UNINOVE

- N N N N
Universidade Nove de Julho

UNIVERSIDADE NOVE DE JULHO
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM MEDICINA

LUCIANA MIATO GONCALVES SILVA

Efeito da fotobioestimulacdo sobre células musculares C2C12
submetidas a acdo do veneno da serpente Bothrops jararacussu:

mecanismos de reparo celular

Sao Paulo
2020



UNINOVE

- N N N N
Universidade Nove de Julho

NIVERSIDADE NOVE DE JULHO
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM MEDICINA

Efeito da fotobioestimulacado sobre células musculares C2C12
submetidas a acdo do veneno da serpente Bothrops jararacussu:

mecanismos de reparo celular

Effect of photobiostimulation on C2C12 muscle cells in response to
the action of Bothrops jararacussu snake venom: mechanisms of

cellular repair

Tese apresentada a Universidade Nove de
Julho, para obtencéo do titulo de Doutora em
Ciéncias da Saude pelo Programa de pds-

graduacdo em Medicina.

Orientadora: Dra. Stella Regina Zamuner

Sao Paulo
2020



Silva, Luciana Miato Gongalves.

Efeito da fotobioestimulagdo sobre células musculares C2C12
submetidas a acdo do veneno da serpente Bothrops jararacussu:
mecanismos de reparo celular. / Luciana Miato Gongalves Silva. 2020.

64 f.
Tese (Doutorado) — Universidade Nove de Julho - UNINOVE, Sao
Paulo, 2020.
Orientador (a): Prof. Dr. Stella Regina Zamuner.
B. jararacussu. 2. Mionecrose. 3. Mioblastos. 4.
Viabilidade. 5. Laser de baixa intensidade
Zamuner, Stella Regina. Il. Titulo.
CDU 616




.i\,

Mt o Lakoww
-

Sao Paulo 20 de fevereiro de 2020
TERMO DE APROVAQE
Aluna: LUCIANA MIATO GONCALVES SILVA

Titulo da Tese: EFEITO DA FOTOBIOMODULAGAO SOBRE MIOBLASTOS C2C12 SUBMETIDOS
A ACAO DO VENENO DA BOTHROPS JARARACUSSU: MECANISMO DE REPARO CELULAR.

Presidente: PROFA. DRA. STELLA REGINA ZAMUNER @(a»,w—-\.

Membro: PROF. DR. HUMBERTO osué_jg&_pukq O.,JJJ: !
Membro: PROF. DR. RODRIGO LABAT MARCOS — <
/

Membro: PROFA. DRA. CAMILA SQUARZONI DALE___! _F*——M‘j"o\,g;k_x\

— C

J



Dedicatoria

Dedico esse trabalho primeiramente ao Senhor meu Deus, a quem me capacitou para essa
jornada, ao meu amado Esposo Petronio, quem acreditou em mim e me deu muito apoio,

até chegar aqui.

Dedico as minhas amadas professoras Silvia e Stella Zamuner, por todos os ensinamentos,
tempo dedicado, por sempre serem tdo compreensivas, por me permitir fazer parte de suas
vidas, e pela amizade construida por esses longos anos juntas, e para que eu chegasse até

aqui, tanto no ambito profissional quanto no pessoal.

Dedico a todos que fizeram parte dessa jornada, todos os amigos conquistados, por todas as
minhas alunas de iniciacdo cientifica, e todos os imprevistos que nos fizeram crescer e

poder dar vida a esse trabalho.

Dedico esse trabalho a todos os meus professores ao longo da minha vida académica, pois

sem a paciéncia e dedicacao deles, eu ndo estaria aqui.

Porqgue para Deus nada sera impossivel.
Luca 1:37



Agradecimento

Agradecimentos

O presente trabalho que sO pode ser realizado com o apoio da Coordenacdo de

Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior -Brasil (CAPES)

Agradeco a universidade Nove de Julho pela oportunidade de poder ter realizado esse
curso, e fazer adicionar todas as experiéncias académicas e pessoais em minha vida, de ter

ampliado excepcionalmente minha vida académica e todo meu conhecimento.

Agradeco as universidades UNIFESP- (SP) e USP — (SP), por toda a colaboragédo no
meu projeto, para a sua finalizacdo, agradeco a CAPES pelo apoio financeiro, assim me

possibilitando minha dedicacdo exclusiva a finalizacdo de meu Doutorado.

Agradeco a todos os professores da Uninove, que sempre me foram solicitos e gentis
e sempre prestativos em me auxiliarem, a todos os funciondrios da instituicdo que sempre

estavam prontos a ajudar-me.



Sumario

Sumario

1. RESUMO ..ot bbbttt bbbt n et [
ABSTRACT .. bbbttt bbbt i

2 | N 0] 51010710 2R 1
2.1 BOthrOPS JAFAIACUSSU .....evvvieiienieeesie sttt 2
2.2 Lesdo e reparo teCidUAl ..........ccoeveiiiiiecse e 3
2.3 SOTOTEIAPIA .ttt b ettt bbb 4
2.4 Terapia de FOtODIOMOAUIAGED .........ccoviiiiiiiieieie e 5
2.5 LBI e acidentes OfitiCOS .....cverieieiiiece e 6
2.6 Laser e reparo teCidUal ...........cccuviieiiiii i 7

3. OBUIETIVO ..ottt ettt 8

4. MATERIAL E METODOS ....cooiieiieveeeseeteestesiess s esissesses s ssnsssen s sesseneens 9
4.1 Veneno da serpente Bothrops JararaCussu ...........ccceccveeeereereeseesieeseeseeseennens 9
4.2 CElulas C2C12 MUSCUIAIES ......cverieieiesiesiesieetieie ettt ene e 9
4.3 CUITIVO CEIUIAT ... e 9
4.4 Preparacdo de monocamadas de células C2C12 para ensaios com o veneno... 10
4.5 Irradiacdo com laser de baixa intensidade ..........ccccoveveveiieenenin i 10
4.6 MIQragao CEIUIAN ..........coeiiee e 11
4.7 Ensaio de WeStern DIOt ........cccoveiiiiiiiiise e 11
4.8 ENSaio de ELISA ..o 12
4.9 Ensaio de producdo de Glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase
(T3 TSSOSO 13
4.10 Ensaio de producdo de glutationa (GSH) .........ccccviriiininiiiineccei 13
4.11 Ensaio de produgdo de superoxido dismutase (SOD) .......cccvvvvvrereenneennn. 14
4.12 Ensaio de producgao de TBARS .......cccuiiiiriiiiiisenesee e 14
4.13 Ensaio de producdo de Oxido Nitrico (NO) .......ccccevvvevveiiciieiece e, 15
4.14 Ensaio de producdo de Peroxido de Hidrogénio (H202) ......c.ccceeveevviviinennee. 15
4.17 ANALISE ESTALISTICA ....vecvveveeiieieie e 16

5. RESULTADOS 17
5.1.1 Efeito do laser de baixa intensidade (LBI) na viabilidade da células C2C12
................................................................................................................................. 19
5.1.2 O efeito do laser de baixa intensidade (LBI) sobre a migracéo celular de
ceulas C2C12 incubadas com 0 veneno da B. jararacussu. ............ccceerereeeennen. 22
5.1.3 Efeito do laser de baixa intensidade (LBI) na expressdo de proteinas
envolvidas as vias de diferenciacdo e regeneragdo muscular...........cccoceeeeveereenne. 23
5.2.1 Efeito do laser de baixa intensidade (LBI) sobre a liberagdo da Citocina IL-
6 em células C2C12 incubadas com o veneno da B. jararacussu (VBjsu) ........... 26

5.2.2 Efeito do laser de baixa intensidade (LBI) sobre a liberacdo da citocina IL-
1B em células C2C12 incubadas com o veneno da B. jararacussu (VBjsu) ........ 27



5.2.3 Efeito do laser de baixa intensidade (LBI) sobre a liberacéo da citocina TNF-
a em células C2C12 incubadas com o veneno da B. jararacussu (VBjsu) ......... 28

5.2.4 Efeito do laser de baixa intensidade (LBI) sobre a liberagdo da citocina IL-

10 em células C2C12 incubadas com o veneno da B. jararacussu (VBjsu) ....... 29
5.2.5 Efeito do laser de baixa intensidade (LBI) sobre a expresséo de Caspase-3
causada pelo veneno de B. jararacussu.(VBJSU) .......ccccocevveveiieiesie e 30

5.2.6 Efeito do laser de baixa intensidade (LBI) sobre expressdao de p38 MAPK 31
causada pelo do veneno de B. jararacussu (VBjJSU).......ccccerereerenrieniennienin e
5.2.7 Efeito do laser de baixa intensidade (LBI) sobre expressdo de NF-xB

causada pelo do veneno de B. jararacussu (VBJSU)........ccccververveervereseeniearieseenns 32
5.3.1 Efeito do laser de baixa intensidade (LBI) sobre a producéao de 6xido nitrico
(NO) e peroxido de hidrogénio (H20.) induzida pelo veneno da serpente B.
JAraraCusSU. (VBJSU) ...c.eeveieiiieriesiesiisie sttt 33
5.3.2 Efeito do laser de baixa intensidade (LBI) sobre a expressdo de Glutationa
peroxidase (GPx) e superoxido dismutase (SOD) por células C2C12 incubadas
com 0 veneno de B. jararacussu (VBJSU) ......ccccevvereerieiieieesie e e sre e 34
5.3.3 O efeito do laser de baixa intensidade (LBI) sobre a expressdo de
Peroxidacdo lipidica (TBars) por células C2C12 incubadas com o veneno de B.

