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RESUMO 

O envenenamento causado por serpentes do gênero Bothrops é frequentemente associado 

com manifestações patológicas locais graves e complexas, o qual inclui edema, bolhas, 

dermonecrose, hemorragia e mionecrose. O tratamento específico para o acidente botrópico 

é a utilização do antiveneno, porém sua ação não se estende as manifestações locais. 

Atualmente, dados da literatura mostram que a fotobiomodulação (FBM), com o laser de 

baixa intensidade (LBI) tem se mostrado uma ferramenta terapêutica eficaz contra os efeitos 

locais causados por veneno botrópico. Assim, o presente estudo investigou os efeitos do LBI 

em mioblastos C2C12 submetidas à ação do veneno de B. jararacussu quanto ao seu 

mecanismo de reparo celular. Para tanto, as células foram incubadas com o veneno (12,5 

μg/mL) e imediatamente irradiadas uma única vez com o LBI nos comprimentos de onda (λ) 

660 nm e 780 nm, densidade de energia 5 J/cm2, potência de 20 mW, energia total 5.0 J, 

tempo de aplicação de 10 segundos por ponto e as células foram analisadas por 3, 6 e 24 h. 

O FBM promoveu: (1) Aumento da viabilidade celular observadas através da contagem das 

células e migração celular observada pelo método de arranhão na camada de célula; (2) 

favoreceu a regeneração muscular pelo aumento de fatores miogênicos de regeneração (Pax7, 

MyF5, MyoD e miogenina);  (3) diminuição dos níveis dos mediadores pró-inflamatórios IL-

1, IL-6 e TNF-α e aumento da citocina anti-inflamatória IL-10; (5) A expressão de p38MAPK 

e caspase 3 não foi alterada pelo tratamento com o FBM, no entanto, esse tratamento causou 

diminuição da expressão de NF-κB; (5) redução do estresse oxidativo, diminuindo a 

produção de H2O2 e óxido nítrico e aumentando os níveis de Glutationa peroxidase (GPx), 

não houve diferença entre a expressão de superóxido dismutase (SOD) e Peroxidação lipídica 

(TBars). Juntos, esses resultados sugerem que proteção da célula muscular pelo LBI parece 

estar relacionada com o aumento de fatores miogênicos bem como a modulação de 

mediadores inflamatórios e de estresse oxidativo.  

 

 

Palavras-chave: B. jararacussu, laser de baixa intensidade, mioblasto, mionecrose, 

viabilidade. 
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ABSTRACT 

Envenoming caused by Bothrops snakes is often associated with severe and complex 

local pathological manifestations, which include edema, blisters, dermonecrosis, hemorrhage 

and myonecrosis. The specific treatment for botropic accidents is the use of antivenom, but 

its action does not extend to local manifestations. Currently, data from the literature show 

that photobiomodulation (PBM), with low-level laser (LLL) has been shown to be an 

effective therapeutic tool against local effects caused by botropic venom. Thus, the present 

study investigated the effects of LLL on C2C12 myoblasts subjected to the action of B. 

jararacussu venom regarding its cell repair mechanism. To this end, the cells were incubated 

with the venom (12.5 μg/mL) and immediately irradiated once with the LLL at the 

wavelengths (λ) 660 nm and 780 nm, energy density 5 J/cm2, power of 20 mW, total energy 

5.0 J, application time of 10 seconds per point and the cells were analyzed for 3, 6 and 24 h. 

The PBM promoted: (1)  Increase in cell viability observed through cell count and cell 

migration observed by the scratch method in the cell layer; (2) favored muscle regeneration 

by increasing myogenic regeneration factors (Pax7, MyF5, MyoD and myogenin); (3) 

decreased levels of pro-inflammatory mediators IL-1, IL-6 and TNF-α and increased anti-

inflammatory cytokine IL-10; (4) The expression of p38MAPK and caspase 3 was not altered 

by the treatment with PBM, however, this treatment caused a decrease in the expression of 

NF-κB;  (5) reduction of oxidative stress, decreasing the production of H2O2 and nitric oxide 

and increasing the levels of Glutathione peroxidase (GPx), there was no difference between 

the expression of superoxide dismutase (SOD) and lipid peroxidation (TBars). Together, 

these results suggest that protection of the muscle cell by LBI seems to be related to the 

increase of myogenic factors as well as the modulation of inflammatory mediators and 

oxidative stress. 

 

 

Key words: B. jararacussu Low-level laser, myoblast, myonecrosis, viability. 
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INTRODUÇÃO  

Os acidentes causados pôr serpentes peçonhentas constituem, ainda, um sério 

problema de Saúde Pública em regiões tropicais do mundo. Devido a sua incidência e 

gravidade, em 2009, a organização mundial da saúde (WHO) incorporou o envenenamento 

por serpentes na lista de doenças tropicais negligenciadas 

(www.who.int/neglected_diseases/diseases/en).  

As serpentes responsáveis pelo maior número de acidentes ofídicos na América 

Latina pertencem ao gênero Bothrops, da família Viperidae. No Brasil, aproximadamente 

90% dos acidentes ofídicos são provocados por serpentes desse gênero, sendo também 

consideradas as mais agressivas (1). Os acidentes causados pelas serpentes botrópicas não 

apresentam alta letalidade (0,31 %), porém devido à alta incidência, são consideradas de 

grande importância epidemiológica no país (2).  

O envenenamento pela espécie Bothrops leva a manifestações sistêmicas 

caracterizadas por náuseas, vômitos, sudorese, hemorragia, hipotensão arterial, insuficiência 

renal e ocasionalmente choque, além de graves manifestações locais como dor, edema de 

instalação precoce e caráter progressivo, equimoses, hipóxia e necrose tecidual (3-5).  

A mionecrose local é uma consequência comum nos envenenamentos causados pelas 

serpentes do gênero Bothrops. A literatura indica que a mionecrose é causada por uma família 

de proteínas denominadas miotoxinas, componentes dos venenos botrópicos, as quais 

possuem características de fosfolipases A2 (PLA2 – são enzimas que clivam o ácido graxo na 

posição de dois dos fosfolipídeos, hidrolisando a ligação entre a segunda cauda do ácido 

graxo e a molécula de glicerol, comumente encontradas  em tecidos de mamíferos e em 

venenos de aracnídeos, insetos e serpentes). A PlA2 e atuam diretamente sobre a membrana 

da célula muscular, por se ligarem e alterarem a membrana plasmática (6,7). Essas miotoxinas 

induzem dano tecidual proeminente, de forma que, as alterações morfológicas são observadas 
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a partir de 15 minutos de inoculação do veneno (8). A miotoxicidade pode, ainda, ser 

consequência da isquemia dos vasos da microcirculação e de artérias intramusculares (6, 9). 

 

 

2.1  Bothrops jararacussu  

 A serpente Bothrops jararacussu está distribuída na América do Sul, habitando a 

mata Atlântica. Essa serpente causa 0,8 a 10% dos acidentes ofídicos registrados no Brasil 

(4). O envenenamento causado por esta serpente tem grande mortalidade quando comparada 

com outras serpentes do mesmo gênero (10), sendo que o grande nível de letalidade, esta 

atribuída aos 30% de miotoxinas encontrada no veneno (11). A mionecrose é o efeito local 

mais acentuado caudado por este envenenamento (5, 12). Ademais, os estudos experimentais 

mostram que o veneno dessa serpente causa necrose muscular a partir das miotoxinas que 

atuam diretamente sobre a membrana da célula muscular, causando dano tecidual 

proeminente (8).  

 

 

        

Lesão e reparo tecidual 

Nas situações de lesão muscular, o processo de formação do novo tecido requer que 

células mononucleadas quiescentes precursoras se tornem ativas, proliferem, se diferenciem 

em mioblastos e se fundam para formar os miotubos. Subsequentemente, os miotubos irão 

sofrer diferenciação e maturação para formar fibras musculares funcionais e reparar as 

miofibrilas danificadas (13-16).  

A Miogênese é a formação do tecido muscular, ocorrendo em três estágios, onde 

os mioblastos atuam fazendo com que haja o acúmulo nos tecidos musculares, promovendo 

proliferação desses mioblastos que são responsáveis pelo crescimento, devido ao acúmulo 
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de células, e a diferenciação definitiva em músculos maduros. Esse processos é 

regulamentado por fatores de transcrição miogênico básico, através da família hélice-alça-

hélice (MyoD, miogenina, Myf5 e MRF4) que são chamados de fatores de regulação 

miogênica (MRFs) e fator estimulante miócito 2 (MEF2), que irão regulantar a expressão de 

vários genes músculo-específicos, como a miosina de cadeia pesada (MHC) e creatina 

quinase (17, 18).  

As células da linhagem miogênica em proliferação, positivas para Myf5 e/ou MyoD, 

são denominadas de mioblastos (19). Os mioblastos tornam-se miócitos diferenciados e 

iniciam a expressão de miogenina e MRF4, os quais regulam a diferenciação dessas células 

(19), para finalmente, no processo da miogênese, os miócitos mononucleados se fundirem para 

formar os miotubos e, o músculo esquelético tornar-se um tecido altamente especializado 

caracterizado por fibras musculares multinucleadas (20). Ainda, a MyoD é expressada no 

tecido estriado vivo em várias situações em resposta a diversos estímulos, sugerindo que ela 

desempenhe um papel importante na plasticidade deste tecido (21). 

