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RESUMO

As serpentes do género Bothrops sdo responsaveis pela maioria dos acidentes
ofidicos na América Latina. O envenenamento botropico provoca tanto efeitos
sistémicos, como efeitos locais graves. Além disso, € descrito que venenos de
serpentes jovens e adultas possuem diferencas em sua composic¢ao, o que pode
levar a diferencas na evolucdo do quadro local. O antiveneno botrépico € o
tratamento de primeira escolha, entretanto, sua eficacia € limitada, sendo capaz
de neutralizar somente os efeitos sistémicos. J& foi demonstrado em estudos
anteriores, que a fotobiomodulagéo (FBM) é promissora na reducao dos efeitos
locais induzidos por serpentes botrépicas. O objetivo deste estudo foi ampliar o
conhecimento das acfes do laser de baixa intensidade (LBI) sobre o efeito local,
apos acao do veneno da serpente Bothrops alternatus (VBa), em seus estagios
juvenil (VBaJ) e adulto (VBaA). Para isto, foram realizados experimentos in vivo
com camundongos Balb-C e, in vitro, com células musculares C2C12. Para o
tratamento, foi utilizado o LBI, 660 nm, 100 mW e 40 segundos de irradiacao. In
vivo, 0s animais foram injetados com o VBaJ ou VBaA, ou somente com salina
e 0S grupos que receberam a FBM, o tratamento foi feito apés 30 minutos da
injecdo dos venenos. ApGs 6 horas, foram analisados o edema, infiltrado
inflamatorio, a miotoxicidade e a histologia do musculo gastrocnémio e, apoés 1,
3, 6 e 24 horas, foi analisada a hiperalgesia. In vitro, as células C2C12 receberam
0 VBaJ ou VBaA, ou somente meio de cultura, e foram imediatamente irradiadas
com o LBI. Apos 3 horas da acéo dos venenos, foram avaliados a viabilidade
celular, a citotoxicidade, a diferenciacdo, o potencial de membrana, a
proliferacéo e a apoptose/necrose celular. Foi observado que, in vivo, o VBaJ e
VBaA, nas doses aplicadas, foram capazes de induzir edema, infiltrado
inflamatoério, hemorragia, de aumentar a hiperalgesia e de causar miotoxicidade
e mionecrose, em diferentes intensidades. In vitro, os dois venenos também
causaram citotoxicidade, diminuiram a diferenciacdo celular, aumentaram a
proliferacéo celular e também induziram apoptose. O tratamento com a FBM, in
vivo, foi eficaz em reduzir a miotoxicidade, a migracdo leucocitaria e a
hiperalgesia causadas pelos dois venenos testados. Ainda, reduziu o edema
causado pelo VBaJ. Ja in vitro, a FBM induziu a diferenciacdo e proliferacdo
celular e também reduziu as células apoptéticas e necréticas. Pode-se concluir
que, embora ambos os venenos (juvenil e adulto) sejam capazes de causar
reacoes locais, existe diferenca na magnitude desses efeitos, tanto in vivo como
in vitro, e o tratamento com a FBM se mostrou benéfico em reduzir essas reacdes
locais induzidas pelos venenos desta serpente.

Palavras-chave: Bothrops alternatus, juvenil e adulto, fotobiomodulacao,
miotoxicidade, citotoxicidade, veneno botrépico.



ABSTRACT

Bothrops snakes are responsible for most snakebites in Latin America. Bothropic
envenoming causes both systemic and severe local effects. Furthermore, it is
described that venoms from young and adult snakes have differences in their
composition, which can lead to differences in the evolution of the local picture.
Bothropic antivenom is the treatment of first choice, however, its effectiveness is
limited, being able to neutralize only the systemic effects. It has been shown in
previous studies that photobiomodulation (PBM) is promising in reducing local
effects induced by bothropic snakes. The aim of this study was to expand the
knowledge of the actions of low-level laser (LLL) on the local effect, after the
action of the snake venom Bothrops alternatus (VBa), in its juvenile (VBaJ) and
adult (VBaA) stages. For this, in vivo experiments were carried out with Balb-C
mice and, in vitro with C2C12 muscle cells. For the treatment, LLL, 660 nm, 100
mW and 40 seconds of irradiation were used. In vivo, the animals were injected
with VBaJ or VBaA, or only with saline, and the groups that received PBM, the
treatment was conducted 30 minutes after the injection of the venoms. After 6
hours, edema, inflammatory infiltrate, myotoxicity and histology of the
gastrocnemius muscle were analyzed, and after 1, 3, 6 and 24 hours,
hyperalgesia was analyzed. In vitro, C2C12 cells received either VBaJ or VBaA,
or culture medium alone, and were immediately irradiated with LLL. After 3 hours
of the action of the venoms, cell viability, cytotoxicity, differentiation, membrane
potential, proliferation, and cellular apoptosis/necrosis were evaluated. It was
observed that, in vivo, VBaJ and VBaA, at the applied doses, were able to induce
edema, inflammatory infiltrate, hemorrhage, to increase hyperalgesia and to
cause myotoxicity and myonecrosis, at different intensities. In vitro, the two
venoms also caused cytotoxicity, decreased cell differentiation, increased cell
proliferation, and also induced apoptosis. Treatment with PBM, in vivo, was
effective in reducing myotoxicity, leukocyte migration and hyperalgesia caused
by the two venoms tested. Furthermore, it reduced the edema caused by VBaJ.
In vitro, PBM induced cell differentiation and proliferation and also reduced
apoptotic and necrotic cells. It can be concluded that, although both venoms
(juvenile and adult) are capable to induce local reactions, there is a difference in
the magnitude of these effects, both in vivo and in vitro, and treatment with PBM
was shown to be beneficial in reducing these local reactions induced by the
venoms of this snake.