JAraraCuSSU (WVBJSU) ...eeueeiuieieiiieiie e st sie ettt ta et ste e sreesteene s e nnaenee s 35
B. DISCUSSAD. ..o oottt et et e e s e e e et e e s e e e et e e er e e es et eeeraeesareeeranes 36
7. CONCLUSAOD oo e e et e e e oo eer et eeer s 45

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........ooveieeereeeeeeeeeeeeeeeses s, 46



Lista de Abreviaturas e siglas

LISTADE ABREVIATURAS E SIGLAS

ATP — Trifosfato de adenosina

CAT- Catalase

ATP — Trifosfato de adenosina

CU"- Cobre

DMEM- meio de cultura de Eagle modificado por Dulbecco
DTNB- Dinitrobenzoico

ECL- Reagente de Quimiluminescéncia

FBM- Fotobiomodulacao

FE?*- Ferro

GPX — Glutationa peroxidase

GSH- glutationa

H20,- peroxido de hidrogénio

HsPO4 - Acido fosforico

IL-1B - interleucina 1 beta

IL-6 - interleucina 6

IL-10 —interleucina 10

KH2PO4 - Fosfato monopotassico

LASER - ligth amplification by stimulated emission of radiation
LBI- laser de baixa intensidade Fosfato monopotassico
LED- ligth emmitting diodo

LYS 49 — Fosfolopase Lys 49

LAAO- L-amino acid oxidade

MAPK P38- Mitogen activated protein kinases p38
MEF2- Fatores de transcricao

MDCK- Madin Darcy canine kidney Major
MIOTOXINA BTH TX | E II- Bothropstoxina 1 E Il
MHC- Major histocompatibility complex

MRFS- Fatores reguladores miogenicos

NADPH- nicotiamina adenine dinucleotideo phosphaTE
NACL- Cloreto de sodio

NA2HPO4 — Hidrogenofosfato dissodico

NEED (a-naftiletnominohidrocloro)

Nf-Kp- fator de necrose

NO- Oxido nitrico

02- Oxigenio

Pax 7- fator de transcricdo paired box

PBS- tampéo fosfato-salino

PlAs2 — Fosfolipase A2

ROS- espécies reativas de oxigénio

SOD- superdxido desmutase

SFB- soro fetal bovino

T Bars — substancia reativas ao acido tiobarbiturico
TCA- acido tricloroaceético

TNB- tiolato



TBST- solugéo salina tamponada com tris
TNf- alfa- fator de necrose tumoral

TMRE- (Miyochondrial membrane potencial)
UV - Luz ultravioleta

VBjsu — Veneno de Bothrops jararacussu



Lista de figuras

LISTA DE FIGURAS

Figura 1
Figura 2

Figura 3
Figura 4
Figura 5
Figura 6
Figura 7
Figura 8
Figura 9
Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

O efeito da FBM na viabilidade das células C2C12

O efeito da FBM sobre o reparo tecidual (lesdo) das células C2C12
incubadas com o0 veneno da serpente B. jararacussu..............c.cc.eveee.
O efeito da FBM sobre a expressdo das proteinas envolvidas na via de
diferenciacéo e regeneragdo muscular...........

O efeito da FBM sobre a liberacdo da citocina IL-6 em células C2C12
incubadas veneno da serpente B. jararacussu.............cc.cc.cveeene

O efeito da FBM sobre a liberacdo da citocina IL-1 beta em células
C2C12 incubadas veneno da serpente B. jararacussu.............c.cc.ceve...
O efeito da FBM sobre a liberacdo de TNF-alfa em células C2C12
incubadas com o0 veneno da serpente B. jararacussu............c.ccccvevenne.
O efeito da FBM sobre a liberacdo de IL-10 em células C2C12
incubadas com o0 veneno da serpente B. jararacussu..............cccceeevenne.
O efeito da FBM sobre a expressao de caspase-3 causada pelo veneno
da serpente B. jararacussu..................

O efeito da FBM sobre a expressdo de p38 MAPK causada pelo
veneno da serpente B. JAraraCusSSU...........cccoereererierenienieneeresieseeennen,
O efeito da FBM sobre a expressdo de NF-kb causada pelo veneno da
SEIPENte B JAraraCUSSU. .........eiuirieeieieierieniesiesiesieseeee e

O efeito da FBM sobre a producéo de oxido nitrico (NO) e peroxido
de hidrogénio (H202) das células C2C12 incubadas com o veneno da
SEIPENtE B JArAraCUSSU. .......ccveiviereerieieiesiesiesiesiesiesseeee e see e see s

O efeito da FBM sobre a expresséo de glutationa peroxidase (GPx) e
peroxido dismutase (SOD) por células C2C12 incubadas com o
veneno da serpente B. JararaCusSU..........cccecvveieeveeieeieesieeieeseesee e
O efeito da FBM sobre a expressdo de peroxidacéo lipidica (TBars)
por células C2C12 incubadas com o veneno da serpente B.
JATATACUSSU. ...ttt nbe et

21

23

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34



Resumo

RESUMO

O envenenamento causado por serpentes do género Bothrops é frequentemente associado
com manifestacbes patoldgicas locais graves e complexas, o qual inclui edema, bolhas,
dermonecrose, hemorragia e mionecrose. O tratamento especifico para o acidente botrépico
¢ a utilizacdo do antiveneno, porém sua acdo nao se estende as manifestacGes locais.
Atualmente, dados da literatura mostram que a fotobiomodulacdo (FBM), com o laser de
baixa intensidade (LBI) tem se mostrado uma ferramenta terapéutica eficaz contra os efeitos
locais causados por veneno botrépico. Assim, o presente estudo investigou os efeitos do LBI
em mioblastos C2C12 submetidas a acdo do veneno de B. jararacussu quanto ao Seu
mecanismo de reparo celular. Para tanto, as células foram incubadas com o veneno (12,5
pug/mL) e imediatamente irradiadas uma Unica vez com o LBI nos comprimentos de onda (A)
660 nm e 780 nm, densidade de energia 5 J/cm?, poténcia de 20 mW, energia total 5.0 J,
tempo de aplicacdo 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 migracdo celular observada pelo método de arranhdo na camada de célula; (2)
favoreceu a regeneragdo muscular pelo aumento de fatores miogénicos de regeneracéo (Pax7,
MyF5, MyoD e miogenina); (3) diminuicéo dos niveis dos mediadores pro-inflamatorios IL-
1, IL-6 e TNF-a e aumento da citocina anti-inflamatoria IL-10; (5) A expressao de p38MAPK
e caspase 3 ndo foi alterada pelo tratamento com o FBM, no entanto, esse tratamento causou
diminuicdo da expressdo de NF-xB; (5) reducdo do estresse oxidativo, diminuindo a
producdo de H>O; e dxido nitrico e aumentando os niveis de Glutationa peroxidase (GPx),
ndo houve diferenca entre a expressao de superoxido dismutase (SOD) e Peroxidacdo lipidica
(TBars). Juntos, esses resultados sugerem que protecdo da célula muscular pelo LBI parece
estar relacionada com o aumento de fatores miogénicos bem como a modulagdo de

mediadores inflamatorios e de estresse oxidativo.

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

viabilidade.



Abstract

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 ug/mL) and immediately irradiated once with the LLL at the
wavelengths (1) 660 nm and 780 nm, energy density 5 J/cm2, power of 20 m\W, 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-o and increased anti-
inflammatory cytokine IL-10; (4) The expression of pP38MAPK and caspase 3 was not altered
by the treatment with PBM, however, this treatment caused a decrease in the expression of
NF-«xB; (5) reduction of oxidative stress, decreasing the production of H20, 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.



Introducdo

INTRODUCAO

Os acidentes causados por serpentes peconhentas constituem, ainda, um sério
problema de Saude Publica em regides tropicais do mundo. Devido a sua incidéncia e
gravidade, em 2009, a organizacdo mundial da saude (WHO) incorporou o envenenamento
por serpentes na lista de doencgas tropicais negligenciadas
(www.who.int/neglected_diseases/diseases/en).

As serpentes responsaveis pelo maior niumero de acidentes ofidicos na Ameérica
Latina pertencem ao género Bothrops, da familia Viperidae. No Brasil, aproximadamente
90% dos acidentes ofidicos sdo provocados por serpentes desse género, sendo também
consideradas as mais agressivas (). Os acidentes causados pelas serpentes botropicas néo
apresentam alta letalidade (0,31 %), porém devido a alta incidéncia, sdo consideradas de
grande importancia epidemioldgica no pais @.

O envenenamento pela espécie Bothrops leva a manifestacdes sistémicas
caracterizadas por nduseas, vomitos, sudorese, hemorragia, hipotensao arterial, insuficiéncia
renal e ocasionalmente choque, além de graves manifestacdes locais como dor, edema de
instalacio precoce e carater progressivo, equimoses, hipoxia e necrose tecidual ¢,

A mionecrose local é uma consequéncia comum nos envenenamentos causados pelas
serpentes do género Bothrops. A literatura indica que a mionecrose € causada por uma familia
de proteinas denominadas miotoxinas, componentes dos venenos botrépicos, as quais
possuem caracteristicas de fosfolipases Az (PLA2 — sdo enzimas que clivam o &cido graxo na
posicdo de dois dos fosfolipideos, hidrolisando a ligacdo entre a segunda cauda do acido
graxo e a molécula de glicerol, comumente encontradas em tecidos de mamiferos e em
venenos de aracnideos, insetos e serpentes). A PIA> e atuam diretamente sobre a membrana
da célula muscular, por se ligarem e alterarem a membrana plasmatica ©7. Essas miotoxinas

induzem dano tecidual proeminente, de forma que, as altera¢cdes morfoldgicas sdo observadas
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a partir de 15 minutos de inoculacio do veneno ®. A miotoxicidade pode, ainda, ser

consequéncia da isquemia dos vasos da microcirculagio e de artérias intramusculares ¢ 9,