A linhagem C2C12 é um subclone da linhagem de células musculares C2, isoladas de 

células-satélites de camundongos adultos (22). Assim, os mioblastos da linhagem C2C12 são 

um bom modelo para o estudo do crescimento e diferenciação celular, porque apresentam a 

maioria das características de células musculares de humano. (23, 24).  

 

 

 

2.3 Soroterapia  

O tratamento preconizado para o acidente botrópico é a soroterapia com antiveneno 

botrópico poliespecífico, que é altamente eficaz contra os efeitos sistêmicos, no entanto, não 

neutralizam com eficiência os efeitos locais. Os estudos experimentais edema e mionecrose 

apenas quando o anti-veneno é administrado rapidamente após o envenenamento(23)  
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Neste sentido, Camey et al, 2002(24,25), estudaram o efeito farmacológico do veneno 

de cinco espécies botrópicas brasileiras e verificaram que o antiveneno foi efetivo na 

neutralização sistêmica da atividade tóxica de todos os venenos testados. Porém, os efeitos 

locais não são neutralizados pelo uso de antiveneno e os mecanismos envolvidos nesta falta 

de proteção, até o momento, nenhum não foi esclarecido.  

Devido à falta de proteção local pelo soro antibotrópico, tem sido crescente o interesse 

em investigar terapias coadjuvantes à soroterapia. Uma possibilidade que começa a ser 

investigada, na neutralização dos efeitos locais induzidos por venenos botrópicos, é a 

utilização de fotobioestimulação(3, 28-39). Nosso grupo de pesquisa e outros têm relatado os 

benefícios da fotobioestimulação no efeito local induzido por veneno botrópico. Neste 

sentido, estudos efetuados com a fotobiomodulação (FBM) mostraram uma diminuição da 

mionecrose(3, 28, 33, 35), inflamação(29, 34), dor(36), edema(37) e hemorragia(34) após a aplicação de 

diferentes espécies de veneno botrópico, in vivo. Embora diferentes estudos tenham mostrado 

a eficácia da fotobiomodulação contra a reação local induzida por venenos botrópico, o 

mecanismo pelo qual a fotobioestimulação exerce seus efeitos, não é conhecido.  

 

2.4 Terapia com Fotobiomodulação (FBM)  

A palavra laser é uma sigla que corresponde “Light Amplification by Stimulated 

Emission of Radiation, a qual significa “Amplificação da Luz por Emissão Estimulada por 

Radiação”(38). A ação do laser consiste na absorção da luz pelos tecidos, resultando em 

modificações no metabolismo celular. Quando o laser é aplicado nos tecidos a luz é absorvida 

por fotorreceptores localizados nas células, sendo capaz de modular as reações bioquímicas 

específicas dentro da célula e estimular uma série de reações em cadeia mitocondrial, 

resultando em síntese de ATP(39, 40).  
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A terapia com a FBM é considerada como um recurso bioestimulante em tecidos, por 

meio de seus efeitos biológicos, tais como analgésicos, antiinflamatórios e cicatrizantes(38).  

A FBM estimula um grande número de processos biológicos incluindo o crescimento 

celular, a proliferação(41) e a diferenciação(42, 43) In vitro, o efeito na proliferação pelo FBM 

tem sido estudado em vários tipos celulares como os fibroblastos, células endoteliais, 

keratinócitos, células musculares, mioblastos e outros tipos celulares.(41-47) Ainda, foi 

demonstrado que a irradiação da FBM estimula a proliferação de células satélites musculares, 

a angiogênese e expressão de fatores de crescimento, desempenhando assim uma função 

importante na regeneração muscular (48).  

 

2.5 LBI e acidentes ofídicos  

Estudos do nosso grupo demonstraram uma redução significativa de mionecrose 

induzida por veneno de Bothrops jararacussu e das miotoxinas BthTX- I e II após tratamento 

utilizando FBM, esse efeito da FBM foi verificado pela diminuição na concentração de 

creatina quinase e redução das áreas de mionecrose do músculo gastrocnêmico de 

camundongos após a administração do veneno de Bothrops jararacussu.(30; 35) Esses dados 

corroboram os de Dourado et al., (2003)(31) que demonstraram uma diminuição considerável 

da mionecrose induzida pelo veneno de serpente Bothrops moojeni, após tratamento com a 

FBM, inibindo a habilidade do veneno de desfazer a integridade da membrana plasmática 

(31).  Ademais, Doin-Silva, et al. (2009)(3), observaram que o tratamento com a FBM causou 

uma melhora da transmissão neuromuscular e uma redução do desenvolvimento de 

mionecrose induzida pelo veneno de B. jararacussu  na preparação de nervo-músculo in situ.  

Ainda, nosso grupo demonstrou a eficácia da FBM na resposta inflamatória local e 

hemorragia após lesão por veneno de Bothrops jararacussu(29) e Bothrops moojeni (34) no 

qual os camundongos foram submetidos à laserterapia combinada com antiveneno, 
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resultando em diminuição de edema, redução do influxo leucocitário e hemorragia após a 

lesão. Esses dados sugerem que a FBM possa ser uma ferramenta promissora para minimizar 

a gravidade dos efeitos locais do envenenamento botrópico.  

 

 

 

 

2.6 Laser e reparo tecidual  

O processo de reparo constitui uma reação tecidual dinâmica, a qual compreende 

diferentes fenômenos, tais como: inflamação, proliferação celular e síntese de elementos 

constituintes da matriz extracelular, incluindo as fibras colágenas, elásticas e reticulares. (49) 

Atuando em nível celular, a FBM provoca modificações bioquímicas, bioelétricas e 

bioenergéticas, atuando no aumento do metabolismo, na proliferação e maturação celular, na 

quantidade de tecido de granulação e na diminuição dos mediadores inflamatórios, induzindo 

o processo de cicatrização.(50, 51)  

Entre os efeitos bioestimulantes mediados pela FBM no processo de reparo tecidual, 

destacam-se: a indução da atividade mitótica das células epiteliais e dos fibroblastos; o 

incentivo à produção de colágeno por estas últimas células; a inibição secretória de alguns 

mediadores químicos; a modificação da densidade capilar e o estímulo à microcirculação 

local.(50, 52) Ainda, a  fotobiomodulação vem se mostrando promissora nos efeitos favoráveis 

na modulação do estresse oxidativo pela diminuição  da ROS(53) e o aumento da atividade 

enzimática  antioxidantes, tais como: superóxido dismutase (SOD), catalase ( CAT) e 

glutationa peroxidase (GPX) (54) 
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 3. OBJETIVO  

3.1 Geral:  

Este projeto tem como objetivo geral analisar o conhecimento das ações da FBM 

sobre células musculares submetidas à lesão por veneno de Bothrops jararacussu.  

 

3.2 Específicos  

Para tal, foram estabelecidas três abordagens:  

1. Estudo do efeito da FBM sobre os mecanismos de regeneração muscular quanto à: 

•  viabilidade pela contagem celular; 

  • migração celular por simulação de lesão na camada de células; 

• a expressão das proteínas envolvidos na via de regeneração: Pax7, MyoD, miogenina, 

Myf5 e Caspase-3 por através da técnica de Western Blot; 

2. Estudo do efeito da FBM sobre a resposta inflamatória quanto à: 

•  expressão proteica de MAPK p38-α e NF-κB por Western Blot;  

•  liberação de citocinas pró- e anti-inflamatórias (IL-1, IL-6, TNF-α e IL-10) por ensaio 

imunoenzimático; 

3. Estudo do efeito da FBM sobre os mecanismos de estresse oxidativo quanto à: 

    •  produção de H 2 O2  por ensaio de fluorescência; 

•  peroxidação lipídica através de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico; 

•  atividade da Superóxido dismutase (SOD) por redução do nito-blue tretazolium; 

•  atividade da GSH pela mensuração da oxidação do NADPH; 

• atividade de peróxido de hidrogênio. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS  

 

Este estudo foi realizado no laboratório de cultivo celular do curso de Mestrado e 

Doutorado em  Medicina da Universidade Nove de Julho (UNINOVE). 

 

4.1  Veneno de serpente B. jararacussu (VBjsu) 

        Foram utilizados venenos extraídos de vários exemplares adultos de serpentes B. 

jararacussu, provenientes do serpentário da Universidade do Vale do Paraíba, fornecidos 

pelo prof. Dr. José Carlos Cogo. Os venenos foram reunidos em um mesmo tubo, 

homogeneizados, submetidos a liofilização e mantidos a -20ºC até o momento da utilização. 

4.2 Células musculares C2C12 

      As células, provenientes da linhagem de mioblastos C2C12, foram gentilmente doadas 

pelo professor José Ernesto Belizário, do Instituto de Ciências Biomédicas - USP/SP. As 

células foram cultivadas no meio de cultura de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, 

Vitrocell, Campinas, SP, Brasil) contendo 10% de soro fetal bovino (SFB), (Cultilab, 

Campinas, SP, Brasil) e 1% de solução antibiótica-antimicótica (Cultilab). 

4.3 Cultivo Celular 

     Os mioblastos foram mantidos em estufa (HEPA class 3110, Thermo Electron 

Corporation, Marietta, OH, EUA) a 37°C, numa atmosfera úmida contendo 5% de CO2. O 

monitoramento do crescimento celular foi realizado a cada 24 horas, utilizando microscópio 

invertido de fase (Eclipse TE 2000U, Nikon, Melville, NY, EUA). 

