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Resumo

O envenenamento causado por serpentes do género Bothrops é considerado
uma doenga tropical negligenciada e frequentemente esta associado com
manifestacdes locais graves e complexas; como edema, dor intensa, hemorragia
e mionecrose. O tratamento convencional especifico para esse agravo é a
utilizacdo do soro antibotropico, o qual neutraliza grande parte do veneno
circulante, minimizando assim seus efeitos sistémicos. Porém, sua acao local &
reduzida e, com isso, 0 paciente pode apresentar lesdo permanente de tecidos
e, em alguns casos, até mesmo a amputacdo do membro afetado. Assim,
buscam-se terapias que possam complementar a agado do soro e minimizar 0s
efeitos locais do veneno. Estudos anteriores do nosso grupo demonstraram que
o laser de baixa intensidade (LBI) aumenta a viabilidade de células musculares
C2C12 incubadas com o veneno de Bothrops jararacussu e ainda promove a
diferenciacdo dessas células. Dessa maneira, o objetivo deste trabalho foi avaliar
o efeito do LBI em células musculares C2C12 submetidas a acdo dos venenos de
B. jararaca, B. jararacussu e B. moojeni quanto ao seu mecanismo de morte
celular (necrose e apoptose). Para tanto, as células foram incubadas com os
respectivos venenos e imediatamente irradiadas com LBI no comprimento de
onda de 660 nm, densidade de energia de 2,5 J/cm?, poténcia de 10 mW, area
de 0,045 cm? e tempo de aplicagdo de 20 segundos. As células foram incubadas
por 2 horas e, posteriormente, foi realizada a citometria de fluxo para andlise da
morte celular. Também foi avaliada a viabilidade celular juntamente com a
dosagem de mediadores inflamatérios como as interleucinas IL-1 8, IL-6, IL-10 e
Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a). Nossos resultados mostraram que a
aplicacao do LBI diminui a morte celular nos diferentes venenos por necrose e
apoptose; aumenta a viabilidade celular; diminui a liberagédo de IL-6 para todos
os venenos e de IL-1 B para os venenos de B. jararaca e B. moojeni, mas néao
influencia na liberagcdo de IL-10 e TNF-a. Assim, o LBI protege as células
musculares contra a acdo dos venenos estudados; aumentando a viabilidade
celular pela diminuicdo da morte celular (necrose e apoptose) e minimizando o

processo inflamatorio.

Palavras-chave: células musculares, laser de baixa intensidade, apoptose,

necrose, B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni.




Abstract

The envenoming caused by snakes of the Bothrops genus is considered a
neglected tropical disease and is frequently associated with severe and complex
local manifestations; such as edema, intense pain, hemorrhage and
myonecrosis. The specific and conventional treatment for this condition is the use
of the anti-venom serum, which neutralizes the majority of the circulating venom,
thus minimizing its systemic effects. However, its local action is reduced and,
therefore, the patient may present permanent tissue damage and, in some cases,
even amputation of the affected member. Thus, therapies are sought that can
complement the action of the serum and minimize the local effects of the venom.
Previous studies in our group have demonstrated that the low level laser (LLL)
increases the viability of C2C12 muscle cells incubated with the venom of Bothrops
jararacussu and further promotes the differentiation of these cells. Thus, the
objective of this work was to evaluate the effect of LLL on C2Ci2 muscle cells
submitted to B. jararaca, B. jararacussu and B. moojeni venoms for their
mechanism of cell death (necrosis and apoptosis). To do so, the cells were
incubated with the respective venoms and immediately irradiated with LLL at the
wavelength of 660 nm, energy density of 2.5 J/cm?, potency of 10 mW, area of
0.045 cm? and time of application of 20 seconds. The cells were incubated for 2
hours and then flow cytometry was performed for analysis of cell death. Cell
viability was also evaluated along with the dosage of inflammatory mediators
such as interleukins IL-1 3, IL-6, IL-10 and Tumor Necrosis Factor a (TNF-a). Our
results showed that the application of LLL decreases cell death in the different
venoms by necrosis and apoptosis; increases cell viability; decreases the release
of IL-6 to all venoms and IL-1 3 for the venoms of B. jararaca and B. moojeni, but
does not influence the release of IL-10 and TNF-a. Thus, the LLL protects the
muscle cells against the action of the venoms studied; increasing cell viability by
decreasing cell death (necrosis and apoptosis) and minimizing the inflammatory

process.

Key words: muscle cells, low level laser, apoptosis, necrosis, B. jararaca, B.

jararacussu, B. moojeni.
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Introducao

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em sua Ultima
publicacdo de 2017, apds diversas recomendacdes®™ 2, o envenenamento por
picada de serpente é considerado uma Doenca Tropical Neglicenciada, pois esta
entre as doencas que acometem milhdes de pessoas em todo mundo, com um
custo elevado ao sistema de salude e que podem ser amenizadas com
programas de saude publica efetivos® 3. Ela se enquadra na subclasse de
zoonoses negligenciadas onde a transmissao ocorre de um animal vertebrado
para o ser humano, sendo necessaria uma abordagem multidisciplinar para o

seu controle®.

Dados mundiais da OMS sugerem que acontecem cerca de 5 milhdes de
acidentes ofidicos por ano em todo mundo, sendo 2,7 milhées ocasionados por
serpentes com veneno potencialmente perigoso. Destes, de 81 mil a 138 mil s&o
fatais e aproximadamente 400 mil levam a amputacdo do membro afetado ou a
algum tipo de incapacitacdo permanente. Acredita-se ainda que esses dados
sejam provavelmente maiores, jA que muitos acidentes nao séao notificados por
falta de acesso ao sistema de saude por essas populagbes, sendo que o grau

de subnotificacédo pode chegar a até 70%©®).

Embora existam cerca de 3.000 espécies de serpentes em todo o mundo,
apenas 250 sdo consideradas de importancia médica pela OMS, atingindo em
torno de 160 paises (Figura 1), principalmente &reas rurais afastadas dos

grandes centros e paises tropicais ou subtropicais®).

Medically Important
Snake Species

Figura 1. Numero aproximado de espécies de serpentes importantes no contexto médico em
todo o mundo; segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 2017.
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Assim, cerca de 95% dos acidentes acontecem em paises tropicais ou em
desenvolvimento, sendo as regides mais acometidas pelos acidentes ofidicos o
Sul e Sudeste Asiatico, Africa Subsaariana e Américas Central e do Sul. Porém,
observa-se uma menor letalidade dos acidentes ofidicos nas Américas,
provavelmente por tratamentos mais efetivos nessas regides com o
desenvolvimento de soros anti-ofidicos especificos para o veneno das serpentes

de maior incidéncia®.

Na América do Sul as principais espécies de serpentes com importancia
meédica sdo da familia Viperidae, entre elas: Bothrops alternatus, Bothrops asper,
Bothrops atrox, Bothrops bilineatus, Bothrops brazili, Bothrops diporus, Bothrops
jararaca, Bothrops jararacussu, Bothrops leucurus, Bothrops mattogrossensis,
Bothrops moojeni, Bothrops pictus, Bothrops venezuelensis; Crotalus durissus;
Lachesis muta. Destas, as espécies brasileiras que possuem maior importancia
meédica devido a sua alta prevaléncia, morbidade e mortalidade sédo: Bothrops
jararaca, Bothrops jararacussu, Bothrops moojeni, Bothrops atrox, Bothrops
leucurus e Crotalus durissus. Existem também outras espécies no territorio
brasileiro que apesar de possuirem alta morbidade e mortalidade s&o
encontradas com menos frequéncia devido ao seu comportamento, habitat, entre
outros fatores e, portanto, causam menos acidentes. Sdo exemplos a familia
Elapidae com as espécies Micrurus corallinus, Micrurus lemniscatus, Micrurus
spixii, Micrurus surinamensis, Micrurus spp.; e a familia Viperidae: Bothrocophias
hyoprora, Bothrocophias microphthalmus, Bothrops alternatus, Bothrops
bilineatus, Bothrops brazili, Bothrops diporus, Bothrops mattogrossensis,
Bothrops neuwiedi, Bothrops pubescens, Bothrops taeniatus, Bothrops spp.;

Lachesis muta®.

No Brasil, através da Portaria nimero 2.472, de 31 de agosto de 2010, o
Ministério da Saude inclui na lista de doencas de notificacdo compulsoéria 0s
acidentes com animais peconhentos, como cobras, escorpides e aranhas® e
mantém até a sua Ultima atualizacdo, na Portaria numero 204, de 17 de fevereiro
de 2016, que acidentes por animais pe¢onhentos sdo agravos de notificacao
compulséria imediata, ou seja, o profissional de saude que atender o paciente
acometido por qualquer acidente envolvendo animais peconhentos, como as

serpentes, deve informar a Secretaria Municipal de Salude em até 24 horas apo6s
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a ocorréncia desse agravo, seja no sistema publico ou privado de saude, através
do SINAN (Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo). Devem ser
notificados todos os casos confirmados de pacientes com evidéncias clinicas
especificas de envenenamento por animal peconhento, independente da

identificacdo do animal causador®.

Atualmente, segundo o Ministério da Saude, com dados de 2016 do
SINAN, acontecem cerca de 26 mil casos de ofidismo em todo o Brasil, sendo
que destes aproximadamente 15 mil sdo registrados nas regibes norte e
nordeste. Com relacéo a incidéncia, para cada 100 mil habitantes, ocorrem cerca
de 49 casos na regido norte, seguido de 18 na regido centro-oeste, 12 no
nordeste, 8 na regido sul e 6 na sudeste. O numero de 6bitos também & maior
nas regides norte e nordeste, 38 e 39 respectivamente no ano de 2016, 19 na
regido sudeste, 15 na centro-oeste e 5 no sul do pais, totalizando 116 mortes por

ofidismo em todo o territorio brasileiro no ano de 201619,

Além da variagdo na incidéncia dos acidentes ofidicos de acordo com a
regido do pais, também podemos ver caracteristicas sazonais na ocorréncia
desses agravos, onde 0s meses de novembro a abril apresentam maior nimero
de casos, como pode ser demonstrado na Figura 2 a seguir de Jean-Philippe

Chippaux®b.
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Figura 2. Incidéncia de picada de serpente nas regifes brasileiras no periodo de 2007 a 2012
nas diferentes estacdes do ano; segundo Chippaux, 2017.
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Dados da Fundacéo Nacional de Saude (FUNASA) mostram que o maior
namero de casos de acidentes ofidicos no pais ocorrem por envenenamento da
serpente do género Bothrops, seguida da Crotalus, Lachesis e Micrurus, como

representado no Quadro 1 a seguir®?:

Numero de Acidentes %
Bothrops 59619 73,1
Crotalus 5072 6,2
Lachesis 939 1,1
Micrurus 281 0,3
N&o informado 13339 16,3
N&o peconhento 2361 3,0

Quadro 1. Distribuigdo por género de serpente envolvido nos acidentes ofidicos de 1990 a 1993,
no Brasil; segundo a Fundacg&o Nacional de Saide (FUNASA), 2001.