Keywords: Bothrops alternatus, juvenile and adult, photobiomodulation,
myotoxicity, cytotoxicity, bothropic venom.
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1. INTRODUCAO

1.1 — Acidentes Ofidicos

Os envenenamentos provocados por serpentes peconhentas ainda sao
recorrentes e afetam milhares de pessoas em regides tropicais e subtropicais do
mundo inteiro. Estima-se que 4,5 a 5,4 milhdes de individuos sédo picados por
ano, onde destes, 2,7 milhdes sdo por serpentes peconhentas, levando 400.000
a amputacdes e outras sequelas permanentes e 138.000 a morte . Estes dados
epidemioldgicos disponiveis, ndo retratam totalmente, a real situacéo global dos
envenenamentos. Pelo fato de que, uma grande parte das vitimas ndo procuram
ou ndo tem acesso aos servicos de atencao primaria a saude e aos hospitais, e,
também devido a vigilancia inadequada no sistema de salude publica de alguns

paises, o que leva a subnotificacdo dos casos 2.

Ainda assim, com estes dados disponiveis, € possivel observar a alta
incidéncia destes acidentes, sua gravidade e o seu impacto substancial pelo
mundo. Devido a estes fatos, e por ser um grave problema de saude publica, o
envenenamento por serpentes peconhentas foi incluido na lista de doencas
tropicais negligenciadas da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em junho de
2017 1.

A Africa, Asia, Oceania e América Latina so as regiées que mais sofrem
com este problema, onde os habitantes que moram em regides rurais mais
pobres, com casas mal construidas; agricultores; cacadores; pescadores; povos
indigenas; criancas entre 10 e 14 anos que trabalham; gestantes e pessoas com
acesso restrito a salde e a educacdo, sdo 0s mais acometidos por estes

acidentes e representam os grupos de maior risco *.2.

Na América Latina, as serpentes que provocam grande parte dos
acidentes ofidicos, pertencem ao género Bothrops, familia Viperidae 3. No Brasil,
estas sdo responsaveis por 90% dos acidentes por serpentes pegonhentas no
pais, sendo consideradas de grande importancia médica e epidemiolégica 4.
Segundo os ultimos dados epidemiologicos fornecidos pelo Ministério da Saude,
em 2017 houve um total de 28.601 acidentes ofidicos no Brasil, com uma
incidéncia de 13,8/100.000 habitantes e 105 6bitos registrados °. Dados mais
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recentes disponibilizados pelo Sistema de Informacao de Agravos de Notificacdo
(SINAN), mostram que no ano de 2020 ocorreram 29.728 acidentes ofidicos e
125 obitos, e deste total, 20.720 casos foram causados pelo género Bothrops e

ocorreram 86 6bitos pelo mesmo ©.
1.2 - Envenenamento Botropico

Ha cerca de 30 espécies de serpentes do género Bothrops, distribuidas
por todo o territério brasileiro. As espécies mais comuns e frequentes séo a B.
neuwiedi, localizadas em todo territério nacional; B. erythromelas presentes no
Nordeste; B. atrox encontradas na regido Norte; B. jararacussu no cerrado da
regido central e nas florestas tropicais da regido sudeste; B. jararaca comuns
nas regides sul e sudeste e a B. alternatus encontradas no sul do pais #’. Estas
serpentes vivem em &reas rurais e em periferias das grandes cidades. Elas
possuem habitos noturnos ou crepusculares, e seu pico de atividade é
predominantemente em épocas chuvosas. Em virtude disso, elas tém
preferéncia por ambientes imidos, como matas, areas cultivadas e por lugares

que tenham facilidade para proliferacédo de roedores 4.

Os venenos das serpentes botropicas sdo constituidos por diversos
componentes, como proteases, fosfolipases, fatores hemorragicos e peptideos.
Em geral, eles possuem trés importantes atividades fisiopatologicas, que sao
elas: a “acdo proteolitica ou necrética” que ocasiona edema, danos locais e
perda tecidual; a acdo coagulante responsavel por ativacdo da cascata de
coagulacdo (mecanismo direto ou indireto) resultando na conversao do
fibrinogénio  circulante em fibrina e, consequentemente causando
incoagulabilidade sanguinea e a acdo hemorragica onde metaloproteinas e
hemorraginas do veneno, agem na membrana basal dos vasos sanguineos,

provocando sua ruptura 8910,

Embora os venenos botropicos expressem variacbes em relacdo a
composicdo e as atividades biolégicas, ao serem injetados em humanos ou
animais, induzem um quadro fisiopatoldgico, definido por efeitos sistémicos e
locais iminentes. As manifestacbes sistémicas sao caracterizadas
principalmente por nauseas, vOmito, hematémese, sudorese, hemorragias

distantes da picada como em mucosas e outras cavidades, hipotenséo arterial,
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insuficiéncia renal aguda e ocasionalmente choque. Além de manifestacdes
locais caracterizadas por dor e edema de instalacdo precoce e carater
progressivo, equimoses, bolhas, hemorragia e, hipoxia que € normalmente

acompanhada de necrose tecidual "% 11,

As principais decorréncias dos efeitos locais observadas, sdo devido a
necrose tecidual e infeccdo secundaria, que podem levar & amputacdo ou ao
desenvolvimento da sindrome compartimental, podendo levar & perda funcional
do membro acometido. J&, as principais causas de Obitos neste tipo de
envenenamento, sdo ocasionados geralmente, pela insuficiéncia renal aguda,

choque ou também pela coagulacéo intravascular disseminada * 1.
1.3 — Bothrops alternatus