O subcultivo foi realizado quando a monocamada celular se tornarem subconfluente para a 

perpetuação da linhagem celular, sempre em fluxo laminar (Linha 400, Pachane, Piracicaba, 

SP, Brasil). Para tanto, o sobrenadante foi removido, as células lavadas com tampão PBS 1X 

(NaCl 140mM; KCl 2,5mM; Na2HPO4 8mM; KH2PO 1,4mM; pH 7,4) e tratadas com 

solução de tripsina 0,25% durante 3 minutos a 37°C. Após a incubação, foi realizada uma 

nova lavagem com meio, centrifugação a 1200 rpm a 10°C por 5 minutos (Centrífuga Excelsa 

4-280R, Fanem, São Paulo, SP, Brasil) e posteriormente a ressuspensão em 1 ml de meio 

DMEM. A viabilidade das células foi avaliada por contagem com corante vital azul de 

Trypan (0,4%) e foram utilizadas nos ensaios as culturas com viabilidade maior que 95%. A 

seguir, foram feitas diluições necessárias à semeadura das células, em placas de cultura de 

96 poços. 
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4.4 Preparação de monocamadas de células musculares para ensaios com o veneno 

A partir das culturas celulares obtidas como descrito no item 5.3, foram feitas as 

diluições necessárias para a semeadura das células em placas de 96 poços ou lamínulas de 

vidro. Assim, 1x104 célula/poço foram semeadas em placas de 96 poços e colocadas em 

estufa numa atmosfera úmida contendo 5% de CO2, a 37ºC, por 24 horas. Após esse período 

as células foram incubadas com o veneno, diluídos em meio DMEM, na concentração de 

12,5 µg/mL (49), ou meio DMEM somente (controle) e incubadas por 1, 6 ou 24 h.  

 

4.5 Irradiação laser de baixa Intensidade (LBI): O dispositivo laser utilizado foi o Laser 

da marca DMC® modelo Thera Lase e os parâmetros utilizados estão descritos na 

tabela 1. 

 

Tabela 1. Parâmetros dosimétricos do  LBI.  

Meio ativo InGaAlP  e  AsGaAl 

Comprimento de onda 660nm  e  780 nm  

Densidade de energia 5 J/cm2 

Energia total 5.0 J 

Potência de saída 20 mW 

Densidade de potência 0.33 mW/cm2 

Área irradiada 0.3 cm2 

Área do feixe 0,04 cm2 

Modo de aplicação Pontual 

Tempo 10 segundos 

As células foram irradiadas imediatamente após a adição do veneno na cultura, e foi aplicada 

de forma pontual diretamente no poço pela parte inferior da placa. Os experimentos foram 

realizados em um ambiente com obscuridade parcial para não sofrer interferência da luz 

externa.  

A cultura de mioblastos foi dividida em quatro grupos. Controle: células que foram incubadas 

com meio de cultura DMEM; VBjsu: células que foram incubadas com VBjsu; VBjsu + 660 

nm: células que foram incubadas com VBjsu e imediatamente tratadas com laser (λ 660 nm); 

VBjsu + 780 nm: células que foram incubadas com VBjsu imediatamente tratadas com laser 

(λ 780 nm). 
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4.6 Migração celular  

      Para este ensaio as células foram contadas, um dia do experimento, nas placas foram 

preparadas com uma lamínula estéril em cada poço (0,13-0,16mm GLASSCYTO), 

plaqueado sobre cada lamínulas e em seguida as células foram plaqueadas na quantidade de 

2x10³ células em cada poço, com as células tratadas com o veneno e irradiadas com o LBI, 

esta retornou para a estufa, no dia seguinte após a adesão celular em fluxo laminar, com 

ponteira estéril foi simulado uma ferida nas células, em todos os grupos e observado ao 

microscópio invertido (ECLIPSE TE 2000 UI, NIKON, MILVILLI, NY,EUA) os grupos 

foram fotografados após as feridas, nos tempos de 0 e 24 h. As células foram analisadas, 

morfologicamente, por coloração de hematoxilina e eosina (H & E), as fotos foram tiradas 

em (objetiva no aumento de 20x). 

 

4.7   Ensaio de western blot  

Foi realizado a coleta das células, para o ensaio de expressão de proteínas de MAPK 

p38-α e NF-Кβ para a via de inflamação e para a via de regeneração Pax7, Myod ,miogenina, 

Myf5 e caspase 3, no tempo de  6 horas. Para tanto, os sobrenadantes foram removidos e 

preparadas as amostras. As amostras foram pipetadas em mini-géis de acrilamida a uma 

concentração de 10 a 12% (w/v) em gel de   SDS-PAGE, com 1% de glicerol (w/v) e 0,1% 

de SDS durante 50 min (para visualizar as bandas) a uma amperagem constante de 20 mA 

por gel ou durante 155 min,  com  voltagem a 100 V para garantir a separação de bandas de 

maior peso,  durante a corrida.  Todas as amostras foram aplicadas com um marcador de 

proteínas de peso molecular conhecido – Precision Plus ProteinTM Standards (Bio-Rad). Em 

seguida foi feita a transferência para membranas de Nitrocelulose (Bio-Rad), previamente 

hidratadas, utilizando um dispositivo de transferência da Bio-Rad, o Mini Trans-Blot Cell, 

foi submerso em tampão de transferência 1x. Que foi submetido a uma diferença de potencial 

constante (100V), durante 15 min, para a transferência dos géis para as membranas, em 

seguida foram coradas com  corante ponseau (com o intuito de visualizar a transferência do 

gel para a membrana, (para revelar as proteínas coradas) em seguida as membranas foram 

lavadas. Seguindo depois o procedimento de bloqueio das membranas foram mergulhadas 

em tampão de bloqueio (solução de leite magro em pó 2.5%) com tampão TBST. Por um 

período de 60 min à temperatura ambiente. Depois do bloqueio foram lavadas três vezes com 

tampão TBST e incubadas  overnigth, com anti-corpos primários de captura monoclonal anti-

citocina para camundongo, diluído em tampão de bloqueio. Depois de três lavagens (dois 

ciclos de 5 min e um final de 10 min) em tampão TBST, foram em seguida incubadas as 
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membranas com os anticorpos secundário diluídos em tampão de bloqueio. Depois foram 

feitas mais três lavagens de 10 minutos, em seguida colocada em soluções (ECL) para a 

detecção por quimioluminescência (ECL) em equipamento de leitura (Scanner Storn 860 

Molecular Imager) 

 

4.8 Ensaio de Elisa 

Para o ensaio da determinação dessas citocinas, as células foram plaqueadas na 

quantidade de 2x10³ em cada poço por 24 horas para adesão celular. Após incubação com o 

veneno e aplicação do laser nas células, o sobrenadante foi removido nos tempo de 3, 6 e 24 

horas, para o ensaio de Elisa. As dosagens foram feitas com Kit da R&D Systems 

(menneapolis, MN, USA). As placas de 96 poços, foram adsorvidas com anti-corpo de 

captura monoclonal anti-citocina para camundongo, diluído em PBS por 12hs. Em seguida 

as placas foram lavadas com solução de PBS 0,05% de Tween 20. Os sítios inespecíficos, 

foram bloqueado com PBS contendo 1% de BSA (soro albumina bovina – Sigma) por 1h. As 

placas foram lavadas para a remoção da solução de bloqueio. Em seguida, as amostras 

(100µl) e as curvas foram colocados nos respectivos poços e incubados por 2hs. Ao final do 

período de incubação as placas foram lavadas. O anti-corpo de detecção foi adicionado 

conjugado a peroxidase e incubado por 2hs. As placas foram novamente lavadas e será 

adicionado o substrato da peroxidase (tetrametilbenzidina) deixando reagir de 15 a 20 

minutos. Ao final da incubação, foi adicionado solução de parada (H2so4-2N). As citocinas 

foram quantificadas pela leitura da absorbância (450nm) usando leitor de placas Spectramax 

(Molecular Devices, Sunnyvale, CA). 
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4.11 Ensaio de produção de Glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR). 

    A Glutationa peroxidase (GPx) catalisa a reação de hidroperoxidos com glutationa 

reduzida (GSH) para formar glutationa oxidada (GSSG) e o produto de redução do 

hidroperóxido, a atividade da enzima pode ser determinada medindo o consumo de NADPH, 

na reação de redução acoplada a reação da GPx. A atividade da GPx foi medida em um 

espectrofotômetro, sendo monitorada a diminuição de absorbância do NADPH (a 340nm).. 

(Flohe e Gunzler, 1984)(51) 

         A atividade da enzima GPx foi feito em cubeta de quartzo, onde foram colocados 500 uL 

do tampão de fosfato (0,1 M; pH 7.0), e 100 uL da amostra, 100 uL de glutationa redutase ( 

0,24 U/mL) e 100 uL de glutationa reduzida GSH. Essa solução foi incubada durante 10 

minutos e após foram adicionados 100 ul de NADPH e realizada a leitura, e após 3 minutos 

foi realizada uma nova leitura para monitoramento do consumo independente de 

hidroperóxido. Então foi adicionado 100ul de t-buOOH  12 mM, e o decaimento da 

absorbância foi monitorado durante 5 minutos. As leituras foram feitas em triplicatas. 

(Leitora de Elisa –SpectraMax Plus 384). Para o cálculo foi considerado a última leitura 

realizada. O resultado foi dado em mmol/mim/mL. 