Assim, temos também a representacao gréfica (Figura 3), mostrando
claramente o maior envolvimento das serpentes do género Bothrops nos
acidentes ofidicos brasileiros desconsiderando as serpentes que nao foram

identificadas e as ndo pegonhentas, segundo os mesmos dados da FUNASA®12),

Lachesis spp.
1,4%

Micrurus spp.
0,4%

Crotalus spp.
7,7%

Bothrops spp.
90,5%

Figura 3. Representacdo gréfica da distribuicdo por género de serpentes envolvidas nos
acidentes ofidicos de 1990 a 1993, no Brasil, considerando apenas serpentes identificadas;
segundo a Fundagédo Nacional de Saude (FUNASA), 2001.
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O local do corpo onde o maior numero de pacientes foi atingido pela
picada de serpente foi 0 membro inferior (pé e perna), com cerca de 70% dos
casos de envenenamento notificados. Apenas em cerca de 13% dos pacientes
o local atingido foi o membro superior (mdo e antebraco), seguido de outras
regides. A maior parte das notificagbes, aproximadamente 52%, decorrem de
acidentes ocasionados em pessoas na faixa etaria de 15 a 49 anos e
principalmente em homens, que sofrem cerca de 70% dos acidentes. O periodo
diurno é onde ocorre a maior frequéncia dos casos e afeta geralmente pessoas
com forca de trabalho ativa que podem sofrer incapacitacées permanentes com
consequente dano a qualidade de vida do paciente e prejuizos ao sistema
publico de saude e previdenciario do pais. Muitos acidentes ocorrem também
durante o periodo de trabalho de populacfes que entram em contato com o
habitat natural das serpentes, principalmente populacfes de areas rurais, que
estdo mais expostas ao risco do envenenamento. Assim, sugere-se também que
equipamentos de protecéo individual, como botas adequadas e luvas de couro

poderiam reduzir o nimero desses acidentes? 13),

A identificacdo da serpente € sempre de fundamental importancia,
principalmente para que o tratamento ao paciente seja estabelecido de forma
adequada, ja que com a identificacdo, acidentes causados por serpentes que
nao possuem veneno dispensa grande parte dos pacientes do servi¢o de saude.
Enquanto para acidentes causados por serpentes peconhentas deve-se fazer a
identificacdo para que o antiveneno administrado seja adequado, uma vez que
este é especifico para o veneno inoculado pela serpente. A identificacdo pode
ser realizada de acordo com o fluxograma (Figura 4) que se segue da
FUNASAU12),
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Figura 4. Fluxograma de identificacdo de serpentes de interesse médico; segundo a Fundacao
Nacional de Saude (FUNASA), 2001.

Também é importante que a agdo do veneno seja estudada para que o
tratamento seja adequado, gerando menores danos aos pacientes®?, ja que os
venenos apresentam caracteristicas muito diversificadas de acordo com o
género das serpentes e podem gerar tanto reacdes locais quanto sistémicas

dependendo da sua composicdo e da quantidade inoculada*®.

Em adicdo a isso, podem ocorrer diferencas de acordo com variagdes
geograficas, habitos alimentares ou até mesmo idade de serpentes do mesmo
género que apresentam caracteristicas muito semelhantes®®. Assim, muitos
autores tém estudado as caracteristicas especificas de cada veneno, em busca

de conhecer a sua complexa composi¢&o(16-19),
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1. Bothrops

O veneno das serpentes do género Bothrops ocasiona como reacéo
sistémica caracteristica mais comum a hemorragia com hipotensédo associada,
levando, nos casos mais graves, ao choque hemorragico. Alguns casos podem
também evoluir com insuficiéncia renal aguda, aumentando as taxas de
morbidade e mortalidade®® 29, Assim, medicacdes como o alopurinol, tém sido
estudadas para minimizar a insuficiéncia renal aguda ocasionada nos casos
mais graves, com reducdo do estresse oxidativo e manutencdo hemodinamica
renal, juntamente com adequada perfusdo do 6rgao®®. Porém, ainda precisam
ser estudadas medidas que diminuam a ag&o local do veneno, que para o género
Bothrops é a principal reacdo e a mais importante causa de danos irreversiveis

aos pacientes(16 21),

A reacado local do género Bothrops € caracterizada por uma reacao
inflamatoria bastante intensificada, apresentando edema e dor no local da
picada’® 21 podendo evoluir para necrose do membro afetado até sua

amputacao, pela auséncia de fluxo sanguineo no local® 22),

A composicao dos diversos tipos de venenos também apresenta distintas
classes de proteinas com diferentes ac6es que irdo produzir a toxicidade e o
dano caracteristico de cada envenenamento. O género Bothrops, por sua vez,
apresenta algumas proteinas caracteristicas de sua toxicidade, como as
metaloproteases, fosfolipases, serinoproteases, hialuronidase, L-amino acido
oxidase, lectinas, desintegrinas, entre outras®®, Assim, o veneno dessas
serpentes tem trés caracteristicas principais: acdo proteolitica, anticoagulante e

hemorragica®? 24 25),

Dados da literatura mostram que a mionecrose caracteristica desse
género é causada por uma familia de proteinas denominadas miotoxinas,
componentes dos venenos botrépicos, como as fosfolipases A2 (PLA2) que
atuam diretamente sobre a membrana da célula muscular, ligando-se e alterando
essa membrana®® 27), Essas miotoxinas induzem o dano tecidual proeminente,
de forma que as alteragdes morfoldgicas sao observadas a partir de 15 minutos

de sua injecdo®®,
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A PLA:z é encontrada mais em B. moojeni, tendo sua maior caracteristica
a miotoxicidade®®. As fosfolipases sdo enzimas célcio dependentes e além da
sua neuro e miotoxicidade, também inibem a coagulacdo e a agregacdo
plaquetéria; estando envolvidas no processo inflamatério do veneno, hipotensao,
hemorragia e desenvolvimeno do edema. Assim, foi demonstrado que o veneno
de B. jararacussu tem uma a¢do hemolitica maior devido aos seus altos niveis
de PLA2, enquanto o veneno de B. jararaca apresenta uma quantidade menor
dessa fosfolipase, mas com inimeras outras proteinases causadoras de
inimeros outros danos. Ja, a B. moojeni apresenta alta atividade proteolitica,

com menor agdo hemorragica, mas contendo altos niveis de PLA2(35).

As metaloproteases ou metaloproteinases sao um dos principais
componentes do veneno botrdpico, tendo grande responsabilidade por sua a¢éo,
principalmente hemorragica®®. Elas representam cerca de 30% das toxinas
presentes nos venenos botropicos®? 31, atuando nos distlrbios da coagulagdo
sanguinea caracteristica do veneno, agregacao plaquetaria, apoptose celular e
acado proé e anti-inflamatéria®2-3%. Assim, com sua atuac&o no sistema fibrinolitico
e inducao da apoptose nas células vasculares endoteliais, afetando a agregacao
plaquetéria, elas sédo classificadas em trés grupos (P-1, P-Il e P-Ill), com
caracteristicas estruturais diferentes que influenciam em sua agao®®. Também
sdo responsaveis pela inducao da resposta inflamatéria com rapida elevacéo de
citocinas, como a IL-6 (Interleucina-6) e o TNF (Fator de Necrose Tumoral)@©®),
No veneno da B. jararaca, por exemplo, podemos encontrar mais de 50% de sua
composicdo contendo metaloproteinases, segundo estudos de protebmica e

espectrometria de massa®).

As serinoproteases sdo também responsaveis pela caracteristica
hemorragica do veneno, ja que atuam em diversos componentes da cascata da

coagulacéio, ativando o sistema fibrinolitico®.

Outra toxina encontrada em muitos venenos € a hialuronidase, que pode
ser responsavel pela perda da integridade da matrix extracelular e sua conexao
tecidual. Mostrando a diferenca entre as espécies das serpentes, no veneno de
B. jararaca a atividade da hialuronidase foi mais encontrada, enquanto para B.

moojeni ha baixa acdo dessa enzima@).
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As L-amino acido oxidases (LAAOs) podem causar toxicidade por serem
catalisadoras de reacdes que irdo aumentar a producdo de peroxido de
hidrogénio e amoénia, por exemplo; podendo estar envolvidas com o processo de
apoptose de varias linhagens celulares. Elas também inibem a agregacao

plaquetaria, tendo a acdo anticoagulante caracteristica do veneno®>).

Alguns estudos demonstram a existéncia de uma acéo génica do veneno,
que ird aumentar ou diminuir a funcéo intrinseca de alguns genes exacerbando
o dano causado pelo veneno, sendo mais de 50% dos genes transcritos do
veneno da serpente Bothrops jararaca pertencentes a familia das
metaloproteinases, tornando o papel destas ainda mais importantes no dano

tecidual®7. 38),

1.1. Bothrops jararaca, Bothrops jararacussu e Bothrops moojeni

Quando comparamos 0s venenos de B. jararacussu, B. jararaca e B.
moojeni, quanto aos seus efeitos, a literatura demonstra que o veneno da
serpente B. jararacussu evidencia ser menos potente quando comparado com o
de outras serpentes do mesmo género, seguido do veneno da B. jararaca;
enquanto a serpente B. moojeni apresenta um veneno mais potente e com maior
letalidade. Quanto a atividade do bloqueio neuromuscular, a acdo dos venenos
das serpentes B. moojeni, B. jararacussu e B. jararaca sdo muito semelhantes.
Em contraste com a uniformidade geral observada nas atividades
neuromusculares dos venenos, existe variagdo consideravel em seus valores de
letalidade, sendo mais letais os venenos de B. jararaca e B. moojeni; enquanto
para a serpente B. jararacussu € preciso uma maior concentracao do veneno
para atingir o mesmo efeito letal. O veneno causador de maior mionecrose € o
da B. jararacussu, seguido da B. moojeni e como causador de menor dano
muscular esta o veneno da B. jararaca. Essas diferencas nas a¢fes dos venenos

evidencia diferencas também na sua composic&o©,

10
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2. Morte celular

Outro efeito do veneno das serpentes do género Bothrops € a morte
celular®®-43), A morte celular € um processo que ocorre de duas formas, uma
delas é a apoptose, também conhecida como morte celular programada e a outra
€ 0 processo de necrose celular. A apoptose € uma morte celular que ocorre
normalmente durante o desenvolvimento para manter a homeostasia e a
manutencdo das populacdes celulares. Ela também pode ocorrer apds algum
estresse celular, sendo além de um processo fisioldgico um processo patoldgico
em alguns casos. J4, a necrose € uma morte celular alternativa a apoptose,
sendo considerada um processo toxico onde a célula sofre algum estresse e ndo
€ capaz de se recuperar, ocorrendo assim, a fatal morte celular. Ambos os
processos, de apoptose ou necrose, podem ocorrer de forma independente ou
simultanea dependendo do estimulo e da célula afetada. A necrose também

pode ocorrer sequencialmente ao processo de apoptose®4).

Para que a célula sofra o processo de morte celular por apoptose diversas
enzimas na proépria célula sdo ativadas e, entdo, ocorre a degradacdo do DNA
celular e das proteinas citoplasmaticas. Sua membrana plasmética permanece
intacta, mas muda estruturalmente tornando-se alvo para que células
fagocitarias, como macréfagos, possam iniciar o processo de fagocitose, com
eliminacdo celular; porém, sem desencadear uma resposta inflamatéria. Ela
ocorre em diversas situagdes para eliminar células indesejaveis ou que
contenham danos irreversiveis, como danos ao DNA. Sua caracteristica
morfolégica é o encolhimento celular; com diminuicdo do tamanho da célula,
citoplasma denso e organelas agrupadas. Em seguida, ocorre a condensacao
da cromatima, rompimento nuclear e formacdo de bolhas citoplasmaticas,

também conhecidas como corpos apoptoticos®9).