As serpentes Bothrops alternatus (figura 1) pertencem a familia
Viperidae, subfamilia Crotalinae, género Bothrops e sado conhecidas
popularmente como Urutu, Cruzeira ou Urutu-cruzeiro. Elas sdo serpentes
terrestres, viviparas, de grande porte, que apresentam corpo robusto e cauda
relativamente curta, capazes de atingir cerca de 1.700 mm de comprimento,
sendo que as fémeas desta espécie possuem corpo mais robusto e podem
atingir maior tamanho em relacdo aos machos. Estas serpentes tém preferéncia
por &areas abertas e uUmidas, como pradarias, florestas abertas, estuérios,
pantanais e savanas. Elas possuem habitos tanto noturnos como diurnos, e se

alimentam exclusivamente de mamiferos 12:13.14.15

Figura 1 — Urutu (Bothrops alternatus)

Fonte: Organizagédo Mundial da Saude / Foto: Mark O’Shea
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Esta espécie é amplamente difundida na Argentina, Brasil, Paraguai e
Uruguai. No Brasil € encontrada nas regides sul (Rio Grande do Sul, Santa
Catarina e Parana), sudeste (Sdo Paulo e Minas Gerais) e centro-oeste (Mato
Grosso). E considerada de categoria 1 no pais, que segundo a OMS, se
caracteriza por serpentes de maior importancia médica pois sdo serpentes
altamente venenosas que Sdo comuns ou generalizadas e causam inumeras
mordidas, resultando em altos niveis de morbidade, incapacidade ou mortalidade

(figura 2) 121617,

Figura 2 — Distribuicdo de Bothrops alternatus na América do Sul e sua categoria

de risco por regiéo.

COMMON NAME

Urutu

SCIENTIFIC NAME:

Bothrops alternatus

- N
e 3
Category 1: Highest medical importance
Category 2: Secondary medical importance

Categoria 1 —maior importancia médica (vermelho): Serpentes altamente venenosas que séo
comuns ou generalizadas e causam indmeras mordidas, resultando em altos niveis de
morbidade, incapacidade ou mortalidade.

Categoria 2 — importancia médica secundaria (amarelo): Serpentes altamente venenosas
capazes de causar morbidade, incapacidade ou morte, para as quais faltam dados
epidemiolégicos ou clinicos exatos; e/ou sdo menos frequentemente implicados (devido a seus
ciclos de atividade, comportamento, preferéncias de habitat ou ocorréncia em areas remotas a
grandes populacdes humanas).

Fonte: Organizacdo Mundial da Saude.

O veneno de Bothrops alternatus, assim como de outras espécies do

género Botrhops, possui acéo proteolitica, coagulante e hemorragica, com maior
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énfase na atividade proteolitica. Esta serpente € capaz de produzir uma
significativa quantidade de veneno, cerca de 380 mg (peso seco), sendo uma
guantia bem maior, quando comparado com a de outras espécies como B.
jararacussu. B. atrox, B. moojeni e B. insularis, que produzem por volta de 200

mg (peso seco) de veneno 13 1819,

A peconha desta serpente, ainda néo é totalmente compreendida. Sabe-
se gque grande parte dela, é composta por proteinas, como as metaloproteinases
(SVMPs), desintegrinas, fosfolipases A2 (PLA2), serino proteases (SVSPSs), L-
aminoacido oxidases (LAAOSs), lectinas do tipo C (CTL) e peptideos
potenciadores de bradicinina (BPPs) ?°. Todas essas toxinas sdo responsaveis
pelas principais manifestacdes sistémicas e locais causadas pela pe¢onha da
Bothrops alternatus, tais como, acdo hemorragica intensa, desequilibrio no
sistema hemostatico e no sistema de coagulacdo sanguinea, mionecrose e

respostas inflamatérias 1220,
1.4 —Veneno de serpentes jovens Vs. Veneno de serpentes adultas

Os venenos sao misturas complexas de diversas toxinas e possuem um
papel importante para as serpentes. Suas principais funcfes sdo defesa,

imobilizacéo, paralisacédo, morte e auxilio na digestédo das presas 2.

De acordo com a literatura, podem haver variagbes na composi¢cao do
veneno das serpentes jovens e adultas de uma mesma espécie e,
consequentemente, haver diferencas nas suas atividades bioldgicas e na sua
toxicidade, que levam a diferencas na evolucdo do quadro clinico da vitima.
Estas variagbes podem ser influenciadas por diversos fatores, como o género da
serpente, o sexo, habitat, ou o seu desenvolvimento ontogenético %?. A mudanca
na composicdo dos venenos e sua evolugdo, ainda ndo é completamente
compreendido, alguns estudos indicam que a dieta das serpentes € um fator
importante para essa alteracdo, pois algumas espécies no comeco de sua vida
se alimentam de presas ectotérmicas (lagartos, anfibios e artrépodes) e, ja na