2.1 Bothrops jararacussu

A serpente Bothrops jararacussu esté distribuida na Ameérica do Sul, habitando a
mata Atlantica. Essa serpente causa 0,8 a 10% dos acidentes ofidicos registrados no Brasil
. O envenenamento causado por esta serpente tem grande mortalidade quando comparada
com outras serpentes do mesmo género 19, sendo que o grande nivel de letalidade, esta
atribuida aos 30% de miotoxinas encontrada no veneno Y. A mionecrose € o efeito local
mais acentuado caudado por este envenenamento © 12~ Ademais, os estudos experimentais
mostram que 0 veneno dessa serpente causa necrose muscular a partir das miotoxinas que
atuam diretamente sobre a membrana da célula muscular, causando dano tecidual

proeminente ©),

Lesédo e reparo tecidual

Nas situacdes de lesdo muscular, o processo de formacdo 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, 0s miotubos irdo
sofrer diferenciacdo e maturacdo para formar fibras musculares funcionais e reparar as
miofibrilas danificadas (31,

A Miogénese é a formacédo do tecido muscular, ocorrendo em trés estagios, onde
os mioblastos atuam fazendo com que haja 0 acimulo nos tecidos musculares, promovendo

proliferacéo desses mioblastos que s@o responsaveis pelo crescimento, devido ao acumulo
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de células, e a diferenciacdo definitiva em musculos maduros. Esse processos €
regulamentado por fatores de transcricdo miogénico basico, através da familia hélice-alca-
hélice (MyoD, miogenina, Myf5 e MRF4) que sdo chamados de fatores de regulacdo
miogénica (MRFs) e fator estimulante miocito 2 (MEF2), que irdo regulantar a expressédo de
varios genes musculo-especificos, como a miosina de cadeia pesada (MHC) e creatina
quinase 718,

As células da linhagem miogénica em proliferacdo, positivas para Myf5 e/ou MyoD,
sdo denominadas de mioblastos 9. Os mioblastos tornam-se midcitos diferenciados e
iniciam a expressdo de miogenina e MRF4, os quais regulam a diferenciacdo dessas células
(19) para finalmente, no processo da miogénese, os miécitos mononucleados se fundirem para
formar os miotubos e, 0 masculo esquelético tornar-se um tecido altamente especializado
caracterizado por fibras musculares multinucleadas 9. Ainda, a MyoD é expressada no
tecido estriado vivo em varias situacdes em resposta a diversos estimulos, sugerindo que ela
desempenhe um papel importante na plasticidade deste tecido @V,

A linhagem C2C12 é um subclone da linhagem de células musculares C2, isoladas de
células-satélites de camundongos adultos 2. Assim, os mioblastos da linhagem C2C12 sio
um bom modelo para o estudo do crescimento e diferenciacdo celular, porque apresentam a

maioria das caracteristicas de células musculares de humano. 324,

2.3 Soroterapia

O tratamento preconizado para o acidente botrépico é a soroterapia com antiveneno
botropico poliespecifico, que é altamente eficaz contra os efeitos sistémicos, no entanto, ndo
neutralizam com eficiéncia os efeitos locais. Os estudos experimentais edema e mionecrose

apenas quando o anti-veneno é administrado rapidamente apds o envenenamento®?)
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Neste sentido, Camey et al, 200242, estudaram o efeito farmacoldgico do veneno
de cinco espécies botropicas brasileiras e verificaram que o antiveneno foi efetivo na
neutralizacdo sistémica da atividade toxica de todos 0s venenos testados. Porém, os efeitos
locais ndo sdo neutralizados pelo uso de antiveneno e 0os mecanismos envolvidos nesta falta
de protecdo, até 0 momento, nenhum nao foi esclarecido.

Devido a falta de protecdo local pelo soro antibotropico, tem sido crescente o interesse
em investigar terapias coadjuvantes a soroterapia. Uma possibilidade que comeca a ser
investigada, na neutralizacdo dos efeitos locais induzidos por venenos botropicos, € a
utilizacdo de fotobioestimulacio® %39 Nosso grupo de pesquisa e outros tém relatado os
beneficios da fotobioestimulacdo no efeito local induzido por veneno botropico. Neste
sentido, estudos efetuados com a fotobiomodulacdo (FBM) mostraram uma diminuicao da
mionecrose® 283339 inflamac&o®® 3%, dor®®, edema®” e hemorragia®* ap6s a aplicagdo de
diferentes espécies de veneno botropico, in vivo. Embora diferentes estudos tenham mostrado
a eficacia da fotobiomodulacdo contra a reacdo local induzida por venenos botrépico, o

mecanismo pelo qual a fotobioestimulacéo exerce seus efeitos, ndo é conhecido.

2.4 Terapia com Fotobiomodulacéo (FBM)

A palavra laser ¢ uma sigla que corresponde “Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation, a qual significa “Amplificacdo da Luz por Emissdo Estimulada por
Radia¢do”®®. A acdo do laser consiste na absor¢do da luz pelos tecidos, resultando em
modifica¢fes no metabolismo celular. Quando o laser é aplicado nos tecidos a luz € absorvida
por fotorreceptores localizados nas células, sendo capaz de modular as reagdes bioquimicas
especificas dentro da célula e estimular uma série de reagbes em cadeia mitocondrial,

resultando em sintese de ATP(9 40),
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A terapia com a FBM é considerada como um recurso bioestimulante em tecidos, por
meio de seus efeitos bioldgicos, tais como analgésicos, antiinflamatérios e cicatrizantes®®),

A FBM estimula um grande numero de processos bioldgicos incluindo o crescimento
celular, a proliferacdo®V e a diferenciagdo®? * In vitro, o efeito na proliferacdo pelo FBM
tem sido estudado em varios tipos celulares como os fibroblastos, células endoteliais,
keratinocitos, células musculares, mioblastos e outros tipos celulares.*#" Ainda, foi
demonstrado que a irradiacdo da FBM estimula a proliferacdo de células satélites musculares,
a angiogénese e expressdo de fatores de crescimento, desempenhando assim uma funcéo

importante na regeneracdo muscular “®),

2.5 LBI e acidentes ofidicos

Estudos do nosso grupo demonstraram uma reducdo significativa de mionecrose
induzida por veneno de Bothrops jararacussu e das miotoxinas BthTX- I e 11 apds tratamento
utilizando FBM, esse efeito da FBM foi verificado pela diminuicdo na concentracdo de
creatina quinase e reducdo das areas de mionecrose do musculo gastrocnémico de
camundongos apds a administracdo do veneno de Bothrops jararacussu.®% 3% Esses dados
corroboram os de Dourado et al., (2003)®Y que demonstraram uma diminuicao consideravel
da mionecrose induzida pelo veneno de serpente Bothrops moojeni, apos tratamento com a
FBM, inibindo a habilidade do veneno de desfazer a integridade da membrana plasmatica
@), Ademais, Doin-Silva, et al. (2009)®), observaram que o tratamento com a FBM causou
uma melhora da transmissdo neuromuscular e uma reducdo do desenvolvimento de
mionecrose induzida pelo veneno de B. jararacussu na preparacao de nervo-musculo in situ.

Ainda, nosso grupo demonstrou a eficacia da FBM na resposta inflamatéria local e
hemorragia ap6s lesdo por veneno de Bothrops jararacussu®®® e Bothrops moojeni ¢4 no

qgual os camundongos foram submetidos a laserterapia combinada com antiveneno,
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resultando em diminuicdo de edema, reducdo do influxo leucocitario e hemorragia apés a
lesdo. Esses dados sugerem que a FBM possa ser uma ferramenta promissora para minimizar

a gravidade dos efeitos locais do envenenamento botrépico.

2.6 Laser e reparo tecidual

O processo de reparo constitui uma reacdo tecidual dindmica, a qual compreende
diferentes fendmenos, tais como: inflamacéo, proliferacdo celular e sintese de elementos
constituintes da matriz extracelular, incluindo as fibras colagenas, elasticas e reticulares. %

Atuando em nivel celular, a FBM provoca modifica¢fes bioquimicas, bioelétricas e
bioenergéticas, atuando no aumento do metabolismo, na proliferacdo e maturacéo celular, na
quantidade de tecido de granulacédo e na diminuic¢do dos mediadores inflamatorios, induzindo
0 processo de cicatrizacdo.®% 51

Entre os efeitos bioestimulantes mediados pela FBM no processo de reparo tecidual,
destacam-se: a inducdo da atividade mitética das células epiteliais e dos fibroblastos; o
incentivo a producdo de colageno por estas ultimas células; a inibicdo secretdria de alguns
mediadores quimicos; a modificacdo da densidade capilar e o estimulo a microcirculacao
local.®%%2) Ainda, a fotobiomodulag&o vem se mostrando promissora nos efeitos favoréaveis
na modulagdo do estresse oxidativo pela diminuicdo da ROS®® e o0 aumento da atividade
enzimatica antioxidantes, tais como: superdxido dismutase (SOD), catalase ( CAT) e

glutationa peroxidase (GPX) ©4
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3. OBJETIVO
3.1 Geral:
Este projeto tem como objetivo geral analisar 0 conhecimento das a¢des da FBM

sobre células musculares submetidas a leséo por veneno de Bothrops jararacussu.

3.2 Especificos
Para tal, foram estabelecidas trés abordagens:
1. Estudo do efeito da FBM sobre os mecanismos de regeneracdo muscular quanto a:
« viabilidade pela contagem celular;
» migrac&o celular por simulacéo de lesdo na camada de células;
* a expressao das proteinas envolvidos na via de regeneragdo: Pax7, MyoD, miogenina,
Myf5 e Caspase-3 por atraves da técnica de Western Blot;
2. Estudo do efeito da FBM sobre a resposta inflamatéria quanto a:
* expressdo proteica de MAPK p38-a e NF-kB por Western Blot;
« liberacéo de citocinas pré- e anti-inflamatérias (IL-1, IL-6, TNF-a e IL-10) por ensaio
imunoenzimatico;
3. Estudo do efeito da FBM sobre os mecanismos de estresse oxidativo quanto a:
* producéo de H 2 O2 por ensaio de fluorescéncia;
« peroxidacdo lipidica através de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico;
« atividade da Superoxido dismutase (SOD) por reducéo do nito-blue tretazolium;
« atividade da GSH pela mensuracgéo da oxidacdo do NADPH;

« atividade de perdxido de hidrogénio.
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4. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado no laboratério 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 extraidos de varios exemplares adultos de serpentes B.
jararacussu, provenientes do serpentario da Universidade do Vale do Paraiba, fornecidos
pelo prof. Dr. José Carlos Cogo. Os venenos foram reunidos em um mesmo tubo,
homogeneizados, submetidos a liofilizacdo e mantidos a -20°C até o0 momento da utilizac&o.
4.2 Células musculares C2C12

As células, provenientes da linhagem de mioblastos C2C12, foram gentilmente doadas
pelo professor José Ernesto Belizario, do Instituto de Ciéncias Biomedicas - USP/SP. As
celulas 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 solucdo antibidtica-antimicotica (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 Umida contendo 5% de CO2. O
monitoramento do crescimento celular foi realizado a cada 24 horas, utilizando microscépio
invertido de fase (Eclipse TE 2000U, Nikon, Melville, NY, EUA).