A apoptose é induzida por eventos moleculares sequenciais iniciados de
diversas formas, mas culminando na ativacdo das caspases, que Sao uma
familia de cisteino-proteases responsaveis pela clivagem de proteinas celulares
vitais. Assim, destroem a estrutura nuclear e o citoesqueleto, e ativam as

DNAses, enzimas que irdo degradar o DNA nuclear, levando a morte celular. As

11
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caspases estdo presentes em células normais na forma inativa e precisam ser

ativadas através de diversos estimulos para ativar o processo de apoptose“®),

Com a mudanca conformacional na membrana celular das células
apoptoticas a expressao da fosfatidilserina, que inicialmente estava na parte
interna da membrana, passa para camada externa e assim como outras
proteinas permitem o reconhecimentos dos corpos apoptoticos por células
fagocitarias sem a liberacdo de componentes celulares que possam induzir a

inflamagao®®),

Existem duas vias que levam a apoptose: a via extrinseca, que é uma
morte celular iniciada por receptor, e a via intrinseca ou também conhecida como
mitocondrial (Figura 5)“%),

Figura 5. Vias de morte celular por apoptose; segundo Abbas et al., 2008, onde a via intrinseca
ou mitocondrial é induzida por proteinas especificas que levam ao extravasamento mitocondrial
e posterior liberacé@o de proteinas indutoras de apoptose que estdo dentro das mitocondrias. Ja,
na via extrinseca ou por receptor de morte o receptor em geral da familia do TNF desencadeia
uma sequéncia de reacdes que resulta também da ativacdo de caspases que levaram a morte
celular.

12
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A via extrinseca de apoptose € iniciada pela ativacdo de receptores
celulares presentes nas células, sendo o principal representante desse grupo o
receptor de TNF do tipo 1 (TNFR1), que irdo ativar diversas proteinas e culminar
na ativacdo das caspases. J4, a via intrinseca, resulta do aumento da
permeabilidade mitocondrial e liberacdo de moléculas pré-apoptoticas no
citoplasma. Células normais possuem proteinas anti-apoptéticas na membrana
mitocondrial e no citoplasma, como as Bcl-2 e Bcl-x. Porém, quando as células
sdo expostas a algum estresse perdem essas proteinas, que sdo substituidas
por proteinas da mesma familia pré-apoptoticas, como a Bak, Bax e Bim, e
entdo, ocorre um aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial com
extravasamento de diversas proteinas capazes de ativar a cascata das

caspases, como o citocromo c®),

Ja, a morte celular por necrose, € caracterizada por ocorrer em
decorréncia de uma lesdo exdgena irreversivel e, diferente da apoptose, néo
mantém a integridade da membrana e seu contelddo extravasa para 0 meio
extracelular, causando inflamagcdo no tecido adjacente. Morfologicamente, a
necrose se apresenta com desnaturacdo das proteinas intracelulares e digestédo
enzimatica da célula, podendo ocorrer apos lesbes isquémicas, hipoxia ou

lesGes quimicas letais a célula®®).

A apoptose é entdo, um processo controlado por diversas vias biolégicas
e sem resposta inflamatoéria, enquanto a necrose € um processo imediato,
incontrolavel e que gera uma resposta inflamatéria do organismo®®, como pode

ser demonstrado na Figura 6(*7).
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Figura 6. Morte celular por apoptose e necrose; segundo Kono e Rock, 2008.

Em geral, o veneno das serpentes Bothrops esta relacionado com o
aumento da apoptose, mas essa € uma caracteristica dose-dependente. Assim,
elevados niveis do veneno podem levar as células a um estagio avancado de
apoptose, conhecido também como apoptose tardia, ou mesmo aumento da

morte celular por necrose e maior dano tecidual“®.

A apoptose também tem sido intensamente relacionada com maior dano
e perda da funcao renal nos casos mais graves de envenenamento pelo género
Bothrops“3: 49),
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3. Mediadores inflamatérios

Durante todo processo de dano tecidual no local da picada, diversos
mediadores inflamatérios séo liberados promovendo o dano local encontrado
nos envenenamentos por serpentes do género Bothrops®Y. Esses mediadores
inflamatdrios, também conhecidos como citocinas, séo proteinas secretadas por
células do sistema imunolégico responsaveis pela ativacdo de reacdes
imunologicas e inflamatorias. Elas sdo sintetizadas e secretadas em grande
quantidade apoOs determinado estimulo, mas possuem como caracteristica
principal serem um evento breve e autolimitado, j& que estas ndo séo
armazenadas e sua sintese é transitéria. Podem também atuar em diversos tipos

celulares com acéo local ou sistémica®?,

Assim, alguns desses mediadores, como a IL-6 e o TNF-a ficam elevados
pela acdo do veneno no local da picada, mas ndo séo tado expressivos
sistemicamente. Ja, os niveis da Interleucina 10 (IL-10), ao contrario da IL-6 e
do TNF, reduzem com a acdo do veneno e sua acao sisttmica é mais

expressiva®0,

Também ja foi demonstrado a intensa acdo aguda do veneno, onde esses
mediadores (IL-6, IL-10 e TNF) ficam inicialmente alterados e com o passar do
tempo passam a apresentar niveis proximos a normalidade®2 53, Outro mediador
importante é a Interleucina 1 B (IL-1 B), que também vem sendo estudada e
encontra-se elevada em processos inflamatérios por envenenamento de picada

de serpente®?),

O aumento do influxo leucocitario pela acdo do veneno esta relacionado
ao aumento da expressdo de moéleculas de adesédo, como a LECAM-1, LFA-1,
ICAM-1 e PECAM-1, que s&o responsaveis pela rolagem, adesdo e
transmigracdo de neutrofilos dos vasos para 0s tecidos em processos
inflamatorios, mas também pode estar relacionado ao aumento de mediadores

inflamatoérios como TNF e IL-6, que agiriram diretamente nessa resposta®®).

O TNF é uma das principais citocinas do processo inflamatorio agudo e

seu nome deriva da sua identificag&o original como uma substancia presente no
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soro capaz de causar necrose tumoral. Ele é produzido principalmente por
macréfagos ativados e seus receptores estao presentes em quase todos os tipo
celulares. Sua principal funcéo fisiolégica € estimular o recrutamento de
neutrofilos e mondcitos para o local da infecgéo, tendo extensa acdo em células
do endotélio vascular e leucocitos, mas também atua nos macrofagos
estimulando a secrecéo de IL-1 e contribui para reacdes inflamatorias locais. In
vitro, € capaz de induzir a apoptose em alguns tipos celulares. Sua a¢éo, quando
exacerbada, pode ter também efeitos sistémicos, além dos efeitos locais; como
inducéo de febre através de sua a¢do no hipotalamo, aumento da sintese de
proteinas como o fibrinogénio pelos hepatdécitos, perda de células musculares e
adiposas com sua producédo prolongada pela perda de apetite e reducdo da
sintese de lipase. Pode ocasionar queda acentuada da pressdo sanguinea pela
perda de contratilidade do miocéardio e do tébnus da musculatura lisa dos vasos,
trombose intravascular pela perda das propriedades anticoagulantes endoteliais
normais e queda na concentracdo da glicose sanguinea pela superutilizacdo de
glicose pelo musculo e falha do figado em repor essa glicose. O TNF é um
potente ativador da coagulacdo e inibe a producdo de trombomodulina, um
inibidor da coagulacdo. Assim, baixas concentracfes de TNF s&do responsaveis
por um inflamacao aguda, agindo principalmente sobre os leucdcitos e células
endoteliais. J&, concentracbes moderadas desse mediador podem ocasionar
efeitos mais sistémicos da inflamacdo e quando seus niveis atingem
concentracbes exacerbadas suas reacfes também se elevam e causam

anomalias relacionadas principalmente ao choque séptico®b.

A IL-1 possui fungdo semelhante ao TNF e atua em conjunto com ele nas
respostas imunoldgicas, sendo produzida principalmente por macrofagos
ativados, mas também por outros tipos celulares como neutréfilos, células
epiteliais e endotelias, podendo ser ativada pelo proprio TNF. Existem duas
formas de IL-1; a IL-1 a e a IL-1 B, que se ligam aos mesmos receptores e
possuem atividade biologica semelhante. Diferente do TNF, a IL-1 ndo induz a
apoptose celular e mesmo em altas doses sistemicamente ndo a capaz de
desencadear o choque séptico, embora possa induzir febre, sintese protéica e

mediar a inflamacéo local agindo nas células endoteliais como o TNF®D,
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A IL-6 é também um importante mediador inflamatério e pode ser
sintetizada por macrofagos, células do endotélio vascular, fibroblastos e outras
células em resposta a microorganismos ou mesmo a outras interleucinas como
a IL-1 e o TNF. Ela estimula a sintese de proteinas de fase aguda pelos
hepatécitos e estimula a producdo de neutrofilos, contribuindo assim, no
processo inflamatério agudo®b).

J4, a IL-10 é um inibidor de macrofagos e células dendriticas ativadas,
estando envolvida no controle das reac6es imunoldgicas, sendo ela entdo um
mediador inibidor dessas respostas. Também ¢é produzida por macrofagos
ativados, mas sua acéo € inibir a producdo de outras citocinas e minimizar o

processo inflamat6rio®D),
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4. Soro antiofidico

O tratamento convencial para o acidente botropico, assim como para
outros envenenamentos causados por picada de serpente, € a soroterapia com
o soro anti-ofidico. No Brasil, o soro anti-botrépico, especifico para
envenenamento por serpentes do género Bothrops, € produzido pelo Instituto
Butantan através da hiperimunizacdo de cavalos com um pool de venenos das
espécies mais importantes da serpente Bothrops, séo elas: B. jararaca (50%), B.
jararacussu (12,5%), B. moojeni (12,5%), B. alternatus (12,5%) e B. neuwiedi
(12,5%). Esse soro é capaz de neutralizar mais de 40% da atividade de PLA2 do
veneno botropico de espécies como a B. moojeni e B. jararacussu; tendo menor
eficiéncia contra o veneno da B. jararaca, por exemplo. Ele também tem baixa
efetividade na neutralizacdo da atividade proteolitica das enzimas do veneno.
Para B. jararacussu, por exemplo, ele é capaz de bloquear apenas 2,5% da

atividade proteolitica do veneno®®).

Podemos perceber entdo, a extensa variacdo nas composicées dos
venenos botrépicos e na incapacidade do soro anti-botrépico neutralizar todas
as toxinas causadoras de danos®. A neutralizac&o da atividade neuromuscular,
por exemplo, é bastante variavel e ndo tem necessariamente relacdo com a
poténcia do veneno. O veneno de B. moojeni, por exemplo, embora seja um dos
mais potentes é bem neutralizado pelo soro anti-botrépico, enquanto o veneno
de B. jararacussu é fracamente neutralizado. Da mesma forma, o veneno da B.

jararaca também é bem neutralizado pelo soro anti-botrépico®.