fase adulta se alimentam de presas endotérmicas (mamiferos) 21.22.23,

Diversas espécies do género Bothrops apresentam alteracéo

ontogenética na composicao e funcéo de seus venenos. Como por exemplo a B.
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atrox, B. asper, B. moojeni, B. jararaca (uma das espécies mais estudadas de
Bothrops), onde os venenos juvenis geralmente causam mais disturbios de
coagulacéo, enquanto os venenos adultos geralmente tém uma acao proteolitica
mais acentuada causando um maior dano tecidual local. Outro ponto que é
bastante observado, é de que a letalidade do veneno dessas serpentes também
pode variar de acordo com a idade, mesmo que determinadas serpentes tenham
uma dieta especializada, como é o0 caso da espécie B. alternatus, que se

alimenta exclusivamente de mamiferos durante toda a sua vida 242525,

Segundo Furtado et al. (1991)?2 o veneno das serpentes adultas da
Bothrops alternatus possui um maior teor de proteinas em comparacdo ao
veneno das serpentes jovens desta espécie. Além disso, esse veneno também
tem sua toxicidade reduzida dependendo do seu desenvolvimento ontogenético.
Para Furtado (2005)?’, o veneno das serpentes Bothrops alternatus jovens,
apresenta intensa atividade fibrinolitica e coagulante sobre o plasma humano,

decrescendo conforme estas serpentes se tornam adultas.

O conhecimento e melhor entendimento desta variabilidade na
composicdo dos venenos das serpentes, € fundamental para aprimorar a
producdo dos antivenenos, para que estes sejam mais especificos e também

para melhor compreender os proteomas dos venenos de serpente 2327,
1.5 - Soroterapia

Atualmente, o tratamento especifico utilizado para os envenenamentos
por serpentes peconhentas é a soroterapia, com a administracdo intravenosa
dos antivenenos. Estes, sédo produzidos por meio da hiperimuniza¢do de animais
de grande porte, usualmente cavalos, com a inoculacdo do veneno de uma ou
de vérias espécies de serpentes para a producdo de anticorpos, onde sdo
gerados antivenenos monovalentes ou polivalentes. Para os envenenamentos
botrépicos € aplicado nas vitimas o soro antibotrépico (SAB), e na auséncia
deste, o soro antibotrépico-crotalico (SABC) ou o soro antibotrdpicolaquético
(SABL) 428,

Os antivenenos sao altamente efetivos em tratar e neutralizar os efeitos

sistémicos causados pelos envenenamentos, no entanto, eles ndo sdo capazes
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de neutralizar com eficacia as reacdes locais, e 0s mecanismos envolvidos nesta
falta de protecdo, até o momento, ndo foram esclarecidos. A este respeito,
qualquer atraso entre a picada e o inicio da soroterapia € crucial para um
prognostico critico destes envenenamentos, pois pode definir uma perda de
funcdo ou até mesmo a amputacdo dos membros acometidos 42%3°, Devido a
auséncia de protecdo dos efeitos locais pelo soro antibotropico, tem sido
crescente o interesse em investigar terapias coadjuvantes/complementares a
soroterapia. Uma das possibilidades que vem sendo estudada, na neutralizagéo
dos efeitos locais provocados por venenos botrépicos, é a utilizacdo de
fotobiomodulacéo (FBM), utilizando o laser de baixa intensidade (LBI) ou o diodo

emissor de luz (LED).
1.6 — Terapia com 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
Emissdo Estimulada por Radiacdo”. Este dispositivo é dividido em duas
categorias: o0s lasers de alta poténcia ou cirargicos e os lasers de baixa

intensidade ou terapéuticos 3.

A terapia de fotobiomodulag¢édo (TFBM) com o LBI, vem sendo aplicada
em diversas areas da saude, com o objetivo principal de promover a repara¢ao
tecidual, a regeneracdo de diferentes tecidos e nervos, reduzir processos
inflamatorios e gerar analgesia. Estes efeitos que o LBI € capaz de promover,
sdo em decorréncia da sua acao bioestimulante, em que a radiacao emitida por
ele (um feixe de luz monocromatico) pode penetrar em camadas mais profundas
de tecidos e estimular os fotorreceptores e estes sao capazes de absorver fétons
de determinados comprimentos de onda provocando uma transformacédo na
atividade funcional e metabdlica das células com efeitos fotoquimicos, fotofisicos

e/ou fotobioldgicos 3132,

O LBI é um recurso terapéutico ndo invasivo, que € mais comumente
utilizado na luz vermelha ou na infravermelha, com comprimentos de onda entre
600 a 1100 nm e, normalmente, possui uma poténcia de saida abaixo de 500
mW. Assim, esse dispositivo ndo provoca a elevacao da temperatura no tecido

tratado e, desse modo, ndo causa nenhuma mudanca significativa na estrutura
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do tecido. Um ponto importante em relagédo ao LBl s&o os seus parametros
dosimétricos, como: o comprimento de onda, energia, a densidade de energia,
poténcia de saida, tempo de irradiacdo, entre outros; que quando aplicados