O subcultivo foi realizado quando a monocamada celular se tornarem subconfluente para a
perpetuacdo da linhagem celular, sempre em fluxo laminar (Linha 400, Pachane, Piracicaba,
SP, Brasil). Para tanto, o sobrenadante foi removido, as células lavadas com tampéo PBS 1X
(NaCl 140mM; KCI 2,5mM; Na2HPO4 8mM; KH2PO 1,4mM; pH 7,4) e tratadas com
solucdo de tripsina 0,25% durante 3 minutos a 37°C. Apoés a incubacéo, foi realizada uma
nova lavagem com meio, centrifugacéo a 1200 rpm a 10°C por 5 minutos (Centrifuga Excelsa
4-280R, Fanem, Sao Paulo, SP, Brasil) e posteriormente a ressuspensdo 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 diluicdes necessarias a semeadura das células, em placas de cultura de

96 pocos.
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4.4 Preparacao 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
diluicbes necessarias para a semeadura das células em placas de 96 po¢os ou laminulas de
vidro. Assim, 1x10* célula/poco foram semeadas em placas de 96 pocos e colocadas em
estufa numa atmosfera imida contendo 5% de CO3, a 37°C, por 24 horas. Apos esse periodo
as células foram incubadas com o veneno, diluidos em meio DMEM, na concentracdo de

12,5 pg/mL (49), ou meio DMEM somente (controle) e incubadas por 1, 6 ou 24 h.
4.5 Irradiacdo laser de baixa Intensidade (LBI): O dispositivo laser utilizado foi o Laser
da marca DMC® modelo Thera Lase e os parametros utilizados estdo descritos na

tabela 1.

Tabela 1. Parametros dosimétricos do LBI.

Meio ativo InGaAIP e AsGaAl
Comprimento de onda 660nm e 780 nm
Densidade de energia 5 Jlcm?

Energia total 50J

Poténcia de saida 20 mW

Densidade de poténcia 0.33 mW/cm?

Area irradiada 0.3 cm?

Area do feixe 0,04 cm?

Modo de aplicacéo Pontual

Tempo 10 segundos

As células foram irradiadas imediatamente ap0s a adicdo do veneno na cultura, e foi aplicada
de forma pontual diretamente no poco pela parte inferior da placa. Os experimentos foram
realizados em um ambiente com obscuridade parcial para ndo sofrer interferéncia 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 (A 660 nm);
VBjsu + 780 nm: células que foram incubadas com VBjsu imediatamente tratadas com laser
(A 780 nm).

10
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4.6 Migracao celular

Para este ensaio as células foram contadas, um dia do experimento, nas placas foram
preparadas com uma laminula estéril em cada poco (0,13-0,16mm GLASSCYTO),
plaqueado sobre cada laminulas e em seguida as células foram plaqueadas na quantidade de
2x103 células em cada poco, com as células tratadas com o veneno e irradiadas com o LBI,
esta retornou para a estufa, no dia seguinte ap6s a adesdo celular em fluxo laminar, com
ponteira estéril foi simulado uma ferida nas células, em todos os grupos e observado ao
microscopio invertido (ECLIPSE TE 2000 Ul, NIKON, MILVILLI, NY,EUA) os grupos
foram fotografados apos as feridas, nos tempos de 0 e 24 h. As células foram analisadas,
morfologicamente, por coloragdo 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 expressao de proteinas de MAPK
p38-a e NF-Kf para a via de inflamag@o e para a via de regeneracdo 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
concentracédo 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 separacdo de bandas de
maior peso, durante a corrida. Todas as amostras foram aplicadas com um marcador de
proteinas de peso molecular conhecido — Precision Plus ProteinTM Standards (Bio-Rad). Em
seguida foi feita a transferéncia para membranas de Nitrocelulose (Bio-Rad), previamente
hidratadas, utilizando um dispositivo de transferéncia da Bio-Rad, o Mini Trans-Blot Cell,
foi submerso em tampdo de transferéncia 1x. Que foi submetido a uma diferenca de potencial
constante (100V), durante 15 min, para a transferéncia dos géis para as membranas, em
seguida foram coradas com corante ponseau (com o intuito de visualizar a transferéncia do
gel para a membrana, (para revelar as proteinas coradas) em seguida as membranas foram
lavadas. Seguindo depois o procedimento de bloqueio das membranas foram mergulhadas
em tampdo de bloqueio (solucéo de leite magro em pé 2.5%) com tampdo TBST. Por um
periodo de 60 min a temperatura ambiente. Depois do bloqueio foram lavadas trés vezes com
tampdo TBST e incubadas overnigth, com anti-corpos primarios de captura monoclonal anti-
citocina para camundongo, diluido em tampdo de bloqueio. Depois de trés lavagens (dois

ciclos de 5 min e um final de 10 min) em tampédo TBST, foram em seguida incubadas as

11
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membranas com 0s anticorpos secundario diluidos em tampdao de bloqueio. Depois foram
feitas mais trés lavagens de 10 minutos, em seguida colocada em solugdes (ECL) para a
deteccdo por quimioluminescéncia (ECL) em equipamento de leitura (Scanner Storn 860

Molecular Imager)

4.8 Ensaio de Elisa

Para o ensaio da determinacdo dessas citocinas, as células foram plaqueadas na
quantidade de 2x103 em cada poc¢o por 24 horas para adesdo celular. Apés incubacdo com o
veneno e aplicacao 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 pocos, foram adsorvidas com anti-corpo de
captura monoclonal anti-citocina para camundongo, diluido em PBS por 12hs. Em seguida
as placas foram lavadas com solucdo de PBS 0,05% de Tween 20. Os sitios inespecificos,
foram bloqueado com PBS contendo 1% de BSA (soro albumina bovina — Sigma) por 1h. As
placas foram lavadas para a remocdo da solucdo de blogueio. Em seguida, as amostras
(100ul) e as curvas foram colocados nos respectivos pocos e incubados por 2hs. Ao final do
periodo de incubacdo as placas foram lavadas. O anti-corpo de deteccdo foi adicionado
conjugado a peroxidase e incubado por 2hs. As placas foram novamente lavadas e sera
adicionado o substrato da peroxidase (tetrametilbenzidina) deixando reagir de 15 a 20
minutos. Ao final da incubacdo, foi adicionado solucdo de parada (H2s04-2N). As citocinas
foram quantificadas pela leitura da absorbancia (450nm) usando leitor de placas Spectramax

(Molecular Devices, Sunnyvale, CA).
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4.11 Ensaio de producéo de Glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR).
A Glutationa peroxidase (GPx) catalisa a reacdo de hidroperoxidos com glutationa
reduzida (GSH) para formar glutationa oxidada (GSSG) e o produto de reducdo do
hidroperdxido, a atividade da enzima pode ser determinada medindo o consumo de NADPH,
na reacdo de reducdo acoplada a reacdo da GPx. A atividade da GPx foi medida em um
espectrofotbmetro, sendo monitorada a diminuicdo de absorbancia do NADPH (a 340nm)..
(Flohe e Gunzler, 1984)©Y
A atividade da enzima GPx foi feito em cubeta de quartzo, onde foram colocados 500 uL
do tampao 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 solucdo foi incubada durante 10
minutos e apds foram adicionados 100 ul de NADPH e realizada a leitura, e apds 3 minutos
foi realizada uma nova leitura para monitoramento do consumo independente de
hidroperoxido. Entdo foi adicionado 100ul de t-buOOH 12 mM, e o decaimento da
absorbancia foi monitorado durante 5 minutos. As leituras foram feitas em triplicatas.
(Leitora de Elisa —SpectraMax Plus 384). Para o calculo foi considerado a ultima leitura

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

4.12 Ensaio de producdo 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 lesdo resultante

da exposicdo a qualquer agente.

H202 + 2 GSH — GssG 2 H20
O principio da técnica segundo Beutler , Duron e Kelly (1963)®? Consiste na
reatividade da GSH com o &cido dinitrobenzéico (DTNB) formando um tiolato (TNB) de cor
amarelada , (quanto maior a presenga de GSH, mais acentuada a cor) sendo mensuravel em
comprimento de onda de 412nm.
2GSH + DTNB — GssG + TNB
O procedimento consiste em precipitar o0 homogeneizado /sobrenadante (amostra)
com o acido tricloroacético (TCA 12 %) em uma propor¢do de 1:1, para o procedimento

foram colocados 800ul de tampéo fosfato , 50ul da amostra precipitada com TCA 12% e 50ul
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de DTNB. Foram pipetadas 300ul dessa solucédo e foi lida em triplicata com filtro no
comprimento de onda de 412nm no espectrofotdmetro. (Leitora de Elisa —SpectraMax Plus
384). E o resultado foi expresso em mM.