Assim, o soro anti-botrépico mostra-se efetivo no tratamento contra picada
de serpente por reduzir efeitos sistémicos do envenenamento e com isso diminuir
a mortalidade dos pacientes atingidos pelo envenenamento botrépico. Porém,
tem menor ou nenhuma efetividade na neutralizacdo dos efeitos locais de
miotoxicidade®?, sendo uma terapia eficiente somente quando administrada
logo ap6s o acidente®d), jA que em geral os danos teciduais causados s&o
extremamente extensos e podem ser irreversiveis mesmo com a administracado

do soro anti-ofidico que no ira reverter os danos causados ja instalados(®®),
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Embora a terapia com soro anti-ofidico tenha sido utilizada como terapia
Unica nos casos de envenenamento durante muitas décadas, cada vez mais
terapias complementares vém sendo estudadas para que sejam instituidas como
um complemento ao soro anti-ofidico, minimizando assim, efeitos que o soro nao
€ capaz de neutralizar. Nesses contexto, existem estudos que demonstram que
o soro anti-ofidico pode ser associado a extratos de plantas, componentes do
préprio veneno que poderiam ter acdo neutralizadora ou mesmo componentes
sintéticos que atuem junto ao soro anti-ofidico®4. Exemplo disso € o Crocin, um
carotendide extraido da planta Crocus sativus com propriedades anti-oxidantes
que pode atuar e minimizar o processo inflamatério comum ao envenenamento
por serpente, podendo diminuir mediadores inflamatérios como TNF-a, IL-18 e
IL-6657),

Com isso, embora a terapia convencional do anti-soro tenha seus
beneficios e efetividade sistémica, seus efeitos ndo evitam a atividade local dos
venenos botropicos. Dessa maneira, diversos estudos tém buscado novas
terapias, como a fotobiomodulacéo através do Laser de Baixa Intensidade (LBI)
que vem se tornando uma possivel alternativa consistente no combate ao dano
local ocasionado pelo envenenamento botropico®? %8-61), Ja foi demonstrado, por
exemplo, que o edema produzido pelo envenenamento de Bothrops ndo é
reduzido com a administracdo do soro-antibotrépico, mas com a aplicacdo do

LBI ocorre uma diminuic&o significativa desse edema(©?).
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5. Laser de baixa intensidade

A palavra laser é uma sigla que corresponde a “Light Amplification by
Stimulated Emission of Radiation”, a qual significa “Amplificacdo da Luz por
Emisséo Estimulada por Radiagédo”. O laser €, entdo, um dispositivo constituido
por substancias, que podem ser de origem solida, liquida ou gasosa,
responsaveis por produzir um feixe de luz quando excitadas por uma fonte de
energia, sendo esse feixe de luz denominado raio laser. Ele pode ser classificado
de acordo com sua poténcia em laser de alta ou baixa intensidade. O laser de
alta intensidade é utilizado em procedimentos cirargicos, com efeitos térmicos e
propriedades de corte, vaporizacdo e hemostasia. Ja, o Laser de Baixa
Intensidade (LBI) possui acéo terapéutica com propriedades analgésicas, anti-

inflamatorias e de bioestimulagdo(©?,

A acéo do laser consiste na absorgéo da luz pelos tecidos, resultando em
modificacdes no metabolismo celular. Quando o laser é aplicado nos tecidos, a
luz é absorvida por fotorreceptores localizados nas células, sendo capaz de
modular as rea¢fes bioguimicas especificas dentro da célula e estimular uma
série de reacdes em cadeia mitocondrial, resultando em alteragdes nos niveis de

ATP celular®4 65,

7z

O LBI é entdo, uma forma de fotobiomodulagdo capaz de induzir
atividades biolégicas como a migracdo e a proliferacdo celular, reparo e
regeneracao tecidual, assim como diminui¢do da dor e da inflamacao. Embora
0S mecanismos da acao do laser ainda ndo estejam completamente elucidados
seus efeitos estdo baseados na absorcéo da luz emitida e producéo de ATP pela
mitocondria, resultando em diversas sinalizagbes celulares com a ativagéo de

diversas vias metabdlicas®9).

A fotobiomodulacdo também provou ser uma alternativa complementar
interessante e eficiente para o tratamento aos efeitos locais causados pelo
veneno, principalmente por meio da capacidade de diminuir os efeitos locais
observados, como a mionecrose, inflamacéo, hemorragia e dor®? 65 Ainda, foi

demonstrado que a fotobiomodulagdo com LBI aumenta a viabilidade de células
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musculares e esse efeito esta relacionado ao aumento de fatores miogénicos

como a miogenina e MyoD nas células musculares®?.

In vitro, ja foi demonstrado que o LBI pode diminuir a citotoxicidade
causada pelo veneno e aumentar a proliferacdo celular com aumento da
regeneracao tecidual®®. Também ja foi observado que ele pode diminuir o
descolamento de células endoteliais, 0 que estaria relacionado com a perda da
integridade celular e processos hemorragicos. Assim, o LBI teria um efeito

protetor contra a agdo do veneno®”,

Ao contrario da soroterapia, o tratamento com LBI, pode ser efetivo
mesmo quando os sinais clinicos de lesdo local por envenenamento de Bothrops
ja sdo evidentes e assim, o LBl é capaz entdo de reverter a acao local do

veneno(©0. 68),

Ja foi demonstrado também que o LBI pode diminuir outros dois principais
efeitos do envenenamento por Bothrops, o edema e o influxo leucocitario, e
assim, minimizar a lesdo inflamatdria local ocasionada pelo veneno®. Ele
também diminui a lesdo do veneno a fibra muscular provavelmente por proteger
a membrana plasmatica e preservar assim sua integridade, diminuindo a

mionecrose causada pelo veneno(®).

Outro achado interessante com relagcédo ao LBI frente ao veneno € que ele
pode promover a revascularizagdo celular, diminuindo os danos ao veneno,
sendo sua ac¢do ainda mais efetiva se aplicado nas primeiras 72 horas apds o

envenenamento(9,

Embora alguns estudos tenham demonstrado a efichcia da
fotobiomodulacao na reducao dos efeitos locais induzidos pelo veneno botrépico,
0 mecanismo envolvido neste processo ainda néo esta totalmente elucidado®
e com isso, fazem-se necessarios novos estudos na tentativa da elucidacao dos

mecanismos celulares pelos quais o LBI causa essa protecao celular ao veneno.
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Objetivo

1. Geral

Avaliar o efeito do Laser de Baixa Intensidade (LBI) em células
musculares C2Ci2 ap6s acdo do veneno das serpentes Bothrops jararaca,

Bothrops jararacussu e Bothrops moojeni.
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2. Especifico

e Avaliar a viabilidade celular frente ao veneno, correlacionando com a

interferéncia do LBI;

e Avaliar o processo de morte celular (apoptose e necrose) causada
pelo veneno e a influéncia do LBI nesse processo;

e Avaliar a producao de citocinas (IL-1 B, IL-6, IL-10 e TNF-a) pelas

células expostas ao veneno e a acdo do LBI nessa liberacao.
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1. Cultura celular da linhagem de mioblastos

As células utilizadas em nosso estudo foram provenientes da linhagem de
mioblastos C2Ci2, gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. José Ernesto Belizario, do
Instituto de Ciéncias Biomédicas - USP/SP. Elas foram cultivadas no meio de
cultura DMEM (Dulbecco modification of Minimun Essential Media), que € uma
mistura de sais enriquecidos com aminoacidos e outros componentes essenciais
para o crescimento celular em cultura, sempre em pH = 7,4; comercializado pela
Vitrocell, Campinas, SP - Brasil; contendo o acréscimo de 10% de soro fetal
bovino (SFB) e 1% de solucado antibittica, contendo penicilina e estreptomicina,
comercializados pela Cultilab, Campinas, SP - Brasil.

Elas foram mantidas em estufa (HEPA class 3110, Thermo Fisher
Scientific Inc, Marietta, OH - EUA) a 37°C, numa atmosfera imida contendo 5%
de CO2. O monitoramento do crescimento celular foi realizado a cada 24 horas,
utilizando microscopio invertido de fase (Eclipse TE 2000U, Nikon, Melville, NY -
EUA), sendo o subcultivo realizado quando a monocamada celular se tornou
subconfluente para a perpetuacao 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 solugéo de tripsina 0,25%
durante 3 minutos a 37°C. Apdés a incubacdo, a tripsina foi neutralizada com meio
e seguiu-se a centrifugacdo a 1.200 rpm a 10°C por 5 minutos (Centrifuga
Excelsa 4-280R, Fanem, Sao Paulo, SP - Brasil).

Foram utilizadas células em passagens diferentes para avaliar a

reprodutibilidade do ensaio.

A viabilidade das células foi avaliada através da 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 as diluicbes necessarias para

a semeadura das células em placas de cultura de 6 pocos.
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2. Veneno de serpentes do género Bothrops

Foram utilizados venenos extraidos de varios exemplares adultos de
serpentes do género Bothrops, provenientes do serpentario da Universidade do
Vale do Paraiba, fornecidos pelo Prof. Dr. José Carlos Cogo, sendo eles das
espécies Bothrops jararaca, Bothrops jararacussu e Bothrops moojeni. Os
venenos foram submetidos a liofilizagdo e mantidos a — 20°C até o momento da
sua utilizacdo. Eles foram utilizados na concentracdo de 50 pug/mL para que
ocorresse morte celular como ja foi demonstrado por nosso grupo (39) e diluidos
em meio DMEM.
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3. Laser de baixa intensidade

O dispositivo laser utilizado foi o laser Twin Flex Premier da MMOptics e

0s parametros utilizados estéo descritos no Quadro 2.

Parametros do Laser de Baixa Intensidade

Comprimento de onda 660 nm
Densidade de energia 2,5 J/lcm?
Poténcia 10 mW
Area 0,045 cm?
Tempo 20 segundos

Quadro 2. Parametros utilizados na aplicacdo do laser de baixa intensidade (LBI); segundo
equipamento Twin Flex Premier, MMOptics.
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4. Protocolo experimental

As células foram semeadas 1x10° células/mL em placas de 6 pocos e

mantidas em estufa a uma atmosfera Umida contendo 5% de CO2, a 37°C, por

24 horas para adeséo celular. Apos esse periodo as células foram incubadas de

acordo com seus grupos, onde o grupo controle foi incubado apenas com meio

DMEM, sem acé&o de veneno ou laser; o grupo veneno foi incubado por 2 horas

com os trés tipos de venenos separadamente, diluidos em meio DMEM na

concentracdo de 50ug/mL; e no grupo veneno + laser foi aplicado o laser de

baixa intensidade (LBI) juntamente com a aplicacdo do veneno. Sendo assim,

foram criados 3 grupos para cada um dos venenos, como representado na

Figura 7.

Cultura Celular

Bothrops
jararaca

Grupo Controle

Grupo Veneno

Grupo Veneno
+ LBI

Bothrops
jararacussu

Grupo Controle

Grupo Veneno

Grupo Veneno
+ LBI

Bothrops
moojeni

Grupo Controle

Grupo Veneno

Grupo Veneno
+ LBI

Figura 7. Grupos do protocolo experimental; onde o Grupo Controle foi incubado apenas com
meio DMEM, o Grupo Veneno foi incubado com seu respectivo veneno e o Grupo Veneno + LBI
juntamente com o respectivo veneno foi aplicado o Laser de Baixa Intensidade (LBI).
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o Grupo 1: grupo controle, as células ndo receberam veneno e nao

foram irradiadas, apenas foram incubadas com meio DMEM,;

o Grupo 2: grupo veneno, as células receberam apenas o veneno

especifico para cada uma das espécies;

o Grupo 3: grupo veneno + LBI, as células receberam o veneno

juntamente com a aplicacéo do laser.

A incubacdo das células apenas com a aplicagdo do LBl ndo se fez

necessaria pois avaliamos a acao do LBI frente a exposi¢do ao veneno.

Para as células que foram irradiadas imediatamente ap6s a adicdo do
veneno na cultura, a aplicacdo do LBI ocorreu de forma pontual diretamente no
poco e os experimentos foram realizados em fluxo laminar com obscuridade

parcial para nao sofrer interferéncia da luz externa.

Os experimentos foram realizados em duplicata, sendo repetidos também
em dias alternados para verificar a reprodutibilidade do ensaio e dos resultados.
Assim, obtivemos uma amostragem de trés experimentos (n = 3) em duplicata.