 

4.12 Ensaio de produção de glutationa (GSH). 

   A enzima GSH é um tripeptideo de baixo peso molecular que contém um TIOL, em sua 

molécula e é o substrato para a enzima GPx. A GSH pode ser considerada um agente mais 

importante do sistema de defesa antioxidante da célula protegendo-a contra lesão resultante 

da exposição a qualquer agente. 

     

  H2O2 + 2 GSH → GssG  2 H2O 

O principio da técnica segundo Beutler , Duron e Kelly (1963)(52) Consiste na 

reatividade da GSH com o ácido dinitrobenzóico (DTNB) formando um tiolato (TNB) de cor 

amarelada , (quanto maior  a presença de GSH, mais acentuada a cor) sendo mensurável em 

comprimento de onda de 412nm. 

  2GSH + DTNB → GssG + TNB 

  O procedimento consiste em precipitar o homogeneizado /sobrenadante (amostra) 

com o ácido tricloroacético (TCA 12 %) em uma proporção de 1:1, para o procedimento 

foram colocados 800ul de tampão fosfato , 50ul da amostra precipitada com TCA 12% e 50ul 
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de DTNB. Foram pipetadas 300ul dessa solução e foi lida em triplicata com filtro no 

comprimento de onda de 412nm no espectrofotômetro. (Leitora de Elisa –SpectraMax Plus 

384). E o resultado foi expresso em mM. 

 

4.13 Ensaio de produção de superóxido dismutase (SOD) 

A enzima superóxido dismutase (SOD), é a primeira enzima na eliminação do Ânion 

superóxido tendo duas formas isoformas e ambas tem função comum de converter O2
- em 

H2O2. O princípio da técnica de SOD descrita por Boveris, 1984(53). Consiste na inibição da 

auto-oxidação da adrenalina pela enzima SOD presente na amostra, considerando que a 

Adrenalina permaneça estável em soluções ácidas e espontaneamente se oxida em soluções 

básicas. Favorecendo a formação de Adrenocromo (responsável pela coloração roseada). 

Uma unidade de SOD definida como a quantidade de enzima em 50%  a velocidade do 

detector. A oxidação   do pirogalol leva a formação de um produto  colorido, detectado 

espectrofotometricamente  a 420nm durante 2 minutos. A atividade da SOD é  determinada  

medindo a velocidade de formação do pirogalol oxidado.  

Foi preparado uma solução de tampão de Glicina 50mM, Adrenalina 60mM, Catalase 

10 mM e a amostra diluída 100x (homogenato) sobrenadante foi utilizado pura neste 

protocolo. A leitura foi realizada em placa de 96 poços com volumes diferentes de amostras 

(5ul; 10ul; 15ul; 20ul; e 30ul) em duplicata, foram pipetados volumes diferentes de tampão 

de Glicina para cada volume da amostra (185ul; 180ul; 175ul; 170ul e 160ul) adicionando 

mais 5ul de Catalase e 5ul de Adrenalina em cada poço. Para a curva de Adrenalina foram 

utilizados 5ul de Adrenalina e 5ul de Catalase e 190ul de tampão de Glicina, a leitura foi feita 

em quadruplicata. Em Elisa (Leitora de Elisa –SpectraMax Plus 384) filtro no comprimento 

de onda de 420nm. O resultado da SOD foi expresso em U SOD/mg proteína. 

 

4.14 Ensaio de produção de TBARs 

Esse método utilizado para avaliação do estado de oxidação dos ácidos graxos em 

sistemas biológicos foi descrito por Hermes- Lima, Willmore e Storey (1995).(54) O dano em 

lipídios de membrana e determinado pela formação do subproduto da lipoperoxidação – 

malondialdeido (MDA), as dosagens de TBARs, poder ser usado como marcadores indiretos 

da lipoperoxidação, que é uma substância reativa ao aquecimento do ácido tiobarbitúrico 

(TBar) formada durante a peroxidação em sistemas de membranas e microssomos. O MDA 

reage com o TBARS gerando um produto de coloração rósea que é mesurado em um 

comprimento de onda 532nm.  
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A curva padrão foi realizada utilizando-se do MDA como um controle positivo, em 

concentrações (0,625; 1,25; 2,5; 5; 10; 50 e 100umol). Foram precipitados 200ul da amostra 

com TCA 10%, que após ser mantida em geladeira durante 15 minutos foi centrifugado a 

2200 xg a 4 °C por 15 minutos.  Então foram recolhidos 300ul do sobrenadante e adicionado 

a 300ul do TBAr. E posteriormente foram pipetados 150ul dessa solução de amostra e TBAr 

em placa de 96 poços e levado para ler em Elisa (Leitora de Elisa –SpectraMax Plus 384) 

filtro no comprimento de onda de 532nm . O resultado foi expresso em mmol de MDA/mg 

de proteína. 

 

4.15 Ensaio de produção de Oxido Nitrico (NO) 

O Oxido Nitrico (NO) é produzido a partir do aminiácido L-arginina via  reação 

Catalitica  de desaminação. A enzima NO, possui duas outras isoformas de enzimas que são 

responsáveis pela síntese de NO, na forma neural (nNOS) e a  forma induzível (iNOS), 

estimuladas por citocinas inflamatórias, produtos microbianos e perturbações mecânicas 

.Neste protocolo foi feito utilizando –se  do método de Griess, como descrito por Green e, 

colaboradores (1982).(55) Para esta avaliação na produção de NO, pelas células C2C12, foram 

utilizados 100ul do sobrenadante em placa de 96 poços, as concentrações  de nitrito  presentes 

no sobrenadantes foram obtidos através da análise de regressão linear a partir da curva 

padrão, empregando as diluições duplas e seriadas  de nitrito de sódio a partir de 200mM até 

0,78 mM, as diluições. As amostras foram utilizadas o sobrenadante para o ensaio. O reagente 

de Griess foi preparado adicionando sulfanilamida a 1% e α-naftiletilenoaminohidrocloro 

(NEED) a 1% em 2,5% de H3PO4 e foram plaqueado conforme as diluições, em placa de 96 

poços em Elisa ( Leitora de Elisa –SpectraMax Plus 384) filtro no comprimento de onda de 

540 nm.  

 

4.16 Ensaio de produção de Peroxido de Hidrogênio (H2O2) 

   O peroxido de Hidrogênio é utilizado como fonte para outros reagente oxidantes 

principalmente o radical (OH-), formado pela via oxidação de metais de transição como íons 

de (Fe+2) e cobre (Cu+). A produção de (H2O2) foi determinada segundo o método descrito 

por Pick e Keisari em 1980(56), para este ensaio foram colocados o sobrenadante das células 

, ao volume de 100ul, ao volume da solução completa de vermelho fenol, contendo: 140mM 

de Nacl, 10mM de tampão de fosfato de Potássio, pH 7.0, 5,5mM  de dextrose , 0,56 mM  

vermelho de fenol e peroxídase de raiz forte tipo II ( 0,01mg/ml, Sigma), alíquotas  de 100ul 

dessa solução,  foram transferida para placa de 96 poços , a oxidação do vermelho de fenol 
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foi quantificada através da leitura de absorbância no leitor de Elisa ( Leitora de Elisa –

SpectraMax Plus 384) , utilizando o filtro no comprimento de onda de 620nm. Os resultados 

foram obtidos em densidade óptica e os resultados foram apresentados em mmoles de H2O2 

/106 células.  

 

4.17 Análise Estatística:  

Para a análise dos dados foram utilizados média, desvio padrão e análise de variância 

(ANOVA) de uma via, com auxílio do software “GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, 

San Diego, CA, E.U.A.). Foram realizados pós teste de Tukey e considerada aceitável quando 

p≤ 0,05. Todas as amostras foram feitas em quadruplicatas e três experimentos 

independentes. 
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5.  RESULTADOS  

 

Os resultados serão apresentados em capítulos, de acordo com os objetivos propostos. 

 

5.1 – Capítulo 1 - Estudo do efeito da FBM sobre os mecanismos de regeneração 

5.1.1 Efeito da FBM na viabilidade da células C2C12 

Para verificar se o veneno de B. jararacussu é citotóxico para as células C2C12, foi 

realizada análise da viabilidade celular após 1 hora de incubação das células com o veneno. 

Realizamos a contagem de células em diferentes campos e comparamos com a contagem 

obtida entre os grupos. 

A análise da morfologia celular mostrou que as células C2C12 controle (fig. 1A) 

foram distribuídas homogeneamente no campo cultivado; elas exibiram morfologia típica de 

células musculares (com suas formas estreladas, núcleo integro, e com algumas células em 

formato fusiformes) (fig. 1A). Após 1 h de incubação com 12.5 μg/mL de VBjsu  foram 

observadas algumas células arredondadas (citoplasma e núcleo) (seta) e algumas áreas 

desprovidas de células, indicando morte celular (fig. 1B). A irradiação com FBM restaurou 

o número de células com aparência morfológica típica de células musculares (fig. 1C e D). 

