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INTRODUCAO

0 endotélio é responsavel pela regulagdo do
sistema cardiovascular e a fonte de muitos
fatores que influenciam o fluxo sangiineo, a
coagulacdo e a angiogénese. O endotélio pode
ser considerado o maior érgao do corpo; sendo
formado por uma monocamada de células
envolvidas no tdnus vascular e na liberagao de
substancias vasoativas. Estas caracteristicas o
elegeram ao longo da evolugdo, um alvo
importante para a agdo de diversos
componentes dos venenos ofidicos. Por outro
lado, estas moléculas tem sido uma fonte
muito importante no desenvolvimento de
novos farmacos devido a alta especificidade
nos diversos sistemas fisioldgicos.

A giroxina é uma serinoprotease presente
no veneno da cascavel Crotalus durissus
terrificus. Possui atividade coagulante,
hipotensora e é responsavel por uma sindrome
neurotéxica denominada rolamento em barril.
Resultados recentes sugerem que a atividade
neurotdxica apresentada pela giroxina seja
decorrente de acdo indireta, através de um
mediador capaz de induzir o giro [1].

Considerando a comprovada participagdo do
6xido nitrico no controle da pressao arterial e
em diversos processos neurologicos, o NO
pode estar envolvido no mecanismo de agdo
desta toxina.

Este trabalho estd inserido na Atividade 19
do Plano Diretor 2005 do IPEN - “Biofarmacos
derivados de toxinas animais”.

OBJETIVO

Neste trabalho sera abordada a
possibilidade da agdo direta da giroxina sobre
células endoteliais em cultura, avaliando-se a
atividade das enzimas oxido nitrico sintase
endotelial e induzida.

METODOLOGIA

O veneno de Crotalus durissus terrificus foi
obtido do CEVAP, UNESP, Botucatu. A giroxina
foi purificada por cromatografia de gel filtracdo
e afinidade [1]. As células endoteliais ECV304
foram cultivadas em meio RPMI com 10% de
soro fetal bovino (SFB) e 5% de antibiotico e
fungicida, a 37°C com 5% de CO,. Para o
ensaio foram distribuidas 90.000 células/placa
(5 cm de didmetro) e cultivadas por 48 horas.
Em seguida, foram cultivadas por mais 12
horas com o meio sem SFB. A giroxina foi
diluida em meio sem SFB nas concentragdes de
1ug e 5ug/2 mL e colocada em contato com as
células por 15, 55, 95 e 135 minutos.
Decorrido o intervalo de tempo, o0 meio com a
giroxina foi aspirado, as células foram
removidas das placas com “scraper”’, em PBS
gelado, e centrifugadas a 2000g por 5 min, a
4°C. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado estocado a -80°C. Para a
determinac8o da atividade da NOS foi utilizado
o método que avalia a conversdo de
3H.arginina em >H.citrulina [2] (FIG.1).
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FIGURA 1 - Reacgdo de conversao da L-arginina
em L-citrulina catalisada pela NO sintase.

RESULTADOS

Observou-se um aumento significativo da
atividade da NOS total quando comparada ao
controle, sendo que aos 15 minutos ocorreu a



maior diferenca (FIG.2). No entanto, quando
comparada a NOS total e a NOS induzida a
diferenca ndo foi significativa (FIG.3).
Portanto, a ativagdo observada ocorreu com a
e-NOS.
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FIGURA 2 - Atividade da NOS constitutiva
em diferentes tempos de acdo da giroxina. Por
ANOVA todos os grupos diferem do controle
(p<0,01).

A ativacdo da e-NOS resulta na liberacao de
Oxido nitrico, e este se difunde através da
membrana e penetra na célula muscular lisa
levando a vasodilatacao (FIG.3).
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FIGURA 3 - Atividade da NOS constitutiva
comparada a NOS induzida. Por ANOVA os
grupos ndo diferem entre si (p>0,05).

CONCLUSOES

Este resultado comprova a agdo da giroxina
diretamente na célula endotelial ativando a e-
NOS, portanto, sugerindo a participacdo do
O6xido nitrico na hipotensdo induzida pela
toxina.
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