Foi seguido o fluxograma da Figura 8, para realizacdo dos ensaios.
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CULTURA CELULAR

Placa de 6 pocos para cada grupo (1x108 células/mL)

24 horas

Grupo Grupo Grupo
Controle Veneno Veneno + Laser
B. jararacussu B. jararacussu
Apenas DMEM
B. mogjeni B. moojeni
B. jararaca B. jararaca
+
Laser de Baixa
Intensidade
S~ -
—
2 horas

ANALISE DA MORTE, VIABILIDADE E LIBERACAO DE CITOCINAS CELULARES

Figura 8. Protocolo experimental para analise da morte celular, viabilidade e liberacao de
citocinas celulares por células musculares C2Ci2 e ag¢éo do laser de baixa intensidade (LBI).
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ApGs a incubacédo de 2 horas, foi realizado primeiramente o ensaio de
viabilidade celular descrito a seguir. Posteriormente, foi retirado o sobrenadante
das placas e colocado em falcons identificados. Seguiu-se o0 processo de
centrifugacéo a 1.200 rpm por 5 minutos a temperatura de 10°C e, em seguida,
0 sobrenadante do material centrifugado foi transferido para um eppendorf e
armazenado em freezer (-80°C) para a andlise das citocinas celulares.

A placa que continha as células ainda aderidas foi tratada com solucéo de
tripsina 0,25% durante 3 minutos a 37°C. Apds a incubacédo, a tripsina foi
neutralizada com meio e todo o conteddo foi transferido para o falcon
correspondente onde ja havia sido centrifugado o sobrenadante referente aquele
poco da placa. Seguiu-se novamente a centrifugacéo a 1.200 rpm por 5 minutos
a 10°C. O sobrenadante dessa vez foi desprezado ja que era no pellet da
primeira centrifugacdo que estavam as células que haviam sofrido morte celular
e, no pellet agregado da segunda centrifugacdo que estavam as células viaveis

gue haviam permanecido aderidas na placa e foram previamente tripsinizadas.

Acrescentou-se 500 pyL de PBS para lavar e retirar qualquer interferente
do meio de cultura a fluorescéncia e centrifugou-se novamente a 1.200 rpm por
5 minutos a 10°C. Desprezamos 0 sobrenadante e entéo, acrescentou-se 1 mL
de PBS para a realizacdo do ensaio de citometria, ja que para cada amostra
foram feitos 4 tubos de citometria com 250 L de células suspensas em PBS por
tubo.
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5. Viabilidade celular

Para andlise da viabilidade celular apds a incubagédo por 2 horas de todos
0S grupos observamos as células em microscopio invertido de fase (Eclipse TE
2000U, Nikon, Melville, NY, EUA) e fotografamos 3 campos diferentes de cada
grupo e de sua duplicata, totalizando 6 imagens para cada grupo. Em seguida,
as células foram contadas através do software ImageJ 1,46r (National Institutes
of Health, EUA). A contagem de cada imagem foi realizada duas vezes sem que
o observador soubesse qual era 0 grupo que estava sendo analisado para evitar
interferéncias do observador e entdo, os dados foram tabulados para analise
estatistica.
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6. Andlise da morte celular por citometria de fluxo

A avaliacdo da morte celular com seus efeitos apoptéticos e necroticos,
induzidos pelos venenos das serpentes do género Bothrops em células C2Ciz,

foi realizada através de citometria de fluxo.

Como marcador de apoptose, utilizamos a Anexina V - FITC. Enquanto
para marcacao de necrose foi utilizado o lodeto de Propidio (PI) - PE. Ambas as
marcac0Oes foram adicionadas na mesma amostra e a fluorescéncia compensada

no citbmetro, sendo 0s marcadores utilizados da EBioscience.

Para a citometria de fluxo, apds o protocolo experimental, as células foram
transferidas para os tubos de citometria (250 pL) e incubadas com 400 pL de
tampao de anexina, 5 yL de anexina V - FITC e 4 pL de Pl - PE durante 20
minutos protegidos da luz e em gelo para evitar adesé&o celular ao tubo.

Para compensacao das fluorescéncias as células (250 uL) também foram
incubadas apenas com 400 pL de tampao de anexina para que a fluorescéncia
natural da célula fosse compensada ao passar no citdmetro (Figura 9). E, para
compensagao das fluorescéncias dos marcadores fizemos mais dois tubos, onde
um deles continha 400 uL de tampao de anexina, 5 yL de anexina V — FITC e
250 uL de célula; e no outro, 400 pL de tampéao de anexina, 4 uL de Pl - PE e
250 uL de célula.
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Figura 9. Compensacgao da citometria de fluxo. Para o grupo controle, ap6s 24 horas de
incubacao para adeséo celular as células musculares C2Ci2 foram incubadas por 2 horas apenas
com meio de cultura DMEM e em seguida, realizada a citometria. A compensacao da citometria
foi entdo realizada utilizando o grupo controle sem nenhuma marcacdo (A) e com os dois
marcadores de morte celular por apoptose e necrose: Anexina V — FITC e Pl — PE,
respectivamente (B). Assim, fluorescéncias naturais foram eliminadas. No primeiro gréafico esta
0 gate da populacéo de células analisada (P1). No segundo a fluorescéncia de Anexina V — FITC
(P2) e no terceiro de Pl — PE (P3).

Apés realizada a compensacdo as células marcadas dos grupos
estudados foram ressuspensas e passadas no citbmetro para aquisicdo de
dados. Foram avaliados um total de 50.000 eventos adquiridos no citbmetro
FACSCanto™ (BD - EUA). O software utilizado para analise da amostra e
aqguisicao de dados foi o BD FACSDiva v. 8.0.1.
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7. Dosagem das citocinas celulares por ELISA

A liberagdo de citocinas pelas células foi avaliada através do ensaio de
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), que €& um ensaio
imunoenzimatico que possui como base metodolégica a ligacdo antigeno e
anticorpo, sendo neste estudo utilizado para deteccéo de IL-1 3, IL-6, IL-10 e
Fator de Necrose Tumoral a (TNF-q).

Kits especificos da BioLegend® (San Diego, CA - EUA) foram utilizados
para a realizagdo de cada um desses ensaios, todos com principios e
metodologias semelhantes, apenas com alteracdo de alguns reagentes,

seguindo as recomendacdes proprias do fabricante.

Assim, placas de 96 pocos para realizacdo do ELISA foram incubadas
de 2 a 8°C overnight com anticorpo de captura indicado em cada kit para adeséo
na placa. Para cada um dos analitos pesquisados (IL-1 B, IL-6, IL-10 e TNF-a)

foi feita uma placa com o anticorpo especifico para aquele analito.

Em seguida, a placa foi lavada com solugéo de lavagem e incubada por

uma hora com uma solucédo de blogueio, ambas especificas do kit.
Foi realizada nova lavagem e entéo, adicionadas as amostras.

Nessa etapa, as citocinas IL-1 B, IL-6, IL-10 e TNF-a presentes na
amostra vao se combinar com o anticorpo de captura adsorvido aos pocinhos da
placa, formando um complexo antigeno-anticorpo apds incubacao a temperatura
ambiente (21-25°C) por 2 horas.

As amostras foram o sobrenadante de cada um dos grupos apds a
incubagéo de 2 horas com veneno, com veneno e irradiadas com LBI ou apenas

com meio de cultura que haviam sido previamente congelados a -80°C.

Apos incubacéo, as placas de ELISA com as amostras foram lavadas e
posteriormente incubadas com o anticorpo de detec¢do conjugado com biotina

a temperatura ambiente por 1 hora.

Em seguida, nova lavagem foi realizada e adicionada solu¢do de avidina

conjugada com peroxidase para deteccao da formagéo do complexo anticorpo —
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antigeno (IL-1 B, IL-6, IL-10 e TNF-a) — anticorpo, através do ultimo anticorpo
colocado conjugado com biotina; e entéo, a solugao de avidina com peroxidase

vai se ligar a esse complexo.
Nova incubacéo é realizada por mais 30 minutos.

Apos esse tempo, efetuamos outra lavagem e adicionamos TMB (3,3",5,5°
tetrametilbencidina) que € um substrato cromogénico responsavel por dar cor a
reagéo proporcional a quantidade do analito pesquisado. A incubacéo foi de 15

minutos protegida da luz.

Por altimo foi adicionada a solugdo de parada que blogueou a reacao e
deixou-a estavel até a leitura que ocorreu brevemente, dentro de no maximo 15

minutos.

Para cada analito a leitura é realizada em espectrofotdmetro (Robonik,
Maharashtra - india) com um comprimento de onda especifico de 450 nm
indicado pelo fabricante, e sendo assim, determinada a absorbéancia de cada

amostra.

Para analise dos resultados, juntamente com as amostras é realizada uma
curva de calibracdo que consiste em diluicbes seriadas de uma amostra com
valor conhecido do analito. Em seguida, a curva padrao foi feita e entdo, no eixo
x colocado o valor da concentragdo da amostra conhecida e suas diluicdes e no
eixo y as absorbéncias encontradas para essas amostras; formando assim a
curva que também serd utilizada para determinacdo da concentracdo das
amostras analisadas, sendo a intensidade da cor, determinada pela absorbancia,

diretamente proporcional a concentragéo do analito na amostra.
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8. Anélise estatistica

Os dados foram avaliados quanto a sua normalidade e entdo, expressos
em média e erro padrdo da média ou standard error of the mean (SEM). O teste
estatistico utilizado foi a analise de variancia (ANOVA) com auxilio do software
“GraphPad Prism 5.0” (GraphPad Software, San Diego, CA - EUA). Foi realizado

também o pos teste Tukey e considerados significantes resultados com p < 0,05.
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1. Viabilidade celular

A andlise da viabilidade celular foi realizada apds 2 horas de incubacgéo
das células com os venenos de B. jararaca, B. jararacussu e B. moojeni através
da contagem celular em diferentes campos microscépicos e comparacao com a
contagem obtida nos demais grupos: controle, que foi incubado apenas com
meio DMEM, e veneno + LBI, incubado com os respectivos venenos e irradiado
imediatamente com o laser de baixa intensidade (LBI). Com relacdo aos
aspectos morfolégicos percebeu-se que 0 grupo veneno apresentava uma
guantidade de células menor do que os grupos controle e veneno + LBI,
sugerindo até que o grupo irradiado com LBI apresentava um ndamero de células

maior do que o grupo controle (Figura 10).

Figura 10. Aspectos morfoldgicos do laser de baixa intensidade (LBI) naviabilidade celular
de células C,Ci; submetidas a acdo dos venenos de Bothrops jararaca, Bothrops
jararacussu e Bothrops moojeni. A. Grupo controle, células sem nenhuma intervencao; Bi.
Células expostas por 2 horas ao veneno de Bothrops jararaca; B,. Células expostas por 2 horas
ao veneno de Bothrops jararacussu; Bs. Células expostas por 2 horas ao veneno de Bothrops
moojeni; C;. Células expostas por 2 horas ao veneno de Bothrops jararaca com a aplicagdo
imediata do LBI; C,. Células expostas por 2 horas ao veneno de Bothrops jararacussu com a
aplicacdo imediata do LBI; Cs. Células expostas por 2 horas ao veneno de Bothrops moojeni com
a aplicacdo imediata do LBI.
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Corroborando o aspecto morfolégico, os dados da contagem celular
mostraram que os grupos incubados com os diferentes venenos apresentaram
uma viabilidade celular inferior, com uma contagem de células baixa, indicando
a morte celular ocasionada pelo veneno. Para o veneno de B. jararaca o niumero
médio de células encontrado foi de 217,8 + 8,6 células/campo. Enquanto para
B. jararacussu foi de 227,7 £ 6,5 células/campo e para B. moojeni foi de 232,3
+ 14,06 células/campo (Figura 11). Comparando com o grupo controle, que teve
uma contagem de 336,3 + 10,9 células/campo, foi obtida uma diferenca
significativa entre os grupos com p < 0,05 e assim 0 grupo controle apresentou
maior viabilidade celular (Figura 11), mostrando a efetiva agédo do veneno na

diminuicao da viabilidade celular e consequente morte celular.