A figura 1 E demonstra a análise quantitativa da viabilidade celular após a incubação com o 

veneno e FBM. 
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O efeito do laser de baixa intensidade FBM sobre a liberação da 
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O efeito do laser de baixa intensidade FBM sobre a liberação de 
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O efeito do laser de baixa intensidade FBM sobre a liberação da 

citocina IL-10 em células c1c12 incubadas com o veneno da 

serpente B. jararacussu 

 

FIGURA 

17 

O efeito do laser de baixa intensidade FBM sobre a expressão 
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O efeito do laser de baixa intensidade FBM sobre a expressão 
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O efeito do laser de baixa intensidade FBM sobre a produção de 
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Figura 1: Efeito da FBM na viabilidade das células C2C12. As células musculares C2C12 foram incubadas 

em placas de 6 poços por 24h para adesão celular. Após esse período foi adicionado o veneno de bothrops (12,5 

μg/mL) a um dos grupos e no outro além do veneno as células foram irradiadas imediatamente com o laser, nos 

comprimentos de onda 660nm e 780nm, o grupo controle foi incubado apenas com meio de cultura DMEM. 

Todos os grupos foram incubados por 1 hora. A viabilidade celular foi realizada por contagem das células, em 

diferentes campos microscópicos, as células foram analisadas, morfologicamente, por coloração de 

hematoxilina e eosina (H & E), as fotos foram tiradas em (objetiva no aumento de 20x). 

. * P <0,05 versus  grupo veneno; # P <0,05 versus grupo controle. 
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5.1.2 O efeito da FBM sobre a migração celular das células C2C12 incubadas com o 

veneno da B. jararacussu.  

 O ensaio de migração celular foi realizado para avaliar o efeito da FBM sobre a 

migração das células C2C12. As figuras 2 A, B, C e D demonstram as células antes de fazer 

a ferida nas mesmas. As figuras 2 E, F, G e h demonstram o tempo imediatamente após a 

ferida nas células. O risco de ferida nas células do grupo controle foi quase completamente 

fechado após 24 h de incubação (fig. 2I). No grupo onde foi aplicado o veneno de B. 

jararacussu (12,5 μg/mL), resultou na supressão da cicatrização, observe que mesmo no local 

onde não foi feita a ferida, também não tem células viáveis (fig. 2J). No entanto, verificou-

se que a FBM foi capaz de quase completamente fechar o risco da ferida, nos comprimentos 

de onda 660 nm (fig.2 K) e 780 nm (fig.2 L), semelhante ao grupo controle (fig. 2 I). 
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Figura 2. Efeito do veneno B. jararacussu na migração de mioblastos C2C12.  Células C2C12 foram 

incubadas em lamínulas por 24 h para adesão celular. Após esse período foi adicionado o veneno de Bothrops 

(12,5 µg/mL) em um dos grupos, e nos outros dois grupos, além do veneno, as células foram imediatamente 

irradiadas com LBI nos comprimentos de onda 660nm e 780nm; todos os grupos foram incubados por 24 h. O 

grupo controle foi incubado apenas com meio de cultura DMEM. Fotografias de feridas em monocamadas de 

células controle (A, E e I), células fotografadas imediatamente após feridas (E, F, G e H) e células após 24 h   

da ferida e aplicação do laser 660nm e 780nm (I, J, K e L).  Foram tiradas fotos de diferentes campos em 

microscópicos invertido com objetiva no aumento de 20x. 
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5.1.3 Efeito da FBM na expressão de proteínas envolvidas nas vias de diferenciação e 

regeneração muscular.   

 Portanto, neste estudo também avaliamos por western blot os níveis de MyF5, Pax 7, 

MyoD e miogenina envolvidos na diferenciação e regeneração muscular (fig. 3A). O veneno 

de Bjsu causou diminuição significativa de todos os fatores miogênicos avaliados sendo essa 

diminuição de 18, 80, 40 e 50% para MyF5, Pax 7, MyoD e miogenina, respectivamente em 

relação ao grupo controle (fig. 3B, C, D e E).  A aplicação do LBI aumentou 

significantemente a expressão desses fatores miogênicos em 74, 45, 29 e 27% no 

comprimento de 660 nm e 90, 90, 64 e 76% no comprimento de 780 nm para MyF5, Pax 7, 

MyoD e miogenina, respectivamente em relação ao grupo veneno (fig. 3B, C, D e E). A β-

actina foi utilizada como controle de carregamento. 
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Figura 3. Efeito do laser de baixa intensidade (LBI) na expressão de proteínas envolvidas nas vias de 

diferenciação e regeneração muscular. As bandas obtidas por western Blotting para a análise foi feito em gel 

de SDS-PAGE (10% poliacrilamida). As amostras de proteína das células C2C12 incubadas com 12,5 µg/mL 

do veneno de B. jararaussu (Bjsu) e tratamento com LBI (Bjsu + 660nm e 780nm), foi feito por ensaio de Bred 

Ford (concentração de 50ug/ml de proteina) para o ensaio de imunotransferência de Myf5 (A), Pax7 (B) MyoD 

(C) e Miogenina (D) e gráficos mostram o tempo de incubação de 6 horas. A β-actina foi usada como controle 

de carregamento. Todas as experiências foram realizadas em triplicata, e o valor relativo da intensidade da 

banda foi quantificado. * P <0,05 versus   grupo veneno; # P <0,05 versus grupo controle. 
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5.2 – Capítulo 2 - Estudo do efeito da FBM sobre a resposta inflamatória 

 

5.2.1 Efeito da FBM sobre a liberação da Citocina IL-6 em células C2C12 incubadas 

com o veneno da B. jararacussu (VBjsu). 

A ação veneno de B. jararacussu sobre as células C2C12  na expressão da citocina 

IL-6 foi avaliada no sobrenadante das células após 3, 6 e 24 h da aplicação do veneno e 

tratamento com a FBM. O Veneno causou aumento dessa citocina em todos os tempos 

analisados (fig. 4 A,B e C). O LBI causou uma diminuição na liberação de IL-6 causada pelo 

VBjsu nos tempos de 3, 6 e 24 h no comprimento de onda de 660 nm (fig.4 A, B e C) e no 

tempo de 3 h no comprimento de onda de 780nm (fig.4 A). 
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Figura 4. Efeito da FBM na liberação da citocina IL-6 induzida pelo veneno de B. jararacussu (VBjsu). 

Células musculares C2C12 foram plaqueadas em placas de 96 poços e incubadas por 24 h para adesão celular. 

Após esse período, o veneno (12,5 μg/mL) foi adicionado, as células foram imediatamente irradiadas com LBI 

nos comprimentos de onda 660 e 780nm e incubadas por 1 h. Cada valor representa a média ± SEM de três 
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experiências independentes. # p <0,05 em relação ao controle, * p <0,05 em relação ao veneno 

 

 

5.2.2 Efeito da FBM sobre a liberação da citocina IL- 1β em células C2C12 incubadas 

com o veneno da B. jararacussu (VBjsu). 

 A ação do VBjsu sobre as células C2C12  na expressão da citocina IL-1β, foi avaliada 

no sobrenadante das células após 3, 6 e 24 h da aplicação do veneno e tratamento com a 

FBM. O veneno de B. jararacussu foi capaz de aumentar significativamente a liberação da 

IL-1β em todos os tempos avaliados (fig. 5 A, B e C). A irradiação com o LBI em ambos os 

comprimentos de onda 660nm e 780nm reduziu significantemente a liberação de IL-1β em 

comparação ao grupo veneno (660nm; 55,5 ± 2,4 ng/mL), (780nm ;55,5 ± 2,4 ng/mL), no 

tempo de 6 h (fig. 5B). A irradiação não promoveu diminuição dessa citocina nos tempos de 

3 e 24 h (Fig. A e C). 
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Figura 5. Efeito da FBM na liberação da citocina IL-1-β induzida pelo veneno de B. jararacussu (VBjsu). 

Células musculares C2C12 foram plaqueadas em placas de 96 poços e incubadas por 24 h para adesão celular. 

Após esse período, o veneno (12,5 μg/mL) foi adicionado, as células foram imediatamente irradiadas com LBI 

no comprimento de onda 660 e 780nm e incubadas por 1 h. Cada valor representa a média ± SEM de três 
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experiências independentes. # p <0,05 em relação ao veneno, * p <0,05 em relação ao controle. 

 

 

5.2.3 Efeito da FBM sobre a liberação da citocina TNF-α em células C2C12 incubadas 

com o veneno da B. jararacussu (VBjsu). 

Para verificar a ação do VBjsu sobre as células C2C12   na expressão da citocina 

TNF-α, avaliamos o sobrenadante das células após 3, 6 e 24 h da aplicação do veneno e 

tratamento com a FBM. Veneno causou aumento dessa citocina em todos os tempos 

analisados (fig. 6 A, B e C). O tratamento com o LBI, reduziu a liberação de TNF-α em todos 

os tempos estudados e pelos dois comprimentos de onda avaliados (fig. 6A, B e C).  
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Figura 6. Efeito da FBM na liberação da citocina TNF- alfa induzida pelo veneno de B. jararacussu 

(VBjsu). Células musculares C2C12 foram plaqueadas em placas de 96 poços e incubadas para adesão celular 

por 24h. Após esse período, o veneno (12,5 μg /mL) foi adicionado, as células foram imediatamente irradiadas 

com LBI no comprimento de onda 660 e 780nm e incubadas por 1 h. Cada valor representa a média ± SEM de 

três experiências independentes. # p <0,05 em relação ao controle, * p <0,05 em relação ao veneno. 
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5.2.4 Efeito da FBM sobre a liberação da citocina IL-10 em células C2C12 incubadas 

com o veneno da B. jararacussu (VBjsu).  