apropriadamente sédo essenciais para determinar a eficacia do tratamento 3334,

O mecanismo de acdo da terapia de fotobiomodulacdo ainda ndo é
totalmente compreendido, em tese, ela age a nivel celular, molecular e tecidual
35, Dentro do que ja foi estudado, acredita-se que uma das acdes do LBI é sobre
a membrana plasmatica das células e também sobre as mitocéndrias, onde os
cromoforos mitocondriais absorvem a luz irradiada pelo LBI. Um desses
cromoforos, é a citocromo c oxidase (CCO), que fica situada na cadeia
respiratéria mitocondrial. A absorcao de luz, causa a fotodissociacdo do 6xido
nitrico (NO), um inibidor da CCO; o que leva ao aumento da atividade desta
enzima, e desencadeia a atividade de outras moléculas de sinalizacdo como as
espécies reativas de oxigénio (ROS), ions calcio, o aumento da sintese de
trifosfato de adenosina (ATP), dentre outras; aumentando assim o metabolismo
celular. Além disso, ha a ativacao de diversos fatores de transcricdo e, assim, a
aceleracdo da transcricdo do DNA 3435 O LBI ainda aumenta a sintese de
colageno, também pode inibir a cascata do acido araquiddnico e interferir na
sintese de prostaglandinas, reforcando sua acao anti-inflamatéria, como também
promove aumento da endorfina circulante (beta endorfina) proporcionando

analgesia na dor néo inflamatéria 3% 3637,

Ha inimeros estudos realizados, relacionados a resposta biolégica da
TFBM, em modelos in vitro e in vivo. Estes estudos demostraram que o LBI foi
capaz de aumentar a proliferacdo e diferenciacdo de varios tipos celulares,
acelerar o processo de cicatrizacdo, reduzir o estresse oxidativo, infiltrado
inflamatério e edema, além de promover também analgesia, reparo tecidual,

dentre outros 3132,

Apesar de existir diversos estudos que demonstram os efeitos benéficos
do LBI, os dados sobre os mecanismos de acdo do laser sobre os tecidos
biolégicos, ainda ndo séo conclusivos, o que se evidencia a necessidade de

estudos adicionais.
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1.7 - Fotobiomodulacéo e acidentes ofidicos

O primeiro trabalho demonstrando uma reducdo dos efeitos locais
provocados pelos venenos botropicos apos o tratamento com a FBM foi o de
Dourado et al. (2003)%®, que estudaram o efeito da irradiacdo laser Ga-As
(Arseneto de Galium) na mionecrose induzida pelo veneno de serpente Bothrops
moojeni. Esses autores observaram que o tratamento com esse laser diminuiu
consideravelmente a mionecrose, inibindo a habilidade do veneno de desfazer a

integridade da membrana plasmatica.

Estudos feitos por nosso grupo demonstraram que o tratamento com o
LBl e o LED aplicados 30 min e 3 h apds a inoculacdo do veneno de B. moojeni
e por duas miotoxinas isoladas deste veneno foram efetivos na reducdo do
edema e da hemorragia °. Ademais, outros estudos realizados por nosso grupo
demonstraram que o LBI reduz o edema causado pelo veneno de B. jararacussu
em modelo de inflamacdo muscular. Além disso, o tratamento conjunto do LBI
com o antiveneno botrépico potencializa o efeito observado com o laser por si

s6, reduzindo o efeito edematogénico do veneno de B. jararacussu .

Ainda, foi evidenciado que o LBI, além de inibir o edema e o influxo de
leucécitos, também reduziu a alodinia e a hiperalgesia causada pelo veneno de
B. jararacussu 1. In vitro, nosso grupo demonstrou que o LBI protege as células
musculares contra o efeito miotéxico do veneno de B. jararacussu e ainda

promove a diferenciacéo dessas células #2.

Recentemente nosso grupo demonstrou que o tratamento com LED
aumentou a viabilidade e reduziu a producéo de espécies reativas de oxigénio e
do 6xido nitrico por macrofagos apdés incubacdo com o veneno de B. jararacussu,
confirmando o efeito protetor da FBM frente a acdo inflamatéria dos venenos

botrépicos 3.

Conforme o exposto acima, esses resultados sugerem que a FBM possa
ser uma abordagem terapéutica local eficaz em casos de envenenamentos por

serpentes botropicas.
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JUSTIFICATIVA

Sao recorrentes os acidentes que envolvem as serpentes do género
Bothrops no mundo, e a morbimortalidade causada pelo acidente ofidico € um
problema de saude publica que ndo deve ser ignorado. Os distarbios da
hemostasia e a mionecrose local sdo as consequéncias mais comuns
decorrentes dos envenenamentos causados pelas serpentes desse género e
estdo relacionadas as perdas da funcdo do membro acometido e a outras
complicacBes graves da acdo do veneno. A soroterapia, que € o tratamento
preconizado para esse tipo de acidente é ineficaz em neutralizar os efeitos locais

causadosporessesveneno&

Por esse motivo, a procura por abordagens alternativas as usualmente
empregadas, tem sido alvo de interesse e se constituem em medidas relevantes
para neutralizacdo e/ou diminuicdo dos efeitos degenerativos, bem como a
aceleracdo do processo regenerativo. Entre os novos tratamentos alternativos
que estéo sendo estudados, a TFBM mostra-se uma ferramenta promissora para
o tratamento dos efeitos causados por picadas de serpentes botropicas pois
promove uma reducdo do edema local, hiperalgesia, influxo de leucécitos e
mionecrose, além de acelerar a regeneracao tecidual apos a acdo miotéxica do

veneno.

No entanto, a literatura demonstra que venenos de serpentes adultas e
jovens possuem diferencas em sua composicao e isso pode levar a diferencas
na evolucdo do quadro local. Portanto, esta pesquisa podera fornecer dados
adicionais para o entendimento da reacdo local induzida por venenos de
serpente botropica em diferentes estagios de desenvolvimento, bem como uma
eventual aplicacdo da fotobioestimulacdo como terapia coadjuvante a

soroterapia.
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2. OBJETIVOS

2.1 - GERAL

Este estudo teve como objetivo geral ampliar o conhecimento das acdes
do Laser de Baixa Intensidade sobre o efeito local apds acdo do veneno da
serpente B. alternatus (VBa), em seus estagios juvenil (VBaJ) e adulto (VBaA).