4.13 Ensaio de producdo de superoxido dismutase (SOD)

A enzima superdxido dismutase (SOD), é a primeira enzima na eliminag&o do Anion
superoxido tendo duas formas isoformas e ambas tem funcdo comum de converter O2” em
H202. O principio da técnica de SOD descrita por Boveris, 198453, Consiste na inibicao da
auto-oxidacdo da adrenalina pela enzima SOD presente na amostra, considerando que a
Adrenalina permaneca estavel em solucGes acidas e espontaneamente se oxida em solugdes
béasicas. Favorecendo a formacdo de Adrenocromo (responséavel pela coloracdo roseada).
Uma unidade de SOD definida como a quantidade de enzima em 50% a velocidade do
detector. A oxidacdo do pirogalol leva a formagdo de um produto colorido, detectado
espectrofotometricamente a 420nm durante 2 minutos. A atividade da SOD é determinada
medindo a velocidade de formacao do pirogalol oxidado.

Foi preparado uma solucédo de tampéo de Glicina 50mM, Adrenalina 60mM, Catalase
10 mM e a amostra diluida 100x (homogenato) sobrenadante foi utilizado pura neste
protocolo. A leitura foi realizada em placa de 96 pocos com volumes diferentes de amostras
(5ul; 10ul; 15ul; 20ul; e 30ul) em duplicata, foram pipetados volumes diferentes de tampéao
de Glicina para cada volume da amostra (185ul; 180ul; 175ul; 170ul e 160ul) adicionando
mais 5ul de Catalase e 5ul de Adrenalina em cada poco. Para a curva de Adrenalina foram
utilizados 5ul de Adrenalina e 5ul de Catalase e 190ul de tampdo 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 proteina.

4.14 Ensaio de produc¢édo de TBARs

Esse metodo utilizado para avaliacdo do estado de oxidacdo dos &cidos graxos em
sistemas bioldgicos foi descrito por Hermes- Lima, Willmore e Storey (1995).54 O dano em
lipidios de membrana e determinado pela formagdo do subproduto da lipoperoxidacdo —
malondialdeido (MDA), as dosagens de TBARS, poder ser usado como marcadores indiretos
da lipoperoxidagdo, que é uma substéncia reativa ao aquecimento do acido tiobarbiturico
(TBar) formada durante a peroxidacdo em sistemas de membranas e microssomos. O MDA
reage com o TBARS gerando um produto de coloragdo rdsea que é mesurado em um

comprimento de onda 532nm.
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A curva padrdo foi realizada utilizando-se do MDA como um controle positivo, em
concentragdes (0,625; 1,25; 2,5; 5; 10; 50 e 100umol). Foram precipitados 200ul da amostra
com TCA 10%, que ap6s ser mantida em geladeira durante 15 minutos foi centrifugado a
2200 xg a 4 °C por 15 minutos. Entdo foram recolhidos 300ul do sobrenadante e adicionado
a 300ul do TBAr. E posteriormente foram pipetados 150ul dessa solugdo de amostra e TBAr
em placa de 96 pocos 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 proteina.

4.15 Ensaio de producgéo de Oxido Nitrico (NO)

O Oxido Nitrico (NO) é produzido a partir do aminidcido L-arginina via reacéo
Catalitica de desaminacdo. A enzima NO, possui duas outras isoformas de enzimas que sdo
responsaveis pela sintese de NO, na forma neural (nNOS) e a forma induzivel (iNOS),
estimuladas por citocinas inflamatdrias, produtos microbianos e perturbacdes mecanicas
.Neste protocolo foi feito utilizando —se do método de Griess, como descrito por Green e,
colaboradores (1982).5% Para esta avaliacio na producéo de NO, pelas células C2C12, foram
utilizados 100ul do sobrenadante em placa de 96 pocos, as concentracdes de nitrito presentes
no sobrenadantes foram obtidos através da andlise de regressdo linear a partir da curva
padrdo, empregando as dilui¢fes duplas e seriadas de nitrito de sédio a partir de 200mM até
0,78 mM, as dilui¢cdes. As amostras foram utilizadas o sobrenadante para o ensaio. O reagente
de Griess foi preparado adicionando sulfanilamida a 1% e a-naftiletilenoaminohidrocloro
(NEED) a 1% em 2,5% de H3PO4 e foram plaqueado conforme as dilui¢fes, em placa de 96
pocos em Elisa ( Leitora de Elisa —SpectraMax Plus 384) filtro no comprimento de onda de
540 nm.

4.16 Ensaio de producéo de Peroxido de Hidrogénio (H20z2)

O peroxido de Hidrogénio é utilizado como fonte para outros reagente oxidantes
principalmente o radical (OH"), formado pela via oxidagdo de metais de transicdo como ions
de (Fe*?) e cobre (Cu*). A produgéo de (H20>) foi determinada segundo o método descrito
por Pick e Keisari em 1980%%) para este ensaio foram colocados o sobrenadante das células
, a0 volume de 100ul, ao volume da solucdo completa de vermelho fenol, contendo: 140mM
de Nacl, 10mM de tampéo de fosfato de Potassio, pH 7.0, 5,5mM de dextrose , 0,56 mM
vermelho de fenol e peroxidase de raiz forte tipo Il ( 0,01mg/ml, Sigma), aliquotas de 100ul

dessa solucdo, foram transferida para placa de 96 pocos , a oxidagéo do vermelho de fenol
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foi quantificada através da leitura de absorbancia 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 dptica e os resultados foram apresentados em mmoles de H20>
/108 células.

4.17 Analise Estatistica:

Para a andlise dos dados foram utilizados média, desvio padrdo e andlise de variancia
(ANOVA) de uma via, com auxilio do software “GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software,
San Diego, CA, E.U.A.). Foram realizados pos teste de Tukey e considerada aceitavel quando
p< 0,05. Todas as amostras foram feitas em quadruplicatas e trés experimentos
independentes.
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5. RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados em capitulos, de acordo com os objetivos propostos.

5.1 — Capitulo 1 - Estudo do efeito da FBM sobre os mecanismos de regeneracgéo
5.1.1 Efeito da FBM na viabilidade da células C2C12

Para verificar se o veneno de B. jararacussu é citotoxico para as células C2C12, foi
realizada andlise da viabilidade celular apds 1 hora de incubacéo das células com o veneno.
Realizamos a contagem de células em diferentes campos e comparamos com a contagem
obtida entre os grupos.

A analise da morfologia celular mostrou que as células C2C12 controle (fig. 1A)
foram distribuidas homogeneamente no campo cultivado; elas exibiram morfologia tipica de
células musculares (com suas formas estreladas, nucleo integro, e com algumas células em
formato fusiformes) (fig. 1A). Ap6s 1 h de incubagdo com 12.5 pg/mL de VBjsu foram
observadas algumas células arredondadas (citoplasma e ndcleo) (seta) e algumas areas
desprovidas de células, indicando morte celular (fig. 1B). A irradiacdo com FBM restaurou
0 numero de células com aparéncia morfoldgica tipica de células musculares (fig. 1C e D).
A figura 1 E demonstra a analise quantitativa da viabilidade celular ap6s a incubacdo com o

veneno e FBM.
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Figura 1: Efeito da FBM na viabilidade das células C2C12. As células musculares C2C12 foram incubadas
em placas de 6 pogos por 24h para adeséo celular. Apds esse periodo foi adicionado o veneno de bothrops (12,5
pg/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 microscopicos, as células foram analisadas, morfologicamente, por coloracdo 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 migracéo celular das células C2C12 incubadas com o
veneno da B. jararacussu.

O ensaio de migracdo celular foi realizado para avaliar o efeito da FBM sobre a
migracao 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 apds a
ferida nas células. O risco de ferida nas células do grupo controle foi quase completamente
fechado apds 24 h de incubacdo (fig. 21). No grupo onde foi aplicado o veneno de B.
jararacussu (12,5 ug/mL), resultou na supresséo da cicatrizacao, observe que mesmo no local
onde nao foi feita a ferida, também ndo tem células viaveis (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 1).

22



Resultados

Controle VBJsu VBJsu 660nm VBJsu 780nm

Figura 2. Efeito do veneno B. jararacussu na migragdo de mioblastos C2C12. Celulas C2C12 foram

incubadas em laminulas por 24 h para adeséo celular. Apds esse periodo foi adicionado o veneno de Bothrops
(12,5 pg/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 apés feridas (E, F, G e H) e células ap6s 24 h
da ferida e aplicacdo do laser 660nm e 780nm (I, J, K e L). Foram tiradas fotos de diferentes campos em

microscopicos invertido com objetiva no aumento de 20x.
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5.1.3 Efeito da FBM na expressdo de proteinas envolvidas nas vias de diferenciacéo e
regeneracdo muscular.

Portanto, neste estudo também avaliamos por western blot os niveis de MyF5, Pax 7,
MyoD e miogenina envolvidos na diferenciacao e regeneracdo muscular (fig. 3A). O veneno
de Bjsu causou diminuicdo significativa de todos os fatores miogénicos avaliados sendo essa
diminuicdo de 18, 80, 40 e 50% para MyF5, Pax 7, MyoD e miogenina, respectivamente em
relagdo ao grupo controle (fig. 3B, C, D e E). A aplicagdo do LBI aumentou
significantemente a expressdo desses fatores miogénicos 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 relagdo ao grupo veneno (fig. 3B, C, D e E). A B-

actina foi utilizada como controle de carregamento.
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Figura 3. Efeito do laser de baixa intensidade (LBI) na expressdo de proteinas envolvidas nas vias de
diferenciacao e regeneracdo muscular. As bandas obtidas por western Blotting para a analise foi feito em gel
de SDS-PAGE (10% poliacrilamida). As amostras de proteina das células C2C12 incubadas com 12,5 pg/mL
do veneno de B. jararaussu (Bjsu) e tratamento com LBI (Bjsu + 660nm e 780nm), foi feito por ensaio de Bred
Ford (concentracdo de 50ug/ml de proteina) para o ensaio de imunotransferéncia de Myf5 (A), Pax7 (B) MyoD
(C) e Miogenina (D) e gréficos mostram o tempo de incubag&o de 6 horas. A B-actina foi usada como controle
de carregamento. Todas as experiéncias 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 — Capitulo 2 - Estudo do efeito da FBM sobre a resposta inflamatoria

5.2.1 Efeito da FBM sobre a liberacdo da Citocina IL-6 em células C2C12 incubadas
com o veneno da B. jararacussu (VBjsu).