A ação do VBjsu sobre as células C2C12 na expressão da citocina IL-10 foi avaliada 

no sobrenadante das células após 3, 6 e 24 h da aplicação do veneno e tratamento com a 

FBM. O Veneno causou diminuição dessa citocina em todos os tempos analisados (fig. 7). O 

tratamento com a FBM aumentou a liberação de IL-10 nos tempos de 1, 6 e 24 h pelos dois 

comprimentos de onda avaliados (fig. 7 A, B e C).  
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Figura 7. Efeito da FBM na liberação da citocina IL-10  induzida pelo veneno de B. jararacussu (VBjsu). 

Células musculares C2C12 foram plaqueadas em placas de 96 poços e incubadas por 24 h para adesão celular. 

Após esse período, e foi adicionado o veneno (12,5 μg/mL), as células foram imediatamente irradiadas com 

LBI nos comprimentos de onda 660 e 780nm e incubadas por 1 h. Cada valor representa a média ± SEM de três 

experiências independentes. # p <0,05 em relação ao controle, * p <0,05 em relação ao veneno. 
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5.2.5 Efeito da FBM sobre expressão de Caspase-3 causada pelo veneno de B. 

jararacussu. 

   

A expressão de caspase-3 foi mensurada através da técnica de Western blot, e está 

demonstrada na figura 8. Não houve diferença na expressão de caspase-3 entre os grupos 

estudados (fig. 8 A e B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

Figura 8. Efeito do laser de baixa intensidade (LBI) na expressão de caspase 3. As bandas obtidas por 

western Blotting para a análise foi feito em gel de SDS-PAGE (10% poliacrilamida). As amostras de proteína 

das células C2C12 incubadas com 12,5 µg/mL do veneno de B. jararaussu (Bjsu) e tratamento com LBI (Bjsu 

+ 660nm e 780nm), foi feito por ensaio de Bred Ford (concentração de 50ug/ml de proteina) para o ensaio de  

imunotransferência de caspase 3 e gráficos mostrando o nível de proteína analisado após 6 horas. A β-actina foi 

usada como controle de carregamento. Todas as experiências foram realizadas em triplicata, e o valor relativo 

da intensidade da banda foi quantificado, sem diferenças estatísticas entre os grupos.  

 

 

 

 

 

 

17 KDa 

42 KDa 

Caspase 3 

Beta-actina 

C VBJsu 

    
660 780nm 

 VBJsu     

 

6 horas

U
n

id
a
d

e
s
 A

rb
it

rá
ri

a
s

0

1000

2000

3000

4000

5000
Controle

VBjsu

VBjsu+660nm

VBjsu+780nm



 

  Resultados 

31 

 

 

 

 

5.2.6 Efeito da FBM sobre expressão de p38MAPK causada  pelo do veneno de B. 

jararacussu (VBjsu). 

   

A expressão de p38 MAPK foi mensurada através da técnica de Western blot, e está 

demonstrada na figura 17. Os resultados demonstraram que não houve diferença significativa 

entre os grupos veneno e controle (fig 9 A e B). No entanto, a irradiação com o LBI no 

comprimento de onda de 660 nm causou diminuição significativa na expressão de p38 MAPK 

quando comparado o grupo veneno com o controle (fig. 9 A e B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                          

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Efeito do laser de baixa intensidade (LBI) na expressão de p38 MAPK. As bandas obtidas por 

western Blotting para a análise foi feito em gel de SDS-PAGE (10% poliacrilamida). As amostras de proteína 

das células C2C12 incubadas com 12,5 µg/mL do veneno de B. jararaussu (Bjsu) e tratamento com LBI (Bjsu 

+ 660nm e 780nm), foi feito por ensaio de Bred Ford (concentração de 50ug/ml de proteina) para o ensaio de  

imunotransferência de p38MAPK. Analisado após 6 horas. A β-actina foi usada como controle de 

carregamento. Todas as experiências foram realizadas em triplicata, e o valor relativo da intensidade da banda 

foi quantificado. * p <0,05 em relação ao veneno. 
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5.2.7 Efeito da FBM sobre expressão de NF-κB causada pelo do veneno de B. 

jararacussu (VBjsu). 

A expressão de NF-κB foi mensurada através da técnica de Western blot, e está 

demonstrada na figura 18. Os resultados demonstraram que houve diferença significativa 

entre os grupos veneno e controle (fig 10 A e B). No entanto, a irradiação com o LBI causou 

diminuição significativa na expressão de NF-κB quando comparado ao grupo veneno e com 

o controle (fig. 10 A e B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                              

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Efeito do laser de baixa intensidade (LBI) na expressão de NF-κB. As bandas obtidas por western 

Blotting para a análise foi feito em gel de SDS-PAGE (10% poliacrilamida). As amostras de proteína das células 

C2C12 incubadas com 12,5 µg/mL do veneno de B. jararaussu (Bjsu) e tratamento com LBI (Bjsu + 660nm e 

780nm), foi feito por ensaio de Bred Ford (concentração de 50ug/ml de proteina) para o ensaio de  

imunotransferência de NFK-beta analisado após 6 horas. A β-actina foi usada como controle de carregamento. 

Todas as experiências foram realizadas em triplicata, e o valor relativo da intensidade da banda foi quantificado. 
# P <0,05 versus grupo controle. * P <0,05 versus grupo veneno. 
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5.3 – Capítulo 3 - Estudo do efeito da FBM sobre os mecanismos de estresse oxidativo. 

5.3.1 Efeito da FBM sobre a produção de óxido nítrico (NO) e peróxido de hidrogênio 

(H2O2) induzida pelo veneno da serpente B. jararacussu. 

     Para verificar a ação veneno de B. jararacussu sobre as células C2C12 na produção de 

oxido nítrico (Fig. 11 A) e na produção de peroxido de hidrogênio (Fig. 11B), foi realizada 

o  cultivo celular, após 1 hora de incubação das células com o VBjsu. Podemos observar na 

(Fig.11A) que o grupo veneno liberou quantidade de (NO) significante maior que em células 

controle. A FBM diminuiu a produção de forma significante a quantidade de NO induzido 

nas células sobre a ação do veneno. Ainda, o veneno causou produção de H2O2 que foi 

estatisticamente maior que o controle. A FBM reduziu essa liberação, quando comparada ao 

grupo veneno (Fig. 11B)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Efeito do laser de baixa intensidade (LBI) na produção de NO e H2O2 induzida pelo veneno 

de B. jararacussu (VBjsu). Células musculares C2C12 foram plaqueadas em placas de 96 poços e incubadas 

por 24 h para adesão celular. Após esse período, o veneno (12,5 μg/mL) foi adicionado, as células foram 

imediatamente irradiadas com LBI e incubadas por 1 h. A concentração de NO (A), no sobrenadante foi avaliada 

pelo método de Griess e o mesmo foi feito para avaliar a concentração de H2O2 (B), no sobrenadante pelo 

método do fenol vermelho. Cada valor representa a média ± SEM de três experiências independentes. #p <0,05 

em relação ao controle; * p <0,05 em relação ao veneno. 
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 5.3.2 Efeito da FBM sobre a expressão de Glutationa peroxidase (GPx) e superóxido 

dismutase (SOD) por células C2C12 incubadas com o veneno de B. jararacussu (VBjsu). 

Para verificar a ação do VBjsu e o efeito da FBM sobre as células C2C12  na produção 

de GPx e SOD, foram feitos analises por espectrofotometria. Observamos diminuição da liberação de 

SOD pelo grupo veneno e aumento causado pelo laser no comprimento de onda de 660 nm (Fig. 

12A). Não houve diferença entre os grupos em relação a produção da enzima GPX (Fig. 12B).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Efeito do laser de baixa intensidade (LBI) na produção das enzimas antioxidantes SOD e GPx, 

induzidas pelo veneno de B. jararacussu (VBjsu) em células C2C12. Células musculares C2C12 foram 

plaqueadas em placas de 96 poços e incubadas por 24 h para adesão celular. Após esse período, o veneno (12,5 

μg/mL) foi adicionado e as células foram imediatamente irradiadas com FBM e incubadas por 1h. A 

concentração de SOD (A) e GPx (B) foi avaliada o sobrenadante, pelo método de espectrofotometria.  Cada 

valor representa a média ± SEM de três experiências independentes. #p <0,05 em relação ao controle; * p <0,05 

em relação ao veneno.  
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5.3.3 O efeito da FBM sobre a expressão de Peroxidação lipídica (TBars) por células 

C2C12 incubadas com o veneno de B. jararacussu (VBjsu). 

 

A ação do VBjsu e o efeito da FBM sobre as células C2C12 sobre a perioxídação 

lipídica foi avaliado pelo método de Elisa. Nosso resultado demonstrou que não houve diferença 

na produção de peroxidação lipidica (TBARs) pelos mioblastos entre os grupos estudados 

(fig. 13). 
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Figura 13. Efeito do laser de baixa intensidade (LBI) na peroxidação lipídica induzida pelo veneno de B. 

jararacussu (VBjsu) em células C2C12. Células musculares C2C12 foram plaqueadas em placas de 96 poços 

e incubadas por 24 h para adesão celular, foi adicionado o veneno (12,5 μg/mL), as células foram imediatamente 

irradiadas com a FBM e incubadas por 1 h, A concentração de peroxidação lipídica foi avaliada o sobrenadante, 

pelo método de ELISA. Cada valor representa a média ± SEM de três experiências independentes. 
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6. DISCUSSÃO 

O envenenamento por picada de serpente é considerado uma doença tropical 

negligenciada pela Organização Mundial da Saúde (OMS) com importância clínica e social 

em todo o mundo 41, 42. Além da letalidade, uma das consequências mais graves desses 

acidentes causados por animais peçonhentos, especialmente no caso de serpentes da família 

Viperidae, está associada a dano tecidual levando a sequelas permanentes como perda 

tecidual e disfunção 36, 43.  