2.2 — ESPECIFICOS
2.2.1-IN VIVO

Através de experimentos com camundongos foram avaliados os efeitos

da irradiacéo do LBI sobre a leséo local induzida pelos venenos, quanto a:
| — Edema muscular;

Il — Migracéo celular;

[l — Miotoxicidade;

IV — Hiperalgesia;
V — Mionecrose do musculo gastrocnémio.
2.2.2-1INVITRO

Através de experimentos com mioblastos C2C12 foram avaliados os

efeitos da irradiacdo do LBI sobre a lesdo induzida pelos venenos, quanto a:
| — Viabilidade celular;

Il — Citotoxicidade;

[l — Diferenciacéo celular;

IV — Potencial de Membrana;

V — Proliferacao celular;

VI — Apoptose/necrose celular.
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3. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado no biotério, no Laboratério de Cultivo Celular e
no Laboratorio de Biotecnologia da Universidade Nove de Julho (UNINOVE) -
SP, no Laborat6rio de Imunologia Celular Aplicada a Saude da FIOCRUZ — RO
e no Laborato6rio de Neuromodulagéo da Dor do Instituto de Ciéncias Biomédicas
— USP.

3.1 - Venenos da serpente Bothrops alternatus, juvenil e adulto

Foram utilizados venenos extraidos de varios exemplares juvenis e
adultos de serpentes Bothrops alternatus, fornecidos gentilmente, pelas Dra.
Laura C. Leiva e Dra. Maria Emilia Garcia Denegri, das Universidad Nacional del
Nordeste Corrientes e Facultad de Ciencias Veterinarias — Argentina. Os
venenos liofilizados, foram mantidos a 10°C e preparados (p/v) em solucdo de
salina estéril (NaCl 0,9%) ou em meio de cultura de Eagle modificado por

Dulbecco (DMEM, Cultilab, Campinas, SP, Brasil) no momento do uso.

3.2 — Gel de poliacrilamida (SDS — PAGE)

O gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) € um método amplamente utilizado
em avaliacbes quantitativas e qualitativas de amostras proteicas. Com a
migracdo das proteinas presentes nos venenos, pode-se identificar a massa
molecular destas. Entéo foi realizado um SDS-PAGE segundo Laemmli (1970)%
para andlise eletroforética das proteinas dos venenos juvenil e adulto da
serpente Bothrops alternatus. Aliquotas de 20 pg de VBaJ e VBaA foram
incubadas com azul de bromofenol 0,02%, mercaptoetanol 10 mM e dodecil
sulfato de sédio 10% (SDS) por 5 minutos a 95°C e submetidas a eletroforese
em gel de poliacrilamida (12%) para separacdo eletroforética das proteinas,
utilizando o sistema PowerPac™ Basic Power Supply (Bio-Rad Laboratories).
Foi aplicado um padrdo de peso molecular para referéncia (Precision Plus
Protein™ Standards, Bio-Rad Laboratories). Apos a corrida eletroforética o gel
foi corado com solucéo de Comassie Brilliant Blue, por 30 minutos e, em seguida,
lavado com solugdo descorante de etanol e &cido acético (5% e 7%,

respectivamente). Foi feita uma fotografia do gel e esta foi analisada através do
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software ImageJ, gerando a densitometria das bandas visiveis no gel para

posterior comparacao dos dois venenos (BaJ e BaA).
3.3-INVIVO
3.3.1 — Animais

Foram utilizados camundongos Balb/C isogénicos, machos e fémeas,
pesando entre 20-25 g, com 45 dias = de vida, provenientes do Biotério da
Universidade Nove de Julho (UNINOVE), Séo Paulo. Os animais foram alocados
em caixas plasticas padrdo (305x198x134 mm) com cinco camundongos por
caixa, com alimento e 4gua ad libitum, alojados em biotério, com controle de

temperatura (22° a 26° C) e ciclos de 12 horas alternados entre claro e escuro.
3.3.2 — Protocolo de ética

Todos os protocolos de experimentacdo animal foram aprovados pela
CEUA (Comiss&o de Etica no Uso de Animais) da Universidade Nove de Julho,
Séo Paulo, sob os numeros: 8207061118 e 7996170821, e conduzidos de
acordo com a Legislacdo Federal Brasileira (11.794/2008, Decreto n°
6.899/2009).

3.3.3 - Protocolo de eutanasia

A eutanasia dos animais foi realizada por doses suplementares dos
anestésicos: Ketamina (Dopalen injetavel) e Xilazina (Anasedan injetavel). Foi
feita a administracdo de 3 vezes a dose descrita nos procedimentos cirlrgicos,
ou seja, 300 mg/kg de Ketamina e 30 mg/kg de Xilazina por via intraperitoneal.

3.3.4 — Laser de baixa intensidade

O tratamento foi feito com o LBI modelo: Therapy XT, da marca DMC®
(figura 3), utilizando os seguintes parametros: comprimento de onda de A 660
nm, poténcia de 100 mW (densidade de poténcia de 0,33 W/cm?), area do feixe
de 0,028 cm?, com densidade de energia de 4 J/cm? e tempo de irradiacdo de
40 segundos (tabela 1). Os animais foram irradiados ou ndao ap6s 30 minutos da

injecdo dos venenos e a aplicacao foi feita de forma pontual e diretamente no
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local em que foi injetado 0 veneno seguindo o seguinte delineamento: Grupo 1:
Controle, animais que receberam somente solucdo salina (NaCl 0,9%); Grupo 2:
animais que receberam o VBaJ; Grupo 3: animais que receberam VBalJ +
tratamento com o LBI; Grupo 4: animais que receberam o VBaA e o Grupo 5:
animais que receberam VBaA + tratamento com o LBI.