A acdo veneno de B. jararacussu sobre as células C2C12 na expressao da citocina
IL-6 foi avaliada no sobrenadante das células apos 3, 6 e 24 h da aplicacdo do veneno e
tratamento com a FBM. O Veneno causou aumento dessa citocina em todos 0s tempos
analisados (fig. 4 A,B e C). O LBI causou uma diminuig&o na liberacdo de I1L-6 causada pelo
VBjsu nos tempos de 3, 6 e 24 h no comprimento de onda de 660 nm (fig.4 A, Be 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 liberagéo da citocina IL-6 induzida pelo veneno de B. jararacussu (VBjsu).
Células musculares C2C12 foram plaqueadas em placas de 96 pocos e incubadas por 24 h para adesdo celular.
Apos esse periodo, o veneno (12,5 pg/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 trés
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experiéncias independentes. # p <0,05 em rela¢do ao controle, * p <0,05 em relag¢do ao veneno

5.2.2 Efeito da FBM sobre a liberagéo da citocina IL- 1p em células C2C12 incubadas
com o veneno da B. jararacussu (VBjsu).

A acdo do VBjsu sobre as celulas C2C12 na expressdo da citocina IL-1p, foi avaliada
no sobrenadante das células apds 3, 6 e 24 h da aplicacdo do veneno e tratamento com a
FBM. O veneno de B. jararacussu foi capaz de aumentar significativamente a liberacéo da
IL-1B em todos os tempos avaliados (fig. 5 A, B e C). A irradiacdo com o LBI em ambos os
comprimentos de onda 660nm e 780nm reduziu significantemente a liberacdo de IL-1p em
comparagdo 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 irradia¢do ndo promoveu diminui¢do dessa citocina nos tempos de
3e24h(Fig.AeC).
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Figura 5. Efeito da FBM na liberacédo da citocina IL-1-p induzida pelo veneno de B. jararacussu (\VBjsu).
Células musculares C2C12 foram plaqueadas em placas de 96 pocos e incubadas por 24 h para adesdo celular.
Ap0s esse periodo, o veneno (12,5 ng/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 trés
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experiéncias independentes. # p <0,05 em relacdo ao veneno, * p <0,05 em relagdo ao controle.

5.2.3 Efeito da FBM sobre a liberacéo da citocina TNF-o em células C2C12 incubadas
com o veneno da B. jararacussu (VBjsu).

Para verificar a acdo do VBjsu sobre as células C2C12 na expressao da citocina
TNF-a, avaliamos o sobrenadante das células apés 3, 6 e 24 h da aplicagdo do veneno e
tratamento com a FBM. Veneno causou aumento dessa citocina em todos 0s tempos
analisados (fig. 6 A, B e C). O tratamento com o LBI, reduziu a liberacdo de TNF-o em todos

0s tempos estudados e pelos dois comprimentos de onda avaliados (fig. 6A, B e C).
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Figura 6. Efeito da FBM na liberacdo da citocina TNF- alfa induzida pelo veneno de B. jararacussu
(VBjsu). Células musculares C2C12 foram plaqueadas em placas de 96 pocos e incubadas para adesao celular
por 24h. Apds esse periodo, o veneno (12,5 ug /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

trés experiéncias independentes. # p <0,05 em relacéo ao controle, * p <0,05 em relacéo ao veneno.
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5.2.4 Efeito da FBM sobre a liberacéo da citocina 1L-10 em células C2C12 incubadas
com o veneno da B. jararacussu (VBjsu).

A acdo do VBjsu sobre as células C2C12 na expressdo da citocina IL-10 foi avaliada
no sobrenadante das células apds 3, 6 e 24 h da aplicagdo do veneno e tratamento com a
FBM. O Veneno causou diminuigédo dessa citocina em todos os tempos analisados (fig. 7). O
tratamento com a FBM aumentou a liberacéo 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 liberacgdo da citocina IL-10 induzida pelo veneno de B. jararacussu (VBjsu).
Células musculares C2C12 foram plaqueadas em placas de 96 pocos e incubadas por 24 h para adesdo celular.
Apds esse periodo, e foi adicionado o veneno (12,5 pg/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 trés

experiéncias independentes. # p <0,05 em relag¢do ao controle, * p <0,05 em relagdo ao veneno.
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5.2.5 Efeito da FBM sobre expressdo de Caspase-3 causada pelo veneno de B.

jararacussu.
A expressdo de caspase-3 foi mensurada através da técnica de Western blot, e est4
demonstrada na figura 8. N&o houve diferenca na expressao de caspase-3 entre 0S grupos

estudados (fig. 8 A e B).
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Figura 8. Efeito do laser de baixa intensidade (LBI) na expressdo de caspase 3. As bandas obtidas por
western Blotting para a andlise foi feito em gel de SDS-PAGE (10% poliacrilamida). As amostras de proteina
das células C2C12 incubadas com 12,5 pug/mL do veneno de B. jararaussu (Bjsu) e tratamento com LBI (Bjsu
+ 660nm e 780nm), foi feito por ensaio de Bred Ford (concentracdo de 50ug/ml de proteina) para o ensaio de
imunotransferéncia de caspase 3 e graficos mostrando o nivel de proteina analisado apds 6 horas. A f3-actina foi
usada como controle de carregamento. Todas as experiéncias foram realizadas em triplicata, e o valor relativo
da intensidade da banda foi quantificado, sem diferencas estatisticas entre os grupos.
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5.2.6 Efeito da FBM sobre expressdo de p38MAPK causada pelo do veneno de B.

jararacussu (VBjsu).

A expresséo de p38 MAPK foi mensurada atraves da técnica de Western blot, e esta
demonstrada na figura 17. Os resultados demonstraram que nao houve diferenca significativa
entre os grupos veneno e controle (fig 9 A e B). No entanto, a irradiagdo com o LBI no
comprimento de onda de 660 nm causou diminuicao significativa na expressédo de p38 MAPK

qguando comparado o grupo veneno com o controle (fig. 9 A e B).
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Figura 9. Efeito do laser de baixa intensidade (LBI) na expressdo de p38 MAPK. As bandas obtidas por
western Blotting para a andlise foi feito em gel de SDS-PAGE (10% poliacrilamida). As amostras de proteina
das células C2C12 incubadas com 12,5 pg/mL do veneno de B. jararaussu (Bjsu) e tratamento com LBI (Bjsu
+ 660nm e 780nm), foi feito por ensaio de Bred Ford (concentracdo de 50ug/ml de proteina) para o ensaio de
imunotransferéncia de p38MAPK. Analisado ap6s 6 horas. A B-actina foi usada como controle de
carregamento. Todas as experiéncias foram realizadas em triplicata, e o valor relativo da intensidade da banda

foi quantificado. * p <0,05 em relagdo ao veneno.
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5.2.7 Efeito da FBM sobre expressdo de NF-kB causada pelo do veneno de B.
jararacussu (VBjsu).

A expressdo de NF-«B foi mensurada através da técnica de Western blot, e estd
demonstrada na figura 18. Os resultados demonstraram que houve diferenca significativa
entre os grupos veneno e controle (fig 10 A e B). No entanto, a irradiacdo com o LBI causou
diminuicdo significativa na expressédo de NF-kB quando comparado ao grupo veneno e com
o controle (fig. 10 A e B).

5000+
" [ Controle
g 4000+ 3 VBjsu
z # @@ VBjsu+660nm
g 3000+ 1 Bl VBjsu+780nm
[
% 20004 T * *
©
‘= 10004
-}

0
6 horas
c VBjsu  660nm 780nm

VBjsu

Figura 10. Efeito do laser de baixa intensidade (LBI) na expressédo de NF-kB. As bandas obtidas por western
Blotting para a analise foi feito em gel de SDS-PAGE (10% poliacrilamida). As amostras de proteina das células
C2C12 incubadas com 12,5 pg/mL do veneno de B. jararaussu (Bjsu) e tratamento com LBI (Bjsu + 660nm e
780nm), foi feito por ensaio de Bred Ford (concentracdo de 50ug/ml de proteina) para o ensaio de
imunotransferéncia de NFK-beta analisado apos 6 horas. A B-actina foi usada como controle de carregamento.
Todas as experiéncias 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 — Capitulo 3 - Estudo do efeito da FBM sobre os mecanismos de estresse oxidativo.

5.3.1 Efeito da FBM sobre a producéo de 6xido nitrico (NO) e perdxido de hidrogénio
(H202) induzida pelo veneno da serpente B. jararacussu.

Para verificar a acdo veneno de B. jararacussu sobre as células C2C12 na producédo de
oxido nitrico (Fig. 11 A) e na producéo de peroxido de hidrogénio (Fig. 11B), foi realizada
o cultivo celular, apds 1 hora de incubagédo 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 producdo de forma significante a quantidade de NO induzido
nas células sobre a acdo do veneno. Ainda, o veneno causou producdo de H202 que foi
estatisticamente maior que o controle. A FBM reduziu essa liberacdo, quando comparada ao

grupo veneno (Fig. 11B)
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Figura 11. Efeito do laser de baixa intensidade (LBI) na producio de NO e H202 induzida pelo veneno
de B. jararacussu (VBjsu). Células musculares C2C12 foram plaqueadas em placas de 96 pogos e incubadas
por 24 h para adesdo celular. Apos esse periodo, o veneno (12,5 pg/mL) foi adicionado, as células foram
imediatamente irradiadas com LBI e incubadas por 1 h. A concentracdo de NO (A), no sobrenadante foi avaliada
pelo método de Griess e o0 mesmo foi feito para avaliar a concentracdo de H202 (B), no sobrenadante pelo
método do fenol vermelho. Cada valor representa a média + SEM de trés experiéncias independentes. #p <0,05

em relacdo ao controle; * p <0,05 em relacdo ao veneno.
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5.3.2 Efeito da FBM sobre a expressdo de Glutationa peroxidase (GPx) e superdxido
dismutase (SOD) por células C2C12 incubadas com o veneno de B. jararacussu (VBjsu).

