaz de
emitir luz e aluz dareacéo € medida por fluorescéncia

LUCIFERIN + LUCIFERASE + ATP+ OXIGENIO =
PRODUTO EXCITADO + LUCIFERASE = LUZ (LEAO ; L. ; GRIMBERG ;
K. E.; LUCIFERIN, 2001).

As cdulas tumorais sB0 cgpazes de gerar bastante ATP para preservar funges
cdulares fundamentais, manutencdo tais como: de gradientes iGnicos, que aravessam as
membranas cdulares, controle no caminho de Sndizecdo intracdular, Sintese de

proteinas e progressio do ciclo celular.

Foi mogrado que gpGs 24 horas de incubagdb com o veneno, as mitocondrias
goresentavam intensa produgdo de ATP (figura 32), em comparagdo com o controle
(figura 30 e 31) e em 48 horas as mitocOndrias gpresentavam ainda dto potencia de
membrana ocorrendo  contragd da  membrana  citoplesméica vaios  vaclolos,
concentracd0 de ATP na regido perinuclear, condensaco da cromatina, com formagéo
de corpos gpoptdticos, sugerindo a utilizacdo do ATP para 0 processo gpoptético e néo
paa a metabolizacdo do veneno, ja que apoptose ocorre com gasto de energia, conforme
pode s vido peas fotomicrografias 33 e 34. Edes resultados sfo confirmados pelo
tete MTT e visudizacéo pela marcacéo com o DAPI.

O edtudo das neoplesas € um dos assuntos mas importantes da medicina. De
acordo com Robbins (2000) tanto as cdulas neoplésicas como seus nlceos o
pleomorfos, variando grandemente em tamanho e forma Freglentemente, o nicleo
ocupa a maor pate da cdula, a reacédo nlceo-citoplasma sendo de 1 para 1 ou,
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mesmo, de 2 para 1, enquanto a relacdo norma é de cerca de 1 para 4. Exige aumento
da cromatina nuclear, ou sga, hipercromesa  Freqlentemente, acha-se reunida em
massas grossaras, paticulasmente na vizinhanga da membrana nudear, tornando mas
nitida a margem do nideo. Os nudéolos sSo grandes e adgumas vezes mltiplos, em
cetos casos rodeados por um hdo, criando um aspecto assm chamado “olho de
corujd’. Essas caracterigticas foram observadas neste trabaho sendo corroborados por
este autor, conforme as fotomicrogrefias: 35 e 36.

Segundo  hipdtese de Holley (gpud BRAGANGCA, 1976), ocorre modificagbes
nos componentes da superficie cdular de céulas cancerosas resultando diferencas no
trangporte de certos nutrientes dentro de cdulas mdignas. Braganga (1976), revelou que
a fracdo 6 (P6) do veneno da Nga € citotoxica a certas cdulas tumorais. A P6 combina
com componentes da membrana (lipoproteines) de cdulas suscdtivels, inibindo a agéo
da enzima Na', K - ATPase no limite da membrana com uma atuacio destrutiva sobre
essas cdulas, conferindo, entdo, diferencas nas membranas das cdulas mdignes e

normas.

Conforme Cotte et a (1972), a auacdo do veneno Cdt em céulas Hep-2
depende da concentracdo do veneno e do tempo de contato. Foi demondrado por de
gue o0 veneno tem um efato marcante nas cdulas, resultando em morte cdular, e que
ataca inicdamente o nideo. Foi observado também que para quaquer concentracdo
maor que 5 ig/mL, ocorre perda da adesfo e morte cdular em menos de 6 horas sendo
o efeto citopatogénico dependente do tempo. Seus estudos demongdraram que em 120
minutos ocorreu um aague moderado. Em nosos estudos foi encontrado 30 % de
cdulas vidvels nesse mesmo tempo com o0 veneno da Cdt jovem nas concentragdes
abaixo e adma de 5 igmL, ou sg9a 05, 1, 5 10 e 50 ig/mL, porém as céulas s
proliferaram &é mais que o controle em 24 horas e em 72 horas obtivemos 80 % de

cdulasvidvess, contradizendo, entdo, que o efeito Ndo sga em funcéo do tempo.

Porém, o0 veneno contém um grande nimero de proteinas (90 % a 95 %),
composto ndo protéico e enzimas, sendo a principd, a fodfdlipase A2 que tem aividade
hidrolitica, protedliica e 0 estudo bioldgico tem modrado que eta aua sobre a
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morfologia mitocondrid (BRAGANCA, 1976 ; RABINOVITCH, 1973 goud SILVA et
al, 1997 ; VARANDA : GIANNINI, 1994). Segundo Donato et al (1996), a fosfolipase
A, do veneno da Cdt possui aividede antiproliferativa e tem como dvo cdular os
receptores  trangmembrana  envolvidos na gndizacd do crexcimento (EGH -
Receptores do fator de crescimento epidérmico). Mdo et al (2004), conduiu que a
despolarizacdo da membrana plasmdica sga o indicador no dano cdular induzido pea

crotoxina

Nas cdulas incubadas com o veneno da Cdt jovem, foi evidenciado que em 1
hora 0 veneno estava concentrado ao redor do nddeo,. indicando que tavez o nideo
sga o principd indicador no dano cdular mas, tdvez nem todas as fragbes ainja o
mesmo avo, podendo ser que possa dingir primeiro oS receptores de morte,
desencadesndo a cascata intracdlular ou, atingir a membrana plasméica fazendo com
gue ocorra a permesbilidade da cdula e induzindo eda a gpoptose ou necrose, ou anda
atrapa har os snais extracdular e intracelular que culminard com amorte celular.