J&, o grupo veneno + LBI de todos os venenos estudados, mostrou-se
significativamente diferente do grupo que foi incubado apenas com os venenos
de B. jararaca, B. jararacussu e B. moojeni, apresentando uma viabilidade celular
maior e indicando que o LBI neutraliza os efeitos toxicos dos venenos (Figura
11). Para o grupo veneno + LBI da B. jararaca a contagem celular foi de 423,3 +
5,6 células/campo, para B. jararacussu foi de 363,6 = 10,9 células/campo e para

B. moojeni foi de 353,8 + 34,3 células/campo.

Para o veneno de B. jararaca observou-se também que houve diferenca
significante entre o grupo controle e o grupo veneno + LBI, com maior viabilidade
celular no grupo do veneno que foi irradiado com o laser, sugerindo assim uma

proliferacéo celular pelo uso do LBI (Figura 11).

Observou-se também que ndo houve diferenca entre os grupos dos
venenos e assim, todos 0s venenos apresentaram ac¢des parecidas com relacéo

a viabilidade celular (Figura 11).
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Figura 11. Efeito do laser de baixa intensidade (LBI) na viabilidade celular de células C2Ci»
submetidas a acdo dos venenos de Bothrops jararaca, Bothrops jararacussu e Bothrops
moojeni. Células musculares C2Ci12 foram incubadas em placas de 6 pogos por 24 horas para
adesdo celular. Apés esse periodo foi adicionado o veneno (50 pg/mL) a um dos grupos e no
outro além do veneno as células foram imediatamente irradiadas com LBI; ambos os grupos
foram incubados por 2 horas. O grupo controle foi incubado apenas com meio de cultura DMEM.
A viabilidade celular foi realizada pela contagem das células em diferentes campos
microscépicos, sendo o ensaio realizado em duplicata. Cada valor representa a média + SEM
das contagens celulares, sendo o teste Anova com Tukey utilizado para os testes estatisticos;
com significancia igual & * p < 0,05 em relagdo ao grupo controle e # p < 0,05 em relagdo ao
grupo veneno.
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2. Avaliacdo da morte celular por necrose e apoptose

As mortes celulares, por necrose e apoptose, foram avaliadas através do
ensaio de citometria de fluxo, onde as células néo viaveis em estagios necroticos
sdo marcadas com lodeto de Propidio (PI) e células em apoptose sdo marcadas

com Anexina V.

2.1. Efeito do veneno de B. jararaca na morte celular

As células da linhagem de mioblastos C2Ci2 foram incubadas com o
veneno de B. jararaca, na concentracdo de 50 pug/mL, por 2 horas, e entéo, foi
realizada a citometria de fluxo, como podemos observar na Figura 12. Os
resultados gréaficos da citometria sdo demonstrados na Figura 12A, B e C, onde
A representa o grupo controle, B o grupo incubado apenas com veneno e C o
grupo com veneno e irradiado com LBI no mesmo momento. Os gates P1, P2 e
P3, demonstrados na mesma figura, sdo a populacdo de células avaliada, as
células marcadas com Anexina V — FITC indicando apoptose e as células

marcadas com Pl — PE indicando necrose; respectivamente.

Os resultados demonstraram aumento estatisticamente significativo na
porcentagem de morte celular por apoptose (14,9 % + 3,8) causada pelo veneno
quando comparado ao grupo controle (4,4 % + 1,3), como demonstrado na
Figura 12D. Da mesma forma, quando foi avaliada a morte celular por necrose
houve um aumento significativo do grupo veneno (18,7 % + 3,4) em relagdo ao

controle (6,3 % * 0,7), como pode ser observado na Figura 12E.

Também pode ser constatado que o tratamento com o LBI reduziu
significativamente a morte celular causada tanto por apoptose (3,7 % + 1,6)
qguanto por necrose (7,3 % £ 0,7) para o veneno de B. jararaca (Figura 12D e E,

respectivamente), deixando o grupo veneno + LBI semelhante ao grupo controle.
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Figura 12. Efeito do laser de baixa intensidade (LBI) na avaliagcdo da morte celular para o
veneno de Bothrops jararaca. Células musculares C2Ci2 foram incubadas em placas de 6
pocos por 24 horas para adeséo celular. Apds esse periodo foi adicionado o veneno (50 pg/mL)
ao grupo veneno e no grupo veneno + LBI além do veneno as células foram imediatamente
irradiadas com LBI; ambos os grupos foram incubados por 2 horas e, em seguida, realizada a
citometria de fluxo. Como grupo controle foram utilizadas células incubadas apenas com meio
de cultura DMEM. (A) Citometria do grupo CONTROLE. (B) Citometria do grupo VENENO. (C)
Citometria do grupo VENENO + LBI. Nos primeiros graficos (A, B e C) esté o gate da populagéo
de células analisada (P1). Em seguida, a fluorescéncia de Anexina V — FITC (P2) e de Pl — PE
(P3), representando as mortes celulares por apoptose e necrose, respectivamente. Nos graficos
D e E vé-se os resultados do efeito do LBI na morte celular por apoptose (Anexina V-FITC) e
necrose (PI-PE), respectivamente do veneno de B. jararaca. Cada valor representa a média +
SEM de trés experimentos independentes realizados em duplicata. Teste estatistico: One-Way
Anova com pos teste de Tukey; * p < 0,05 em relacdo ao controle e #p < 0,05 em relagédo ao
veneno.
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2.2. Efeito do veneno de B. jararacussu na morte celular

Assim como para o0 veneno de B. jararaca, também foi realizada a
citometria de fluxo com células da linhagem de mioblastos C2Ci2 incubadas com
0 veneno de B. jararacussu, na concentragdo de 50 pg/mL, por 2 horas; como
pode ser observado na Figura 13, que mostra os graficos produzidos pelo
citobmetro, onde a Figura 13A representa o grupo controle, 13B o grupo incubado
apenas com veneno e 13C o grupo com veneno e irradiado com LBI no mesmo
momento. Os gates P1, P2 e P3, demonstrados nas mesmas figuras, sdo a
populacdo de células avaliada, as células marcadas com Anexina V — FITC
indicando apoptose e as células marcadas com Pl — PE indicando necrose,

respectivamente.

Observou-se entdo, que ndo houve diferenca significativa na morte celular
por apoptose pelo veneno de B. jararacussu em nenhum dos grupos avaliados,
sendo que o grupo controle apresentou 4,4 % + 1,3 de morte celular por
apoptose, o grupo veneno 16,6 % = 6,5 e o grupo veneno + LBl 10,4 % = 4,4
(Figura 13D).

Ja, para necrose (Figura 13E), houve diferenca estatisticamente
significante quando comparado o grupo veneno (21,9 % * 4,6) com 0 grupo
controle (6,3 % + 0,7), mostrando um aumento da morte celular no grupo veneno
e, quando comparado o grupo veneno + LBI (9,2 % £ 2,4) com o grupo incubado
apenas com o veneno de B. jararacussu, pode ser observada uma diminuicéo
significativa da morte celular por necrose, equiparando-se ao grupo controle e

mostrando a efetividade do LBI.
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Figura 13. Efeito do laser de baixa intensidade (LBI) na avaliagcdo da morte celular o para
0 veneno de Bothrops jararacussu. Células musculares C2Ci2 foram incubadas em placas de
6 pocos por 24 horas para adeséo celular. Apés esse periodo foi adicionado o veneno (50 pg/mL)
ao grupo veneno e no grupo veneno + LBI além do veneno as células foram imediatamente
irradiadas com LBI; ambos os grupos foram incubados por 2 horas e, em seguida, realizada a
citometria de fluxo. Como grupo controle foram utilizadas células incubadas apenas com meio
de cultura DMEM. (A) Citometria do grupo CONTROLE. (B) Citometria do grupo VENENO. (C)
Citometria do grupo VENENO + LBI. Nos primeiros gréaficos (A, B e C) esta o gate da populagao
de células analisada (P1). Em seguida, a fluorescéncia de Anexina V — FITC (P2) e de Pl — PE
(P3), representando as mortes celulares por apoptose e necrose, respectivamente. Nos graficos
D e E vé-se os resultados do efeito do LBI na morte celular por apoptose (Anexina V-FITC) e
necrose (PI-PE), respectivamente do veneno de B. jararacussu. Cada valor representa a média
+ SEM de trés experimentos independentes realizados em duplicata. Teste estatistico: One-Way

Anova com pos teste de Tukey; * p < 0,05 em relagdo ao controle e #p < 0,05 em relagédo ao
veneno.
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2.3. Efeito do veneno de B. moojeni na morte celular

Para avaliar a morte celular com o veneno de B. moojeni as células da
linhagem de mioblastos C2Ci2 foram incubadas com o veneno na concentragédo
de 50 pg/mL por 2 horas e, em seguida, foi realizada a citometria de fluxo, como
pode ser observado na Figura 14. Da mesma forma como 0s outros venenos,
os resultados graficos da citometria sdo demonstrados na Figura 14A, B e C,
onde A representa o grupo controle, B o grupo incubado apenas com veneno e
C o grupo com veneno e irradiado com LBl no mesmo momento. Os gates P1,
P2 e P3, demonstrados nas mesmas figuras, sdo a populacdo de células
avaliada, as células marcadas com Anexina V — FITC indicando apoptose e as

células marcadas com Pl — PE indicando necrose, respectivamente.

Os resultados encontrados para o veneno de B. moojeni foram
semelhantes aos resultados do veneno da B. jararaca e demonstraram aumento
significativo na porcentagem de morte celular por apoptose no grupo veneno
(14,4 % + 3,4) quando comparado ao grupo controle (4,4 % = 1,3), como
demonstrado na Figura 14D. De forma semelhante, quando foi avaliada a morte
celular por necrose houve também um aumento significativo do grupo veneno
(15,2 % * 2,1) em relacao ao controle (6,3 % + 0,7), Figura 14E.