Figura 3 — Aparelho de Laser de Baixa Intensidade Therapy XT

Foto: Luciana Miato

Tabela 1 — Parametros dosimétricos do LBI

Therapy XT (DMC®)
Poténcia de saida 100 mW
Comprimento de onda 660 nm
Regime Continuo
Densidade de Poténcia 0,33 W/cm?
Area do feixe 0,028 cm?
Densidade de Energia 4 J/cm?
Tempo de irradiagcéo 40 segundos
Modo de aplicacéao Pontual
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3.3.5 — Quantificagcdo do edema no musculo gastrocnémio

O VBaJ ou VBaA (50 ug) foi diluido em 50 uL de NaCl 0,9% e inoculado
no musculo gastrocnémio direito de cada animal. Para a quantificacdo do edema
muscular, apdés 6 horas da injecdo dos venenos e tratamento, foi realizada a
eutanasia dos animais e 0os musculos gastrocnémio direito e esquerdo (controle)
foram dissecados e pesados em balanca analitica. O edema foi medido no tecido
muscular, pela quantificacdo do peso muscular molhado, o qual foi expresso
como porcentagem do aumento no peso do musculo injetado, comparado com o
musculo gastrocnémio esquerdo (controle). O aumento percentual do volume do
musculo, foi calculado da seguinte forma:

Vi-Vi

i X 100

E (%) =

E (%) = aumento percentual do volume do musculo
Vf = Volume final (peso do musculo gastrocnémio direito — veneno)

Vi = Volume inical (peso do musculo gastrocnémio esquerdo — controle)
3.3.6 — Migracao celular — Total e diferencial

O infiltrado leucaocitario, foi avaliado no tempo de 6 horas apés a injecao
de 5 ug dos VBaJ ou VBaA diluidos em 1 mL de NaCl 0,9%, na cavidade
peritoneal dos animais. Os leucdcitos foram colhidos por lavagem da cavidade
com 2 mL de NaCl 0,9%. As aliquotas das lavagens foram centrifugadas por 5
minutos a 800 rpm na Heraeus Fresco 21 Centrlfuge. Apds a centrifugacédo, o
sobrenadante de cada aliquota foi descartado e o precipitado formado por
leucocitos, foi diluido em 500 pL de NaCl 0,9% (diluicdo primaria). Foi retirado
100 uL da diluicdo priméria e realizada uma nova diluicdo em 900 uL de NaCl
0,9% (diluicdo secundaria). Posteriormente, foi determinada a contagem total de
células em camara Neubauer, apds a diluicdo (1:20, v/v) em solucéo de Turk
(0,2% cristal violeta corado em 30% em acido acético). Foram entdo, preparadas
camaras de suta, onde foram colocadas as diluicbes secundarias por 1 hora,
para a sedimentacao dos leucécitos nas laminas. As laminas foram coradas por
Kit Instant Prov e foi realizada a contagem dos leucdcitos diferenciais em

microscopio biolégico binocular, e contadas 100 células, as quais foram
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classificadas como células polimorfonucleares ou mononucleares, com base em

critérios morfolégicos convencionais.

3.3.7 — Miotoxicidade — Dosagem de Creatina Kinase (CK) plasmética

Para a avaliacdo da atividade de CK, os camundongos receberam
injegao de 50 ug de VBaJ ou VBaA diluido em 50 uL de NaCl 0,9%, no musculo
gastrocnémio direito e igual volume de NaCl 0,9% no musculo controle. Amostras
de sangue foram coletadas 6 horas ap0s a injecdo dos venenos e do tratamento.
As amostras foram centrifugadas por 25 minutos a 2000 rpm na Heraeus Fresco
21 Centrifuge. Apés a centrifugacédo, o plasma foi separado e armazenado para
posterior determinacdo da atividade de CK, utilizando o Kit diagndstico
(LABTEST CK-NAC). A leitura foi feita em espectrofotdmetro (Spectra MAX, 190
a 340 nm) e expressa em U/L, sendo uma unidade definida como a quantidade
de enzima que produz 1 mmoL de NADH por minuto nas condi¢des do ensaio.

3.3.8—- Hiperalgesia

A hiperalgesia foi avaliada com o analgesimetro digital (Von Frey
eletrbnico) da marca Insight, que consiste em um transdutor de forca, no qual em
sua extremidade ha uma ponteira de polipropileno de 0,7 mm?2 ligado ao
aparelho, que faz a leitura da forca aplicada no animal convertendo-a em
gramas. Foi injetado 1 ng do VBaJ ou VBaA diluido em 50 uL de NaCl 0,9%, no
musculo plantar da pata direita dos camundongos e, ap6s 30 minutos foi
realizada a irradiacdo com o LBI nos grupos tratamento. Os camundongos foram
colocados individualmente em uma gaiola de acrilico transparente, sobre uma
plataforma com fundo de grade. Apés um periodo de aclimatizacdo de 20
minutos, a ponteira foi aplicada perpendicularmente sob a pele do muasculo
plantar do animal, exercendo uma forca crescente até que o animal retirasse a
pata como resposta a esse estimulo, e o resultado lido no analgesimetro na hora
da retirada, foi registrado. As respostas a esses estimulos foram avaliadas nos
seguintes tempos: 0 hora (valor basal — antes da administragdo do veneno ou
salina), 1, 3, 6 e 24 horas ap0s a administracdo do veneno ou salina. Para a

obtencéo do escore nociceptivo, foi realizado o seguinte calculo:
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Score do animal (1,3,6 ou 24h) X 100
Score basal do animal