Para verificar a acdo do VBjsu e o efeito da FBM sobre as células C2C12 na producéo
de GPx e SOD, foram feitos analises por espectrofotometria. Observamos diminui¢ado da liberacao de
SOD pelo grupo veneno e aumento causado pelo laser no comprimento de onda de 660 nm (Fig.

12A). N&o houve diferenca entre os grupos em relacdo a producédo da enzima GPX (Fig. 12B).
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Figura 12. Efeito do laser de baixa intensidade (LBI) na producéo das enzimas antioxidantes SOD e GPx,
induzidas pelo veneno de B. jararacussu (VBjsu) em células C2C12. Células musculares C2C12 foram
plagueadas em placas de 96 pocos e incubadas por 24 h para adesdo celular. Apds esse periodo, o veneno (12,5
pug/mL) foi adicionado e as células foram imediatamente irradiadas com FBM e incubadas por 1lh. A
concentragdo de SOD (A) e GPx (B) foi avaliada o sobrenadante, pelo método de espectrofotometria. Cada
valor representa a média + SEM de trés experiéncias independentes. #p <0,05 em rela¢do ao controle; * p <0,05

em rela¢do ao veneno.
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5.3.3 O efeito da FBM sobre a expressdo de Peroxidacdo lipidica (TBars) por células

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

A acdo do VBjsu e o efeito da FBM sobre as células C2C12 sobre a perioxidacéo
lipidica foi avaliado pelo método de Elisa. Nosso resultado demonstrou que ndo houve diferenca

na producdo de peroxidacéo lipidica (TBARS) pelos mioblastos entre os grupos estudados

(fig. 13).
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Figura 13. Efeito do laser de baixa intensidade (LBI) na peroxidacao lipidica induzida pelo veneno de B.
jararacussu (VBjsu) em células C2C12. Células musculares C2C12 foram plaqueadas em placas de 96 pogos
e incubadas por 24 h para adeséo celular, foi adicionado 0 veneno (12,5 pg/mL), as células foram imediatamente
irradiadas com a FBM e incubadas por 1 h, A concentracdo de peroxidacao lipidica foi avaliada o sobrenadante,

pelo método de ELISA. Cada valor representa a média £ SEM de trés experiéncias independentes.
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Discussao

6. DISCUSSAO

O envenenamento por picada de serpente é considerado uma doenga tropical
negligenciada pela Organizacdo Mundial da Satide (OMS) com importancia clinica e social
em todo o mundo *t #> Além da letalidade, uma das consequéncias mais graves desses
acidentes causados por animais pegonhentos, especialmente no caso de serpentes da familia
Viperidae, estd associada a dano tecidual levando a sequelas permanentes como perda
tecidual e disfuncéo 3¢ 4,

A mionecrose é um efeito severo do envenenamento da serpente B. jararacussu, que
provoca perda de massa muscular e dificuldade na sua regeneracdo “4. A necrose muscular
causada por esse veneno é atribuida, principalmente, a acdo de miotoxinas com estrutura de
PLA2, que correspondem 30% do veneno bruto . Gutiérrez & Lomonte (1995)
demonstraram que a acdo desse veneno causa necrose muscular por acdo direta dessas
miotoxinas na membrana da célula muscular, levando a um dano grave, podendo ocasionar
amputacdo 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 viavel in vitro para o estudo de mecanismo(s), uma vez que ele
se correlata com a miotoxicidade do veneno in vivo #'.

Nossos resultados demonstraram que o veneno bruto da serpente B. jararacussu
apresentou efeito toxico nas células musculares, resultando na diminuicdo da viabilidade
celular, confirmando assim o efeito miotdxico desse veneno. Esses resultados corroboram os
efeitos citotoxicos do veneno bruto e de componentes do veneno, como metaloproteinases e
miotoxinas, estudados na linhagem de células C2C12 2% 4% 4750 Ainda, Collares-Buzato et
al., (2002) °!' apresentaram dados semelhantes aos encontrados em nosso estudo,

demonstrando um efeito citotoxico direto do veneno bruto da serpente B. moojeni em cultura
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do epitélio tubular renal. Além disso, Villalobos et al. (2007) %2, mostraram dano da
membrana celular em miotubos em cultura incubados com miotoxina Il (Lys49) isolada do
veneno da serpente B. asper. Esses estudos confirmam o potente efeito de lesdo celular
causado por veneno de serpentes desse género, mesmo de espécies diferentes.

A literatura sugere a fotobiomodulacdo (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 género Bothrops, por sua capacidade de diminuir a inflamacéo,
hemorragia, hiperalgesia e a mionecrose apds envenenamento botrépico experimental 34 35
37 No entanto, os mecanismos bioldgicos relacionados a protecio causado pela FBM contra
os efeitos locais induzidos por veneno botropico ndo sdo 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/cm? reduziram consideravelmente
a citotoxicidade causada pelo veneno em mioblatos em cultura. Dourado et al., (2003) % e
Barbosa et al., (2009) 3" em estudo in vivo demonstraram que a laserterapia em comprimento
de onda em 904 e 685 nm e densidade de energia de 4 J/cm? e 4.2 J/cm?, respectivamente,
foi capaz de diminuir significativamente a mionecrose induzida pelo veneno, demonstrado
pela histologia e confirmando por niveis reduzidos de liberacdo 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 miogénicos nestas
células, aumentando a proliferacdo celular. Ademais, o LBI foi capaz de proteger células

endoteliais em cultura contra o efeito do veneno de B. jararaca ’.
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Como os resultados demonstraram que o tratamento com o laser nos comprimentos
de onda de 660nm e 780nm, causaram citoprotecdo em células C2C12 quando incubadas
com o veneno de B. jararacussu, fomos verificar o efeito do LBI nesses dois comprimentos
de ondas sobre as caracteristicas migratorias dessas células em situacdo de lesdo, efeito
importante para o processo de regeneracio muscular ®3. Nosso resultado revelou que, além
da citoprotecdo 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
laminulas, o que pode significar um dos mecanismos para a melhora no processo de
regeneracio muscular visto em experimentos in vivo 3,

Apds a lesdo tecidual, a miogénese € iniciada pela ativacdo das células miogénicas
através da expressao sequencial de fatores de transcricdo e ativacdo de genes que culminam
na regeneracdo tecidual. As células satélites quiescentes expressam Pax7, enquanto a
ativacdo resulta na expressdo de MyoD, e a miogenina é expressa posteriormente no processo
de diferenciacdo. 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
diferenciacdo dessas células através do aumento dos fatores miogénicos MyoD e miogenina,
avaliado 4 dias ap6s a incubag&o com o veneno 2. A diferenciagio envolve varias alteragdes
celulares, incluindo fisiologia, arquitetura estrutural e fungdes ®*. Portanto, todo evento no
curso da diferenciacdo deve ser acompanhado por expressdo coordenada e/ou repressao de
certos subconjuntos de genes ® . O fator miogénico Pax7 é um regulador chave da
diferenciacdo de células musculares em populagdes especificas de células-tronco adultas e é
um bom candidato para distinguir células-satélite ativadas . Além disso, a diferenciagdo das
células musculares esqueléticas dos mamiferos € regulada por membros da familia MyoD de
fatores reguladores miogénicos (MRFs). Estes incluem MyoD, Myf5, miogenina e MRF4 87,

Foi relatado que a miogenina e 0 MRF4 desempenham um papel na diferenciagéo terminal
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dos mioblastos %8 Os MRFs e Pax7 parecem desempenhar papéis criticos durante a ativac&o,
proliferacdo e diferenciacdo de células satélites ®°. Neste estudo avaliamos a capacidade do
LBI em promover a diferenciacdo das células C2C12 em periodo agudo. Por esse motivo
fomos avaliar a acdo do laser sobre o veneno na fase cronica do processo inflamatério.
Nossos resultados demonstraram que no periodo de 6 h, 0 veneno causou diminuicao de todos
dos fatores miogénicos estudados (Pax7, Myf5, MyoD e miogenina). Ndo encontramos na
literatura estudos in vitro demonstrando a capacidade de venenos botropicos em modular a
expressao desses fatores.

A eficiéncia do FBM em ambos os comprimentos de ondas utilizado (660 nm e 780
nm) demonstrou regeneracdo do musculo esquelético ndo apenas melhorando, mas também
acelerando a regeneracio '°. A irradiacio com o LBI causou aumento dos fatores miogénicos
estudados quando comparados ao veneno, assim, € possivel sugerir que houve um aumento
da diferenciagdo causada por ambos os comprimentos A660nm ¢ 780nm, pelo menos em
parte, ocasionou um aumento desses fatores miogénicos, favorecendo a diferenciacdo e
consequente proliferacdo celular. Assim, é possivel sugerir que a FBM acelera a regeneracdo
muscular, melhorando a miogénese e a diferenciacdo das células musculares lesionadas pelo
veneno, o que reforca 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) " mostraram que um dos primeiros eventos induzidos
pelo laser He — Ne 632,28 nm envolve atividades imediatas de aumento do citocromo ¢
oxidase e niveis intracelulares elevados de Ca2 +. Wang et al. (2014) " mostraram que a
irradiacdo a laser na faixa visivel e no infravermelho, bem como na UV, pode modular a
funcdo e a expressdo dos canais ibnicos TRP-V e, em particular, TRP-V1, TRP-V2 e TRP-
V4, e a liberagdo endocitotica 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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concentragéo de ATP intracelular 28,

Ainda, segundo Ferraseri et al. (2015)®%, ha uma forte correlacdo entre o contetido
de MMP (potencial de membrana mitocondrial) e ATP, medido durante uma ampla faixa de
5 minutos (efeito imediato) a 24h (efeito prolongado). apds efeito da FBM, além disso, ja foi
demonstrado que, em mitocondrias de células de fibroblastos sem agentes estressores, a FBM
também aumentam a sintese de ATP e a atividade do complexo IV mitocondrial de maneira
dependente da dose.?®

A resposta inflamatoria é necessaria e crucial para uma resultado positivo da
regeneracdo do musculo esquelético. Neste estudos avaliamos o efeito da FBM (A660nm e
780nm) sobre a liberacdo de citocinas pro e anti-inflamatorias por células C2C12 ap6s a
incubacdo com o veneno. Verificamos que houve aumento de IL-6 no grupo incubado com
0 veneno de B. jararacussu em todos os tempos estudados. Ja foi demonstrado que varios
venenos botrépicos induzem a liberagdo de IL-6 "®"8. A irradiacio com o LBI causou
diminuicdo significativa desse mediador inflamatério. Esse resultado esta de acordo com
Nadur-Andrade et al. (2016) 3 que demonstrou, em modelo animal, ocorre um aumento de
IL-6 apds exposicao ao veneno de B. moojeni e o tratamento com LBI promove diminuicao
desse mediador inflamatério.