A aplicacdo do LBI também mostrou-se efetiva j& que reduziu
significativamente a morte celular causada tanto por apoptose (3,6 % + 1,1)
qguanto por necrose (9,2 % + 0,9) para o veneno de B. moojeni (Figura 14D e E,
respectivamente) comparando com o grupo veneno, e ndo apresentou diferenca

significante do grupo controle.
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Figura 14. Efeito do laser de baixa intensidade (LBI) na avaliacdo da morte celular para o
veneno de Bothrops moojeni. Células musculares C2Ci2 foram incubadas em placas de 6
pocos por 24 horas para adeséo celular. Apds esse periodo foi adicionado o veneno (50 pg/mL)
ao grupo veneno e no grupo veneno + LBI além do veneno as células foram imediatamente
irradiadas com LBI; ambos os grupos foram incubados por 2 horas e, em seguida, realizada a
citometria de fluxo. Como grupo controle foram utilizadas células incubadas apenas com meio
de cultura DMEM. (A) Citometria do grupo CONTROLE. (B) Citometria do grupo VENENO. (C)
Citometria do grupo VENENO + LBI. Nos primeiros graficos (A, B e C) esté o gate da populagéo
de células analisada (P1). Em seguida, a fluorescéncia de Anexina V — FITC (P2) e de Pl — PE
(P3), representando as mortes celulares por apoptose e necrose, respectivamente. Nos graficos
D e E vé-se os resultados do efeito do LBI na morte celular por apoptose (Anexina V-FITC) e
necrose (PI-PE), respectivamente do veneno de B. moojeni. Cada valor representa a média +
SEM de trés experimentos independentes realizados em duplicata. Teste estatistico: One-Way
Anova com pos teste de Tukey; * p < 0,05 em relagédo ao controle e #p < 0,05 em relacédo ao
veneno.
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2.4. Comparacdo entre necrose e apoptose

Quando as mortes celulares, por necrose e apoptose, foram comparadas
entre 0 mesmo veneno, ndo se observou diferenca significante para a maioria
deles. Apenas para o veneno de B. moojeni € que houve mais morte celular por

necrose do que por apoptose apos aplicacdo do LBI (Figura 15).
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Figura 15. Comparacéo entre necrose e apoptose avaliadas por citometria de fluxo. Foram
comparados 0s processos de morte celular por necrose e apoptose entre 0 mesmo veneno

estudado. Cada valor representa a média £+ SEM com teste estatistico One-Way Anova e pés
teste de Tukey; * p < 0,05.
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3. Liberacéo de citocinas celulares

3.1. InterleucinalL-1 B

A interleucina IL-1 B foi mensurada através da técnica de ELISA e est4
demonstrada na Figura 16. Os resultados demonstraram significancia nos
grupos de B. jararaca (100,8 ng/mL £ 7,7) e B. moojeni (107,9 ng/mL * 3,2) que
foram irradiados com LBl e mostraram uma diminui¢cdo na liberagdo de IL-1 3
guando comparados com seus respectivos grupos de veneno sem irradiacédo do
LBI (B. jararaca: 145,4 ng/mL + 12,5 e B. moojeni: 138,7 ng/mL + 8,4). Apesar
de ndo ocorrer significAncia estatistica no resultado do veneno de B. jararacussu

0 LBI parece diminuir a liberagéo dessa citocina.
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Figura 16. Efeito do laser de baixa intensidade sobre a liberacdo de IL-1 B. Foi avaliado o
efeito do laser de baixa intensidade (LBI) na liberacdo da interleucina IL-1 B por células
musculares C2Ci2 incubadas com os venenos das serpentes B. jararaca, B. jararacussu e B.
moojeni (50 pg/mL) comparando com o grupo controle incubado apenas com meio DMEM e com
0 grupo veneno mais laser onde as células foram imediatamente irradiadas com LBl no momento
da aplicacdo do veneno; os grupos foram incubados por 2 horas e posteriormente foi realizado o
ensaio de ELISA. Cada valor representa a média + SEM da concentracao da IL-1 3 nas amostras,
sendo o teste Anova com Tukey utilizado para os testes estatisticos; com significancia igual a #
p < 0,05 em relag&o ao grupo veneno.
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3.2. Interleucina IL-6

Para avaliacdo da interleucina IL-6 também foi utilizado o ensaio de ELISA
e como resultado houve o aumento na liberacdo de IL-6 pelos grupos que
sofreram a acdo dos respectivos venenos quando comparados ao grupo
controle, mostrando a acdo do veneno no processo inflamatério; e com a
aplicacdo do LBI houve uma diminui¢do na liberagéo dessa citocina em todos 0s
grupos, mostrando efetiva acéo do LBI revertendo essa liberacéo e tendo valores
semelhantes ao grupo controle. Para os venenos de B. jararaca, B. jararacussu
e B. moojeni os valores de IL-6 foram de 42,7 £ 3,7 ng/mL, 55,7 + 12,7 ng/mL e
37,5 £ 5,2 ng/mL, respectivamente. Enquanto para o grupo controle que nao
sofreu a acdo do veneno o resultado foi de 15, 7 + 3,4 ng/mL. Para os grupos de
B. jararaca, B. jararacussu e B. moojeni irradiados com LBI os valores de IL-6
foram de 23,4 = 4,6 ng/mL, 23,0 = 6,7 ng/mL e 1859 + 3,3 ng/mL,

respectivamente (Figura 17).
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Figura 17. Efeito do laser de baixa intensidade sobre a liberagcdo de IL-6. Foi avaliado o
efeito do laser de baixa intensidade (LBI) na liberagdo da interleucina IL-6 por células musculares
C2C12 incubadas com os venenos das serpentes B. jararaca, B. jararacussu e B. moojeni (50
Hg/mL) comparando com o grupo controle incubado apenas com meio DMEM e com o grupo
veneno mais laser onde as células foram imediatamente irradiadas com LBl no momento da
aplicagé@o do veneno; os grupos foram incubados por 2 horas e posteriormente foi realizado o
ensaio de ELISA. Cada valor representa a média + SEM da concentracdo da IL-6 nas amostras,
sendo o teste Anova com Tukey utilizado para os testes estatisticos; com significAncia igual & *
p < 0,05 em relagédo ao grupo controle e # p < 0,05 em relacdo ao grupo veneno.

3.3. Interleucina IL-10

Os resultados da liberacéo de interleucina IL-10 pelas células musculares
C2C12 nao foram significantes em nenhum dos grupos estudados demonstrando
que o veneno das serpentes B. jararaca, B. jararacussu e B. moojeni n&o
estimulou a liberacdo dessa citocina por células C2Ci12 no periodo de 2 horas de
incubacdo. O LBI também nao mostrou acao na producao de IL-10 (Figura 18),
mantendo sempre valores proximos e semelhantes aos do grupo controle que

nao sofreu acao do veneno.
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Figura 18. Efeito do laser de baixa intensidade sobre a liberagcdo de IL-10. Foi avaliado o
efeito do laser de baixa intensidade (LBl) na liberacdo da interleucina IL-10 por células
musculares C2Ci2 incubadas com os venenos das serpentes B. jararaca, B. jararacussu e B.
moojeni (50 pg/mL) comparando com o grupo controle incubado apenas com meio DMEM e com
0 grupo veneno mais laser onde as células foram imediatamente irradiadas com LBl no momento
da aplicacéo do veneno; os grupos foram incubados por 2 horas e posteriormente foi realizado o
ensaio de ELISA. Cada valor representa a média + SEM da concentracao da IL-6 nas amostras,
sendo o teste Anova com Tukey utilizado para os testes estatisticos; com significancia igual a p
< 0,05.

3.4. Fator de necrose tumoral o

O Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a) € um importante mediador do
processo inflamatério. Porém, em nosso estudo ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significantes para os grupos estudados e, entdo, os
venenos das serpentes do género Bothrops (B. jararaca, B. jararacussu e B.
moojeni) ndo se mostraram efetivos na producdo desse mediador durante as 2
horas de incubacao do veneno com células musculares C2Ci2; assim como o LBI
ndo teve acdo nesse processo, ja que todos oS grupos apresentaram-se

semelhantes ao grupo controle, sem nenhuma intervencgéo (Figura 19).
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Figura 19. Efeito do laser de baixa intensidade sobre a liberacdo de Fator de Necrose
Tumoral a (TNF-a). Foi avaliado o efeito do laser de baixa intensidade (LBI) na liberacdo de
TNF-a por células musculares C2Ci12 incubadas com os venenos das serpentes B. jararaca, B.
jararacussu e B. moojeni (50 ug/mL) comparando com o grupo controle incubado apenas com
meio DMEM e com o grupo veneno mais laser onde as células foram imediatamente irradiadas
com LBI no momento da aplicacdo do veneno; os grupos foram incubados por 2 horas e
posteriormente foi realizado o ensaio de ELISA. Cada valor representa a média + SEM da
concentracdo de TNF-a nas amostras, sendo o teste Anova com Tukey utilizado para os testes
estatisticos; com significancia igual a p < 0,05.
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4, Resultados completos

Em sintese, nossos resultados e suas respectivas interpretacdes podem

ser representados na tabela a seguir (Tabela 1):
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TABELA 1. Quadro resumo. De acordo com a média e o erro padrdo da média (SEM) de todos os experimentos realizados comparando os grupos: Controle,
incubado apenas com meio DMEM; Veneno, incubado com os respectivos venenos de B. jararaca, B. jararacussu e B. moojeni (50 ug/mL); e Veneno + LBI,
incubado com os respectivos venenos e imediatamente irradiado com o Laser de Baixa Intensidade (LBI), os resultados foram avaliados e segue sua
interpretacao, considerando significante p < 0,05. Todos os grupos foram incubados por 2 horas para avaliagdo da acdo do LBI em células musculares C2Cio.

VENENO x CONTROLE VENENO + LBI x VENENO
B. jararaca B. jararacussu B. moojeni B. jararaca B. jararacussu B. moojeni

Ensaios

Viabilidade Celular

(células/campo)

\ \ \ T 0 0

Apoptose
(%)
Necrose
(%)

IL-1 B
(ng/mL)
IL-6
(ng/mL)
IL-10
(ng/mL)
TNF-a
(pg/mL)

Legenda:  Indica que houve diminuigo significativa no resultado do ensaio com relagéo ao seu grupo comparativo. T Indica que houve aumento significativo
no resultado do ensaio com relagdo ao seu grupo comparativo. - Indica que n&o houve variacdo significativa no resultado do ensaio com relacdo ao seu
comparativo.
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O envenenamento por picada de serpente é considerado uma doenca
tropical neglicenciada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) com
importancia clinica e social em todo o mundo 3. Assim, este trabalho tem por
objetivo buscar a elucidacdo de mecanismos celulares que possam ajudar no
tratamento a esse agravo, compreendendo melhor o mecanismo de morte
celular, tanto por necrose quanto por apoptose, a liberagdo de citocinas pelas
células musculares C2Ci2 frente a agdo do veneno de serpentes do género
Bothrops e avaliando a acdo do Laser de Baixa Intensidade (LBI) nesse

processo.

As serpentes do género Bothrops sao as que causam um maior nimero
de acidentes no Brasil, sendo responsaveis por aproximadamente 73% dos
casos de ofidismo notificados em todo o territério nacional?. Neste estudo, foi

entdo, analisada a acao dos venenos de B. jararaca, B. jararacussu e B. moojeni.

No presente estudo os mioblastos de linhagem C2Ci2 foram usados para
avaliar o efeito direto do veneno das serpentes B. jararaca, B. jararacussu e B.
moojeni sobre a célula muscular ja que o uso de mioblastos/miotubos de musculo
esquelético como alvo para veneno ou toxinas tem sido sugerido como um
modelo viavel in vitro para estudar os mecanismos miotoxicos, uma vez que se

correlaciona com a miotoxicidade in vivo(D,

Assim, neste estudo foi primeiramengte verificada a acdo miotoxica dos
venenos estudados sobre as células C2Ci2 e o0s resultados mostraram
diminuicao significativa no nimero de células para 0os grupos incubados com 0s
venenos de B. jararaca, B. jararacussu e B. moojeni, mostrando que ocorreu
significativa morte celular. Ja, para os grupos que foram irradiados com o LBI
observou-se um numero maior de células, demonstrando menor morte celular
apos o tratamento com LBI. Silva et al., também observaram aumento da
viabilidade celular apds tratamento com LBI em células musculares C2Ci2 que
sofreram acédo do veneno de B. jararacussu®, corroborando assim, nossos

resultados.