A mionecrose é um efeito severo do envenenamento da serpente B. jararacussu, que 

provoca perda de massa muscular e dificuldade na sua regeneração 44. A necrose muscular 

causada por esse veneno é atribuída, principalmente, a ação de miotoxinas com estrutura de 

PLA2, que correspondem 30% do veneno bruto 45. Gutiérrez & Lomonte (1995) 46, 

demonstraram que a ação desse veneno causa necrose muscular por ação direta dessas 

miotoxinas na membrana da célula muscular, levando a um dano grave, podendo ocasionar 

amputação no membro afetado. No presente estudo, avaliamos a toxidade do veneno da 

serpente B. jararacussu em células musculares. Para isso, utilizamos a linhagem de 

mioblastos C2C12. O uso de células C2C12 como alvo de venenos/toxinas de serpentes foi 

sugerido como um modelo viável in vitro para o estudo de mecanismo(s), uma vez que ele 

se correlata com a miotoxicidade do veneno in vivo 47. 

Nossos resultados demonstraram que o veneno bruto da serpente B. jararacussu 

apresentou efeito tóxico nas células musculares, resultando na diminuição da viabilidade 

celular, confirmando assim o efeito miotóxico desse veneno. Esses resultados corroboram os 

efeitos citotóxicos do veneno bruto e de componentes do veneno, como metaloproteinases e 

miotoxinas, estudados na linhagem de células C2C12 26, 40, 47-50. Ainda, Collares-Buzato et 

al., (2002) 51 apresentaram dados semelhantes aos encontrados em nosso estudo, 

demonstrando um efeito citotóxico direto do veneno bruto da serpente B. moojeni em cultura 
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do epitélio tubular renal. Além disso, Villalobos et al. (2007) 52, mostraram dano da 

membrana celular em miotubos em cultura incubados com miotoxina II (Lys49) isolada do 

veneno da serpente B. asper. Esses estudos confirmam o potente efeito de lesão celular 

causado por veneno de serpentes desse gênero, mesmo de espécies diferentes.  

A literatura sugere a fotobiomodulação (FBM), utilizando o laser de baixa intensidade 

(LBI) ou o light emitting diode (LED), como uma terapia alternativa para o tratamento de 

acidentes por serpentes do gênero Bothrops, por sua capacidade de diminuir a inflamação, 

hemorragia, hiperalgesia e a mionecrose após envenenamento botrópico experimental 34, 35, 

37.  No entanto, os mecanismos biológicos relacionados à proteção causado pela FBM contra 

os efeitos locais induzidos por veneno botrópico não são compreendidos. Neste trabalho, 

investigamos alguns mecanismos envolvidos na capacidade da FBM para proteger as células 

musculares contra o veneno de B. jararacussu.  

Os resultados obtidos em nosso estudo mostraram que a FBM, utilizando o LBI nos 

comprimentos de onda de 660 nm e 780 nm e dose de 5 J/cm2 reduziram consideravelmente 

a citotoxicidade causada pelo veneno em mioblatos em cultura. Dourado et al., (2003) 35 e 

Barbosa et al., (2009) 37 em estudo in vivo demonstraram que a laserterapia em comprimento 

de onda em 904 e 685 nm e densidade de energia de 4 J/cm2 e 4.2 J/cm2, respectivamente, 

foi capaz de diminuir significativamente a mionecrose induzida pelo veneno, demonstrado 

pela histologia e confirmando por níveis reduzidos de liberação de creatino quinase. Em 

estudo anterior do nosso grupo 26, evidenciamos que o LBI foi capaz de proteger as células 

C2C12 contra o veneno de B. jararacussu e ainda mostramos que o laser nos comprimentos 

de onda 660 nm e 780 nm além de proteger, causa aumento de fatores miogênicos nestas 

células, aumentando a proliferação celular. Ademais, o LBI foi capaz de proteger células 

endoteliais em cultura contra o efeito do veneno de B. jararaca 27.  
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Como os resultados demonstraram que o tratamento com o laser nos comprimentos 

de onda de 660nm e 780nm, causaram citoproteção em células C2C12 quando incubadas 

com o veneno de B. jararacussu, fomos verificar o efeito do LBI nesses dois comprimentos 

de ondas sobre as características migratórias dessas células em situação de lesão, efeito 

importante para o processo de regeneração muscular 63. Nosso resultado revelou que, além 

da citoproteção em células C2C12 causada pelo LBI (660 nm e 780 nm), essas células 

também foram capazes de migrar, verificado através do fechamento da ferida realizada em 

lamínulas, o que pode significar um dos mecanismos para a melhora no processo de 

regeneração muscular visto em experimentos in vivo 33. 

Após a lesão tecidual, a miogênese é iniciada pela ativação das células miogênicas 

através da expressão sequencial de fatores de transcrição e ativação de genes que culminam 

na regeneração tecidual. As células satélites quiescentes expressam Pax7, enquanto a 

ativação resulta na expressão de MyoD, e a miogenina é expressa posteriormente no processo 

de diferenciação. Em estudo  anteriores demonstramos que o LBI (660 nm e 780 nm) 

protegeu as células C2C12 do efeito do veneno de B. jararacussu e ainda promoveu a 

diferenciação dessas células através do aumento dos fatores miogênicos MyoD e miogenina, 

avaliado 4 dias após a incubação com o veneno 26. A diferenciação envolve várias alterações 

celulares, incluindo fisiologia, arquitetura estrutural e funções 64. Portanto, todo evento no 

curso da diferenciação deve ser acompanhado por expressão coordenada e/ou repressão de 

certos subconjuntos de genes 65 . O fator miogênico Pax7 é um regulador chave da 

diferenciação de células musculares em populações específicas de células-tronco adultas e é 

um bom candidato para distinguir células-satélite ativadas 66. Além disso, a diferenciação das 

células musculares esqueléticas dos mamíferos é regulada por membros da família MyoD de 

fatores reguladores miogênicos (MRFs). Estes incluem MyoD, Myf5, miogenina e MRF4 67. 

Foi relatado que a miogenina e o MRF4 desempenham um papel na diferenciação terminal 
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dos mioblastos 68. Os MRFs e Pax7 parecem desempenhar papéis críticos durante a ativação, 

proliferação e diferenciação de células satélites 69. Neste estudo avaliamos a capacidade do 

LBI em promover a diferenciação das células C2C12 em período agudo. Por esse motivo 

fomos avaliar a ação do laser sobre o veneno na fase crônica do processo inflamatório. 

Nossos resultados demonstraram que no período de 6 h, o veneno causou diminuição de todos 

dos fatores miogênicos estudados (Pax7, Myf5, MyoD e miogenina). Não encontramos na 

literatura estudos in vitro demonstrando a capacidade de venenos botrópicos em modular a 

expressão desses fatores. 

A eficiência do FBM em ambos os comprimentos de ondas utilizado (660 nm e 780 

nm) demonstrou regeneração do músculo esquelético não apenas melhorando, mas também 

acelerando a regeneração 70. A irradiação com o LBI causou aumento dos fatores miogênicos 

estudados quando comparados ao veneno, assim, é possível sugerir que houve um aumento 

da diferenciação causada por ambos os comprimentos λ660nm e 780nm, pelo menos em 

parte, ocasionou um aumento desses fatores miogênicos, favorecendo a diferenciação e 

consequente proliferação celular. Assim, é possível sugerir que a FBM acelera a regeneração 

muscular, melhorando a miogênese e a diferenciação das células musculares lesionadas pelo 

veneno, o que reforça que o laser de baixa intensidade pode ser usado como coadjuvante ao 

tratamento da soroterapia em envenenamento por serpente Bothrops .  

A literatura,  Lan et al. (30) 74 mostraram que um dos primeiros eventos induzidos 

pelo laser He – Ne 632,28 nm envolve atividades imediatas de aumento do citocromo c 

oxidase e níveis intracelulares elevados de Ca2 +. Wang et al. (2014) 75 mostraram que a 

irradiação a laser na faixa visível e no infravermelho, bem como na UV, pode modular a 

função e a expressão dos canais iônicos TRP-V e, em particular, TRP-V1, TRP-V2 e TRP-

V4, e a liberação endocitótica de ATP. Neste sentido, em trabalho anterior de nosso grupo 

demonstramos que a FBM nos comprimento de  onda de 660 nm e 780 nm aumenta a 
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concentração de ATP intracelular 26.   