Semelhante a liberagdo de IL-6, verificamos aumento da liberacdo de IL-1B nas
células incubadas com o veneno de B. jararacussu. Em nosso modelo, verificamos
diminuicdo dessa citocina ap0s a aplicacdo do LBI, como mostrado em estudos in vivo, para
0 grupo que sofreu com a agéo do veneno e tratado com laser. E nossos estudos mostram que
essa citocina pro-inflamatoria esta aumentada em modelo animal ap6s exposic¢éo ao veneno
de B. moojeni ", no modelo celular também se mostrou semelhante em estudos in vitro.

Ainda, a IL-1B aparece aumentada também em células endoteliais incubadas com veneno de
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B. jararaca e o tratamento com LBI causa reducdo significativa de seus niveis, mostrando
mais uma vez a a¢io do laser na diminuicio do processo inflamatério 7.

No periodo de 3, 6 e 24 h 0 veneno causou aumento da citocina TNF-o. Zamuner et
al., (2002, 2005) 7677 avaliaram a presenca de TNF-a nos periodos de 30 min a 12 h apds a
injecdo do veneno de B. jararaca e B. asper em camundongos e observaram um aumento
acentuado dos niveis de TNF-o em todos os intervalos de tempo analisados. Ja, um estudo
com veneno de B. atrox (0,5 pg/mL) avaliou-se a presenca de TNF-a apés 1, 4 ¢ 8 horas de
exposicao ao veneno em peritbnio de camundongos e mostrou que apds 1 hora de exposicao
houve aumento de TNF-a, mas apds esse tempo o TNF-a ndo foi mais detectado, podendo
estar mais relacionado com a resposta inicial ao processo inflamatério e recrutamento de
leucdcitos para o local da picada °. Essas diferencas na liberagio desse mediador podem
estar relacionadas com o veneno estudado, uma vez que o0s venenos apresentam diferencas
em suas composicoes.

A citocina IL-10 esta relacionada com a resolucdo do processo inflamatdrio e comeca
a se elevar num periodo mais tardio do acidente botropico .. Em nosso estudo, no periodo
de 3 h 0 veneno causou uma diminuicdo desse mediador inflamatério, em concentracdo mais
baixa em comparacdo com outros tempos estudados, indicando que a liberacdo desse
mediador, comeca a ser detectado no periodo de 6 e 24 h do envenenamento, e no grupo onde
se aplicou o veneno e o laser (A660nm e 780nm) causou uma diminuicdo acentuada dessa
citocina. O LBI (A660nm e 780nm), foi capaz de aumentar a libera¢do dessa citocina nos
tempos de 3, 6 e 24 h. J4, em estudo com modelo animal que sofreu a agdo do veneno de B.
moojeni, foi verificada a diminui¢do desse mediador anti-inflamat6rio no periodo de 6 h de
aplicacdo do veneno . Esses autores observaram também aumento desse mediador com a
aplicacdo do LBI, propiciando assim uma reducédo da resposta inflamatoria local. Embora o

principal tratamento para o envenenamento por picada de serpente seja a soroterapia com
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soro antiofidico 2

, animais tratados apenas com 0 soro ndo apresentaram diminuicao
significativa de mediadores inflamatorios como IL-6, IL-10 e TNF-a, indicando o LBI como
um complemento importante ao tratamento com soro antiofidico para melhora da reacéo
inflamatéria local do veneno *°.

A familia das proteinas quinases ativadas por mitogénio (MAPKS) esta associada a
numerosas respostas celulares, como proliferacdo, mitogénese, oncogénese diferenciacdo e
apoptose (Zhang et al., 2011). A p38 MAPK foi originalmente descoberta como alvo
molecular para a inibicdo da producéo de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a e IL-1.
Assim, nos avaliamos a expressdo da p38 MAPK no tempo de 6 h apds a adicdo do veneno,
nossos resultados demonstraram gque o veneno ndo causou alteracdo dessa proteina nesse
periodo em relacdo ao controle. No entanto, a irradiacdo com o laser no comprimento de onda
de 660nm, apresentou diminuicdo significativa da expressdo de p38MAPK em relacdo aos
grupos veneno e controle. Foi demonstrado que a L-aminoacido oxidase isolada do veneno
de cobra de Calloselasma rhodostoma,(Vibora) em sua forma nativa, estimula a quimiotaxia
de neutrdfilos, um evento com o envolvimento da sinalizac¢do intracelular mediada por
p38MAPK (Pontes et al., 2016)°7). Além disso, a crotamina, uma miotoxina isolada do
veneno de Crotalus durissus terrificus, estimula a atividade fagocitica e citostatica de
macrofagos em cultura, pela inducdo de NO e TNF-a via p38 e vias de sinalizacdo NF-Kb
(Leeetal., 2016)®. No tempo de 6 h, ndo observamos aumento da expresséo de p38 MAPK,
mas a irradiacdo 660nm, foi capaz de diminuir a expressao basal, sugerindo que mesmo sem
a participacdo com veneno neste efeito, o LBI suprime a sua producéo de p38 MAPK.

A literatura demonstra que para a ativacdo do NF-Kb independente dos estimulos
sofridos, pode estar envolvido em alguns desses evento, como aumento de espécies reativas

de oxigénio (estresse oxidativo) e no aumento do calcio intra-celular, pois quando o NF-xB,

ndo esta estimulado ele, encontra-se no citoplasma das células ligado hd uma proteina
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inibitoria o IKB.®® O que impede que ocorra a transloca¢do do NF-KB para o ntcleo das
células, assim com o evento de fosforilacdo e a degradacdo do IK-beta, ocorre a translocacéo
e a liberagdo do NF-kb.®® E em nosso estudo mostrou que a a¢io do veneno botropico
ocasiona a liberagdo de NF- kb e o laser também foi capaz de inibir a expressdo dessa
proteina.

Durante o envenenamento, o aumento de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
tem sido atribuido tanto a lesao tecidual de isquemia- reperfusdo quanto a reacdo inflamatoria
que ocorre apds a injecdo de veneno 82, Neste sentido, ja foi demonstrado que o veneno de B.
jararaca e B. asper induzem aumento de NO e H>O- e também a formagao de peroxinitrito
83, Esses autores sugeriram que a formacao desses radicais de oxigénio e nitrogénio teria um
papel importante na toxicidade causada pelos venenos botrdpicos. Nossos achados
mostraram que a FBM (A660nm e 780nm), reduziu a geracdo de NO causada pelo veneno
em células musculares. Assim, é possivel sugerir que a protecdo causada pela FBM nesses
dois comprimentos de ondas utilizado (A660nm e 780nm), pelo menos em parte, decorra de
uma diminuig&o desses radicais de oxigénio, NO e H20..

A literatura demonstra que o envenenamento de serpentes do género Bothrops, pode
causar estresse oxidativo/nitrosativo caracterizado por um desequilibrio entre o sistema pré
e o antioxidante 8. O desequilibrio no estresse oxidativo pode levar a efeitos extremamente
deletérios para organismos vivos e tem sido associado a varias condigdes fisiopatoldgicas,
incluindo distarbios hematoldgicos e reacdes inflamatérias que resultam na ativacdo de
leucdcitos 84 Nossos resultados mostraram que o veneno ndo foi capaz de alterou a
quantidade de peroxidacao lipidica ou de enzimas antioxidantes como a SOD ou Gpx em
nosso modelo experimental, no entanto apds a irradiagdo com o LBI (A660nm e 780nm), as
células incubadas com o veneno apresentaram aumento significativo de SOD. Urishi et al.,

(2009) % propde que os niveis de antioxidantes sdo determinantes para a capacidade
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regenerativa das células-tronco musculares. Assim, 0 aumento de SOD ap0s o tratamento das
células com o LBI (A660nm), pode colaborar com a melhora muscular observada em estudos
in vivo 333%, N4o observamos aumento da enzima Gpx, avaliamos essa enzima no periodo de
1 h de incubacdo com o veneno, é possivel que em horarios mais tardios pudesse ocorrer uma

maior quantidade da producédo dessa enzima.
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7. CONCLUSAO

Considerando as anélises de viabilidade e migracdo celular, bem como as analises
moleculares em cultura de células C2C12, podemos concluir que a FBM possui efeito
benéfico sobre os mioblastos em resposta a acdo do veneno de B. jararacussu, conferindo
suporte para o entendimento dos mecanismos pelo qual a FBM protege a célula muscular no
envenenamento botrépico, uma vez que foi observado:

e Aumento da viabilidade e migracéo celular;

e Efeito regenerativo, demostrado pelo aumento de fatores de regulacdo miogénica
como Pax7, Myf5, MyoD e miogenina, além da expressao de NFkB;

e Acdo antiinflamatdria pela redugdo das citocinas IL-1, IL-6, e TNF o, e da diminuicéo

de p38 MAPK e aumento da citocina IL-10;

e Reducdo do estresse oxidativo pela acdo do sistema antioxidante; SOD, GPx e TBars.
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