Segundo Silva et al. (2016)®9, a viabilidade celular varia de acordo com a
dose do veneno administrada e, em estudo com células musculares C2C12 e

veneno de B. jararacussu, as células comecaram a perder a viabilidade na
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concentracdo de 12,5 pg/mL mesmo com pouco tempo de exposicao (15
minutos), enquanto para uma dose menor de 6 pg/mL foram necessarios 30
minutos para diminuicdo da viabilidade. Da mesma forma, em células
musculares, Santos et al. (2018)®Y, mostraram que uma das miotoxinas
presentes no veneno de B. jararacussu, a Bothropstoxin-l (BthTX-I), da classe
das fosfolipases A2 (PLA2), dimimui a viabilidade celular de acordo com a dose
administrada (25, 50 and 75 ug/mL), mas com a aplicagao do LBI a perda da
viabilidade é atenuada principalmente pela reducdo do dano a membrana
plasmética. Outro estudo, com células endoteliais, mostrou que a viabilidade
celular diminui apos 1 hora de exposi¢cdo ao veneno de B. jararaca mesmo em
concentracfes baixas e com a aplicacdo do LBI, utilizando comprimentos de
onda diferentes (660 e 780nm), ocorre aumento da viabilidade celular®®)., Ainda,
Silva et al., demonstraram que o LBI protege as células C2C12 contra o efeito do
veneno de B. jararacussu e essa protecdo esta relacionada ao aumento de

fatores miogéncos MyoD e miogenina®9).

Além disso, para o veneno de B. jararaca, em nosso estudo, foi observada
diferenca significante na viabilidade celular entre o grupo controle e o grupo
veneno irradiado com LBI, tendo um aumento do niamero de células no grupo
tratado e indicando assim, ndo apenas auséncia de morte celular, mas também
proliferacdo celular induzida pela aplicacdo do LBI. Da mesma forma, outros
estudos também mostraram aumento de proliferagao celular apos irradiacdo com
o LBI"2.73),

7

O veneno das serpentes do género Bothrops € caracterizado por
apresentar intensa reacao inflamatéria no local da picada ja que apresenta acéo
proteolitica, anticoagulante e hemorragica®? 24 25, com intensa mionecrose no
membro afetado®® 22, Pode também ocasionar morte celular por necrose ou

apoptose“0-42),

7

Morte celular € o processo onde ocorre uma degeneracdo celular
irreversivel que ird culminar na perda da integridade celular(®, podendo ser
desencadeada por estimulos internos ou externos. Ela pode se apresentar como
apoptose, que é considerada uma morte celular programada, onde diversos

processos bioldgicos sdo ativados para a destruicdo celular sem que seja
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desencadeada uma resposta inflamatéria; ou por necrose, que € uma morte
celular ocasionada por um estimulo mais intenso com total ruptura da membrana
celular, extravasamento do material intracelular e consequente intensa reacao

inflamatoria“4: 46),

Todos 0s venenos aqui estudados causaram aumento de morte celular
por necrose e 0s venenos de B. jararaca e B. moojeni também causaram
aumento de morte celular por apoptose. Em cultura de células tumorais, ja foi
observado que uma das miotoxinas do veneno de B. jararacussu, a BthTX-I, é
capaz de diminuir a viabilidade celular e causar a morte celular tanto por
apoptose quanto por necrose, dependendo da concentracdo da miotoxina
utilizada“?). Outro estudo também com células musculares C2Ci2 utilizando
baltergin, uma metaloproteinase do veneno de B. alternatus, demonstrou que
apos a exposicdo a toxina do veneno (200 pg/mL) por 4 horas as células
apresentavam condicBes morfolégicas caracteristicas de morte celular por
apoptose, com integridade da membra plasméatica e formacdo de corpos

apoptoticos“?),

Quando os venenos foram irradiados com o LBI, houve uma diminui¢édo
da apoptose para os venenos de B. jararaca e B. moojeni e de necrose para
todos os venenos estudados. Assim, podemos notar uma efetividade do
tratamento com LBI em relacdo a diminuicdo da morte celular decorrente do
veneno. Ja foi demonstrado também que o veneno de B. jararaca induz a perda
da integridade de células endoteliais, com consequente morte celular, e a
fotobiomodulacdo do LBI causa protecdo celular e diminuicdo dessa morte®”,
Ainda, o LBI protege células endotelias contra apoptose induzida por TNF-a

através da inibicdo das vias de sinalizacdo p38 e MAPK (),

Nas células que foram incubadas com o veneno de B. moojeni, que € um
veneno que apresenta alta atividade proteolitica por seu alto nivel de PLA2(39),
foi observado que houve uma diferenca significante entre necrose e apoptose
guando estas foram imediatamente irradiadas com o LBI, apresentando maior
morte celular por necrose. Apesar dessa diferenca, entre apoptose e necrose,

no geral, a irradiagdo com LBI foi capaz de diminuir ambos os tipos de morte
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celular, mostrando que o LBI ndo apresenta maior efetividade na diminui¢ao de

apenas uma das mortes celulares, mas sim de ambas.

Outra principal complicagdo do envenenamento por Bothrops € a
insuficiéncia renal aguda*® 29 e, entdo, um estudo com cultura de células renais
que foram incubadas com 1,56 a 100 pg/mL de L-amino acid oxidase (LAAO),
uma proteina presente em diversos venenos das serpentes do género Bothrops,
causadora de citotoxicidade, mostrou que apos 12 horas de incubacao as células
apresentaram reducao da viabilidade nas diversas concentragcdes do veneno.
Interessante, € que foram utilizadas duas linhagens de células diferentes para
analise do tipo de morte celular que estaria relacionado com a diminuicdo da
viabilidade, uma humana e outra animal; sendo que na linhagem humana (HK-
2) houve maior marcagédo de células necroticas enquanto a linhagem animal
(MDCK) apresentou mais células em apoptose, indicando que mecanismos
diferentes estéo relacionados ao tipo de morte celular e, 0 estrese oxidativo das

células renais, poderia levar ao aumento de morte celular por apoptose“3).

Em nosso trabalho, observou-se que para todos os venenos das
serpentes do género Bothrops estudadas a morte celular por necrose parece ser
maior do que a morte por apoptose e, embora esses resultados ndo tenham sido
significantes, podem mostrar uma tendéncia necrética do veneno, com
destruicdo tecidual e intensa reacao inflamatoria, jA que muitos outros estudos
apontam o veneno de Bothrops como causador de intensa mionecrose
tecidual(@. 27. 28, 29) E possivel também que o tempo avaliado em nosso estudo

nao tenha sido adequado para verificar essa diferenca.

J4, com relacdo as citocinas produzidas em resposta ao processo
inflamatorio ocasionado pelo veneno, verificou-se que houve aumento de IL-6 no
grupo incubado apenas com os venenos estudados (B. jararaca, B. jararacussu
e B. moojeni) e diminuicdo significativa nos grupos onde além do veneno foi
aplicado o LBI. Ja foi demonstrado que em modelo animal ocorre um aumento
de IL-6 apOs exposicdo ao veneno de B. moojeni e com o tratamento por LBI
ocorre diminuicdo desse mediador inflamatério®?. Ademais, o veneno de B.
jararaca também é capaz de aumentar os niveis de IL-6 em modelo animal,

podendo desta forma induzir o processo de necrose tecidual ocasionado pelo
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veneno e aumentar o processo inflamatério no local da picada®® 59, A |L-6,
comeca a aparecer entre 1 a 4 horas de exposicdo ao veneno de B. jararaca,
estando também relacionada ao processo agudo da inflamac&o, mas com uma
permanéncia maior j4 que apenas ap0s 6 horas de exposicao é que Zamuner et
al. observaram que os niveis de IL-6 voltavam ao normal em modelo animal®?),

corroborando assim nossos resultados.

Em nosso estudo nao foi observada a liberacdo de IL-1 B nas células
incubadas com os venenos avaliados. Entretanto, em nosso modelo, houve
diminuicdo dessa citocina apos a aplicacao do LBI, para os grupos que sofreram
acao dos venenos de B. jararaca e B. moojeni, sendo esse um dado curioso,
uma vez que ndo houve diferenca entre 0os grupos controle e veneno. Outro
estudo mostra que essa citocina pré-inflamatéria aumenta em modelo animal
apos 4 horas de exposicédo ao veneno de B. moojeni(’®. Ainda, a IL-1 B aparece
aumentada também em células endoteliais incubadas com veneno de B. jararaca
e o tratamento com LBI causa reducéao significativa de seus niveis, mostrando

mais uma vez a acéo do laser na diminuicdo do processo inflamatério(®?).

Também nao foram encontradas diferencas significantes na producao do
mediador TNF-a em células musculares C2C12. Corroborando nossos resultados,
um estudo em modelo animal com veneno de B. atrox (0,5 pg/mL) avaliou a
presenca de TNF-a apds 1, 4 e 8 horas de exposigdo ao veneno e mostrou que
apos 1 hora de exposicdo houve aumento de TNF-a, mas apos esse tempo o
TNF-a ndo foi mais detectado, podendo estar mais relacionado com a resposta
inicial ao processo inflamatoério e recrutamento de leucocitos para o local da

picada®?).

A citocina IL-10 esta relacionada com a resolucdo do processo
inflamatdrio e comeca a se elevar apds 8 horas do inicio desse processo®2 9,
Assim, em nosso modelo experimental, com 2 horas de incubacao das células
com o veneno, nao houve diferenca significante desse mediador em nenhum dos
grupos estudados, provavelmente em decorréncia do tempo avaliado. J4, em
estudo com modelo animal que sofreu a agdo do veneno de B. moojeni, foi

verificada a diminuicdo desse mediador anti-inflamatorio. Esses autores
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observaram também aumento desse mediador com a aplicagdo do LBI,

propiciando assim uma reducgéo da resposta inflamatéria local®).

Embora um dos principais tratamentos atuais para o envenenamento por
picada de serpente seja a soroterapia com soro antiofidico®®, animais tratados
apenas com 0 soro ndo apresentaram diminuicdo significativa de mediadores
inflamatorios como IL-6, IL-10 e TNF-q, indicando o LBI como um complemento
importante ao tratamento com soro antiofidico para melhora da reacao

inflamatoria local ao veneno®9,
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Concluséo

- Todos os venenos estudados causaram diminui¢cdo da viabilidade de
células C2Cao.

- O LBl aumenta a viabilidade de células C2C12 incubadas com os venenos

de B. jararaca, B. jararacussu e B. moojeni.

- Além do aumento da viabilidade o LBI causa proliferacdo celular em

células incubadas com o veneno de B. jararaca.

- Os venenos das serpentes B. jararaca, B. jararacussu e B. moojeni,
causaram aumento de morte celular por necrose e os venenos de B. jararaca e

B. moojeni também aumentaram a morte celular por apoptose.

- Alirradiacdo com o LBI diminuiu a morte celular por necrose em todos os
venenos estudados e por apoptose nos venenos de B. jararaca e B. moojeni,
mas nao houve diferen¢a quanto ao tipo de morte celular nas células musculares
C2C12 para os venenos de B. jararaca, B. jararacussu e B. moojeni. Apenas
quando aplicado o LBI nas células que receberam o veneno de B. moojeni € que

houve maior porcentagem de morte por necrose.

- Os venenos estudados causaram aumento da citocina IL-6. Nao houve

aumento de IL-1 B, IL-10 e TNF-a pelos venenos estudados.

- Verificamos reducéo de IL-6 com a aplicagcdo do LBI. Para II-1 B a

aplicacao do LBI foi efetiva apenas nos venenos de B. jararaca e B. moojeni.

- N&o houve agao do LBI para IL-10 e TNF-a no modelo estudado.
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