Ainda, segundo Ferraseri et al. (2015)(94), há uma forte correlação entre o conteúdo 

de MMP (potencial de membrana mitocondrial) e ATP, medido durante uma ampla faixa de 

5 minutos (efeito imediato) a 24h (efeito prolongado). após efeito da FBM, além disso, já foi 

demonstrado que, em mitocôndrias de células de fibroblastos sem agentes estressores, a FBM 

também aumentam a síntese de ATP e a atividade do complexo IV mitocondrial de maneira 

dependente da dose.(28) 

A resposta inflamatória é necessária e crucial para uma resultado positivo da 

regeneração do músculo esquelético. Neste  estudos avaliamos o efeito da FBM (λ660nm e 

780nm) sobre a liberação de citocinas pró e anti-inflamatórias por células C2C12 após a 

incubação com o veneno. Verificamos que houve aumento de IL-6 no grupo incubado com 

o veneno de B. jararacussu em todos os tempos estudados. Já foi demonstrado que vários 

venenos botrópicos induzem a liberação de IL-6 76-78. A irradiação com o LBI causou 

diminuição significativa desse mediador inflamatório. Esse resultado está de acordo com 

Nadur-Andrade et al. (2016) 39 que demonstrou, em modelo animal, ocorre um aumento de 

IL-6 após exposição ao veneno de B. moojeni e o tratamento com LBI promove diminuição 

desse mediador inflamatório.  

Semelhante a liberação de IL-6, verificamos aumento da liberação de IL-1β nas 

células incubadas com o veneno de B. jararacussu. Em nosso modelo, verificamos 

diminuição dessa citocina após a aplicação do LBI, como mostrado em estudos in vivo, para 

o grupo que sofreu com a ação do veneno e tratado com laser. E nossos estudos mostram que 

essa citocina pró-inflamatória esta aumentada em modelo animal após exposição ao veneno 

de B. moojeni 79, no modelo celular também se mostrou semelhante em estudos in vitro. 

Ainda, a IL-1β aparece aumentada também em células endoteliais incubadas com veneno de 
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B. jararaca e o tratamento com LBI causa redução significativa de seus níveis, mostrando 

mais uma vez a ação do laser na diminuição do processo inflamatório 27.  

No período de 3, 6 e 24 h o veneno causou aumento da citocina TNF-α. Zamuner et 

al., (2002, 2005) 76, 77, avaliaram a presença de TNF-α nos períodos de 30 min a 12 h após a 

injeção do veneno de B. jararaca e B. asper em camundongos e observaram um aumento 

acentuado dos níveis de TNF-α em todos os intervalos de tempo analisados. Já, um estudo 

com veneno de B. atrox (0,5 µg/mL) avaliou-se a presença de TNF-α após 1, 4 e 8 horas de 

exposição ao veneno em peritônio de camundongos e mostrou que após 1 hora de exposição 

houve aumento de TNF-α, mas após esse tempo o TNF-α não foi mais detectado, podendo 

estar mais relacionado com a resposta inicial ao processo inflamatório e recrutamento de 

leucócitos para o local da picada 80. Essas diferenças na liberação desse mediador podem 

estar relacionadas com o veneno estudado, uma vez que os venenos apresentam diferenças 

em suas composições.  

A citocina IL-10 está relacionada com a resolução do processo inflamatório e começa 

a se elevar num período mais tardio do acidente botropico 81. Em nosso estudo, no período 

de 3 h o veneno causou uma diminuição desse mediador inflamatório, em concentração mais 

baixa em comparação com outros tempos estudados, indicando que a liberação desse 

mediador, começa a ser detectado no período de 6 e 24 h do envenenamento, e no grupo onde 

se aplicou o veneno e o laser (λ660nm e 780nm)  causou uma diminuição acentuada dessa 

citocina. O LBI (λ660nm e 780nm), foi capaz de aumentar a liberação dessa citocina nos 

tempos de 3, 6 e 24 h. Já, em estudo com modelo animal que sofreu a ação do veneno de B. 

moojeni, foi verificada a diminuição desse mediador anti-inflamatório no período de 6 h de 

aplicação do veneno 39. Esses autores observaram também aumento desse mediador com a 

aplicação do LBI, propiciando assim uma redução da resposta inflamatória local. Embora o 

principal tratamento para o envenenamento por picada de serpente seja a soroterapia com 
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soro antiofídico 3, animais tratados apenas com o soro não apresentaram diminuição 

significativa de mediadores inflamatórios como IL-6, IL-10 e TNF-α, indicando o LBI como 

um complemento importante ao tratamento com soro antiofídico para melhora da reação 

inflamatória local do veneno 39. 

A família das proteínas quinases ativadas por mitogênio (MAPKs) está associada a 

numerosas respostas celulares, como proliferação, mitogênese, oncogênese diferenciação e 

apoptose (Zhang et al., 2011). A p38 MAPK foi originalmente descoberta como alvo 

molecular para a inibição da produção de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α e IL-1. 

Assim, nós avaliamos a expressão da p38 MAPK no tempo de 6 h após a adição do veneno, 

nossos resultados demonstraram que o veneno não causou alteração dessa proteína nesse 

período em relação ao controle. No entanto, a irradiação com o laser no comprimento de onda 

de 660nm, apresentou diminuição significativa da expressão de p38MAPK em relação aos 

grupos veneno e controle. Foi demonstrado que a L-aminoácido oxidase isolada do veneno 

de cobra de Calloselasma rhodostoma,(Víbora)  em sua forma nativa, estimula a quimiotaxia 

de neutrófilos, um evento com o envolvimento da sinalização intracelular mediada por 

p38MAPK (Pontes et al., 2016)(97). Além disso, a crotamina, uma miotoxina isolada do 

veneno de Crotalus durissus terrificus, estimula a atividade fagocítica e citostática de 

macrófagos em cultura, pela indução de NO e TNF-α via p38 e vias de sinalização NF-b 

(Lee et al., 2016)(93). No tempo de 6 h, não observamos aumento da expressão de p38 MAPK, 

mas a irradiação 660nm, foi capaz de diminuir a expressão basal, sugerindo que mesmo sem 

a participação com veneno neste efeito, o LBI suprime a sua produção de p38 MAPK.  

A literatura demonstra que para a ativação do NF-Kb independente dos estímulos 

sofridos, pode estar envolvido em alguns desses evento, como aumento de espécies reativas 

de oxigênio (estresse oxidativo) e no aumento do cálcio intra-celular, pois quando o NF-B, 

não está estimulado ele, encontra-se no citoplasma das células ligado há uma proteína 
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inibitória o IKB.(95)  O que impede que ocorra a translocação do NF-B para o núcleo das 

células, assim com o evento de fosforilação e a degradação do IK-beta, ocorre a translocação 

e  a liberação do NF-kb.(96)  E em nosso estudo mostrou que a ação do veneno botropico 

ocasiona a liberação de NF- kb e o laser também foi capaz de inibir a expressão dessa 

proteína. 

Durante o envenenamento, o aumento de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio 

tem sido atribuído tanto à lesão tecidual de isquemia- reperfusão quanto à reação inflamatória 

que ocorre após a injeção de veneno 82. Neste sentido, já foi demonstrado que o veneno de B. 

jararaca e B. asper induzem aumento de NO e H2O2 e também a formação de peroxinitrito 

83. Esses autores sugeriram que a formação desses radicais de oxigênio e nitrogênio teria um 

papel importante na toxicidade causada pelos venenos botrópicos. Nossos achados 

mostraram que a FBM (λ660nm e 780nm), reduziu a geração de NO causada pelo veneno 

em células musculares. Assim, é possível sugerir que a proteção causada pela FBM nesses 

dois comprimentos de ondas utilizado (λ660nm e 780nm), pelo menos em parte, decorra de 

uma diminuição desses radicais de oxigênio, N0 e H202.  

A literatura demonstra que o envenenamento de serpentes do gênero Bothrops, pode 

causar estresse oxidativo/nitrosativo caracterizado por um desequilíbrio entre o sistema pró 

e o antioxidante 82. O desequilíbrio no estresse oxidativo pode levar a efeitos extremamente 

deletérios para organismos vivos e tem sido associado a várias condições fisiopatológicas, 

incluindo distúrbios hematológicos e reações inflamatórias que resultam na ativação de 

leucócitos 84. Nossos resultados mostraram que o veneno não foi capaz de alterou a 

quantidade de peroxidação lipídica ou de enzimas antioxidantes como a SOD ou Gpx em 

nosso modelo experimental, no entanto após a irradiação com o LBI (λ660nm e 780nm), as 

células incubadas com o veneno apresentaram aumento significativo de SOD. Urishi et al., 

(2009) 85 propõe que os níveis de antioxidantes são determinantes para a capacidade 
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regenerativa das células-tronco musculares. Assim, o aumento de SOD após o tratamento das 

células com o LBI (λ660nm), pode colaborar com a melhora muscular observada em estudos 

in vivo 33, 35. Não observamos aumento da enzima Gpx, avaliamos essa enzima no período de 

1 h de incubação com o veneno, é possível que em horários mais tardios pudesse ocorrer uma 

maior quantidade da produção dessa enzima.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  Conclusão 

45 

 

7. CONCLUSÃO 

 

 Considerando as análises de viabilidade e migração celular, bem como as análises 

moleculares em cultura de células C2C12, podemos concluir que a FBM possui efeito 

benéfico sobre os mioblastos em resposta a ação do veneno de B. jararacussu, conferindo 

suporte para o entendimento dos mecanismos pelo qual a FBM protege a célula muscular no 

envenenamento botrópico, uma vez que foi observado: 

•  Aumento da viabilidade e migração celular; 

• Efeito regenerativo, demostrado pelo aumento de fatores de regulação miogênica 

como Pax7, Myf5, MyoD e miogenina, além da expressão de NFkB; 

• Ação antiinflamatória pela redução das citocinas IL-1, IL-6, e TNF α, e da diminuição 

de p38 MAPK e aumento da citocina IL-10;  

• Redução do estresse oxidativo pela ação do sistema antioxidante; SOD, GPx e TBars. 
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