Para uma futura gplicacdo prética no campo da medicina e da famacologia, os
pesquisadores tém interesse em entender a relacdo entre o hospedeiro e o crescimento
neoplésco bem como as molémlas extringecas & cdulas que sfo dndizadoras, liga-se
aos receptores  cdulares  especificos, desencadeando uma  cascata Sindizadora
intracdlular que culminara em uma regposta na expressio génica da cdula que eda
sendo edimulada pdo snd. Edudos in vitro nos posshilitam determinar a toxicidade
de agentes quimicos, determinar 0 caminho bioquimico dessas moléculas Sndizadoras
e dexo agui minha modesta colaboracdo neste campo, egperando que a mesma tenha
acrescentado algo cientificamente.
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8. CONCLUSAO

» O veneno totd da sarpente Cdt jovem causou danos cdulares irreversivels
em torno de 10 % a 20 % nas cdlulas Hep-2 submetidas ao tratamento.

» Nas fragbes do veneno da Cdt, onde as cdulas Hep-2 foram submetidas a
esse tratamento, de 30% a 70% dessas cdulas foram obsarvadas morte cdular.

» Ocorreu um aumento na sintese de ATP, sugerindo esse aumento para O
processo gpoptdético, uma vez gue a gpoptose ocorre com gasto de energia, ndo podendo
sr definido se a mitocondria foi ou ndo dterada pelo veneno, uma vez que da
permanece intacta até a apoptose tardia.

> As céulas neoplésices Hep2 submetides a0 veneno da cascave  jovem,
mogrourse com dteragdes no nideo e induziram a "Morte Cdula” por "Apoptose

Tadid', vigo que as dteragbes na adesfo cdular foram evidenciadas em 24 horas gpés
0 tratamento com o veneno.

> As fragdes que apresentaram DL sy foram: A Fragdo 2 com a concentracéo de
5ig/ml efracdo 4, 6 e 7 com a concentracgo do veneno de 0,51 g/ml.
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9. ESTUDOS FUTUROS

X Citotoxicidade do veneno da serpente da Cdt adulta incubada com a linha
celular Hep2 por um periodo de 72 horas com intervaos de 24 horas, e com as fraghes
do veneno da Cdt jovem, a fim de determinar se exide diferenca entre os venenos das
serpentes Cdtjovem e adulta

< Deve == identificado como o veneno entra e sai da célula, ou e 0 veneno
€ metabolizado dentro damesma

X Fazer todos os testes com as mesmas amostras do veneno da serpente, e
posteriormente fazer 0s mesmos testes com amostras de serpentes diferentes do mesmo
género, no intuito de identificar se a composicdo do veneno de diferentes serpentes pode
atuar diferentemente nestes testes, uma vez que na literatura encontra-se diferenca na
CcOmposicio do veneno das sarpentes tanto em origem geogréfica, quanto a idade e a0

EXO0.

X Edudar de uma mandra direla o veneno. Primero, isolando uma
determinada proteina, segundo, determinando sua caracterizacdo biogquimica e entéo
determinando sua atividede biologicain vitroe in vivo.

<> Identificar a expressio dos genes em caminhos apoptdticos pelos
receptores (Fas TNF) em cdulas Hep-2 tratadas com o veneno da serperte Cdt jovem e
adulta

X Nas cdulas tratadas com o veneno, identificar se 0 processo gpoptdtico é
dependente do tipo de veneno (tratar as cdlulas com outros venenos). E também tratar
outras cdulas, induindo cdulas normals, com 0 mesmo veneno da sarpente Cdt jovem e
adulta
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/7

< Produzir anticorpo das fragbes do veneno em camundongos e aplica-las a
cultura cdular Hep2, marcando com uma sonda fluorescente, o0 caminho intracdular

dessasfracoes.
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GLOSSARIO

Anti-oncogene: S0 genesinibidores da proliferacéo celular

Apoptose: Morte cdular programada

Cagpase: Cigeina-aspartato-protease

Citocromo c: Proteina intermembrana mitocondrid

Oncogene S0 proto-oncogenes divados

Pardisiaespédtica: Enrijecimento da musculatura

Proto-oncogene S80  genes rdacionados com 0 crescimento, diferenciagédo e
proliferacd0 cdular normais.  Codificam fatores de crescimento, receptores de
membrana e proteinas celigagdo do DNA.

Rabdomidliss Sindrome na musculaura  esqueética, resultando em um
extravazamento paa 0 plaama do conteldo de cdulas musculares (mioglobuling,
potassio, fofao, ec.)

Retinoblastoma: Neoplasa mdigna daretina



ANEXOS (01):

Tampéo Fodato 02 M

Soluggo A (Fisher Scientific)

NaHPO,. HO

2769/ 100 mL
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Soluggo B (Fisher Scientific)

NaHPO4. TH20

5369/ 100 mL

Ou

NaH2PO4. 12H0

7179/ 100 mL

Ou

NaH2PO4

2849/100mL

Solucdb A P 165mL +
SolucdoB b 335mL
500mLpH 7.1




Tampéo Fosfato Salina (PBS) pH 7,0
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Tampéo Fosfato 0,2 M 50 mL
Agua Dedtilada 950 mL
NaCL (Merck) 99

Tampé&o Phem — Solucdo estoque pH 6,8

Pipes (Sgma). 1036 g
Hepes (Sigma). 3259
EGTA (Merck) 190¢g
MgCl, (Merck) 0279
Agua ultrapura 500 mL

Tripsna— Solucdo estoque pH 7,2

Tripsina (Gibco BRL) 01%

EDTA (Calo Erba) 005%

PBS 100mL




