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INTRODUCAO

Nos venenos de serpentes as serino
proteases sao componentes
preservados ao longo da evolugao e sao
encontradas em espécies de todos os
continentes. Sao denominadas SVSP -

snake venom  serine  proteases;
participam na captura e digestdao da
presa e, em gderal ndao sao o0s

componentes de maior toxicidade do
veneno. Algumas SVSPs reproduzem
muitas das atividades da trombina como
por exemplo, sua acao na hemostasia.
Esta atividade é responsavel por um dos
sintomas mais criticos nos pacientes
picados por serpentes [Camillo et
- al.,2001].

A trombina estimula a angiogénese in
vivo e a formacdo e diferenciacao das

células endoteliais em  estruturas
capilares em ensaio in vitro
(Haralabopoulos et  al.,1997). O

mecanismo pelo qual a trombina induz a
angiogénese ainda é pouco conhecido.

A angiogénese é um fator importante no
sucesso do tratamento de pacientes que
necessitem da reposicao de tecidos
como, por exemplo, em casos de
queimados, radioacidentados etc. As
opcoes de tratamento variam entre
aloenxertos, autoenxertos e outros
substituintes dérmicos.

A associacao de um fator que acelere a
vascularizacdo do substituto dérmico é
um significativo ganho na qualidade do
tratamento, pois a vascularizacdo é a
responsavel pela nutricdo e oxigenagao
das células que irao refazer a pele
(derme e epiderme) do paciente,
promovendo a cicatrizacdo da ferida.
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OBJETIVO

Identificar componentes do veneno da
cascavel brasileira Crotalus durissus
terrficus capazes de induzir a
proliferacdo de células endoteliais.

METODOLOGIA

Fracionamento do veneno. O veneno de
Crotalus durissus terrificus foi
gentilmente doado pelo Instituto

Butantan. O veneno foi fracionado em
Superdex-75, que separa as amostras
por tamanho molecular. O eluente foi
tampdo formiato de amoénio 100mM
pH3,0; fluxo de 05,mL/min e detecgao
da eluicdo pela absorvancia em 280 nm.
Analises das proteinas. A concentragao
protéica das fragbes foi medida com o
método de microBradford. Em seguida,
aliquotas de 100 pg foram secas em
centrifuga liofilizadora. A composigao de
cada fracao foi  analisada em
eletroforese em gel de poliacrilamida
15%, em sistema descontinuo de
tampbes A  atividade enzimatica
(serinoprotease) foi pesquisada nas
fracbes com o ensaio colorimétrico
utilizando TAME como  substrato
[Camillo et al.,2001].

Cultura de células endoteliais. As células
endoteliais (ECV-304) foram cultivadas
em meio RPMI com 10% soro fetal
bovino (SFB), antifiingico, antibidtico e
glutamina, a 37°C com 5% CO,. Para o
ensaio de proliferagao celular a cultura
foi sincronizada em Gy da mitose, com a
retirada do SFB do meio por 24 horas.

Proliferacao celular. Foram semeadas
3000 cels/pogo (em placa de 96); apos
terem aderido e estarem sincronizadas,



rececberam o meio de cultura nao
modificado (com SFB) e contendo 10ug
de cada fragcdo, em quadruplicata. O
ensaio foi incubado por 72 horas e
revelado com o método colorimétrico
que utiliza o MTS como indicador de
viabilidade celular.

RESULTADOS

O cromatograma de eluicdo do veneno
crotéalico foi dividido em 21 fragdes. A
analise em eletroforese evidenciou a

presenca de diversos componentes
protéicos em cada fragao.

A comparacdo das curvas de
crescimento das células endoteliais

ECV-304 (Figura 1) comprova que na
auséncia de SFB as células param a
mitose, permanecendo na fase Go.
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Figura 1: Curvas de crescimento das
células EVC-304 em meio com (-A-) e
sem (-A-) SFB (soro fetal bovino).

O ensaio de proliferacao celular permitiu
identificar duas fragdes com atividade
importante; #5 e #11 ultrapassaram os
100% de viabilidade (Figura 2).

Destas fracoes apenas a #5 possui
atividade compativel com uma serino
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protease, podendo tratar-se de uma
SVSP.
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Figura 2: Comparagao da proliferagao
de células endoteliais em cultura sobre
acdo de diversas fragdes do veneno
crotalico. As fragbes que tiveram uma
significativa atividade na indugao da
proliferacdo celular estao indicadas com

as setas.
CONCLUSOES
Nesta etapa do trabalho foi possivel
identificar no veneno crotalico
componentes capazes de induzir a

proliferacdo de células endoteliais em
cultura e iniciar a caracterizagdao destas
proteinas.
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