Score nociceptivo (%) =

3.3.9- Andlise histolégica do musculo gastrocnémio

O VBaJ ou VBaA (50 ug) foi diluido em 50 uL de NaCl 0,9% e inoculado
no musculo gastrocnémio direito de cada animal. Apds 6 horas, os animais foram
mortos e 0s musculos gastrocnémio direito foram dissecados, coletados e
colocados em solucao fixadora de formol tamponado 10%. Apds 24 horas, 0
material foi lavado e desidratado em solu¢des sequenciais de etanol. ApGs a
desidratacéo, os tecidos foram embebidos em resina. Cortes transversais de 4
um foram efetuados e corados com hematoxilina-eosina (H/E), para analise em
microscépio. Apdés a andlise histopatolégica dos musculos, procedeu-se a
documentacdo dos resultados obtidos por meio de fotografias tiradas em
fotomicroscopio Olympus BX-43 com a camera fotografica digital Q-Color 3 da

Olympus acoplada ao fotomicroscopio.
3.4 - IN VITRO
3.4.1 — Células musculares C2C12

Foram utilizadas células provenientes da linhagem de mioblastos
C2C12. As células foram cultivadas no meio de cultura DMEM contendo 10% de
soro fetal bovino (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) e 1% de solucéo antibidtica-

antimicética (Cultilab).
3.4.2 — Cultivo celular

Os mioblastos foram mantidos em estufa (HEPA class 3110, Thermo
Electron Corporation, Marietta, OH, EUA) a 37°C, em atmosfera umida contendo
5% de CO2. O monitoramento do crescimento celular foi realizado a cada 24
horas, por meio da visualizagdo em microscopio invertido de fase (Eclipse TE
2000U, Nikon). O subcultivo foi realizado quando a monocamada celular estava
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,;
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Na2HPO4 8mM; KH2PO 1,4mM; pH 7,4) e tratadas com solugao de tripsina 0,25%
durante 3 minutos a 37°C. Apoés a incubacéo, foi realizada nova lavagem com
meio, centrifugacdo a 1200 rpm a 20°C por 5 minutos (Centrifuga Excelsa 4-
280R, Fanem, Sao Paulo, SP, Brasil) e, posteriormente, a ressuspensao em 1
mL de meio DMEM. A viabilidade das células foi realizada por contagem de
células viaveis utilizando o corante vital azul de Trypan (0,4%) e utilizadas nos

ensaios as culturas com viabilidade maior que 95%.
3.4.3 — Laser de baixa intensidade

O laser utilizado e seus parametros dosimétricos foram os mesmos
utilizados para irradiar os animais, conforme descrito no item 3.3.4. Para os
experimentos de viabilidade celular, citotoxicidade, diferenciacdo celular e
potencial de membrana, as células foram irradiadas imediatamente apds a
adicado dos venenos na cultura, e a aplicacao do LBI foi feita de forma pontual e
diretamente no poco pela parte inferior da placa (figura 4). Para estes

experimentos, a cultura de mioblastos foi dividida em seis grupos (tabela 2).

Figura 4 — Modo de aplicacao do LBI nas placas de experimento

Fonte: Arquivo pessoal
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Tabela 2 — Grupos e condi¢des experimentais para os ensaios de Viabilidade

celular, Citotoxicidade, Diferenciacéo celular e Potencial de membrana

Controle Células C2C12 + Meio DMEM

Controle + FBM Células C2C12 + Meio DMEM + Tratamento com LBI

VBa Juvenil Células C2C12 + Meio DMEM + VBaJ

_ Células C2C12 + Meio DMEM + VBaJ + Tratamento
VBa Juvenil + FBM
com LBI

VBa Adulto Células C2C12 + Meio DMEM + VBaA

Células C2C12 + Meio DMEM + VBaA + Tratamento
com LBI

VBa Adulto + FBM

Para os experimentos de proliferacao celular e apoptose/necrose celular,
as células foram irradiadas imediatamente apds a adicdo dos venenos na cultura,
e a aplicacdo foi feita de forma pontual e diretamente na parte inferior dos
microtubos (figura 5). Nestes experimentos, a cultura de mioblastos foi dividida
em seis ou oito grupos (tabela 3 e tabela 4).

Figura 5 — Modo de aplicacdo do LBI nos microtubos

Fonte: Arquivo pessoal
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Tabela 3 — Grupos e condicbes experimentais para 0 ensaio de

Apoptose/Necrose celular

Controle Células C2C12 + Meio DMEM

Controle + FBM Células C2C12 + Meio DMEM + Tratamento com LBI

VBa Juvenil Células C2C12 + Meio DMEM + VBaJ

Células C2C12 + Meio DMEM + VBaJ + Tratamento com
LBI

VBa Juvenil + FBM

VBa Adulto Células C2C12 + Meio DMEM + VBaA

Células C2C12 + Meio DMEM + VBaA + Tratamento com
LBI

VBa Adulto + FBM
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Tabela 4 — Grupos e condi¢gbes experimentais para o ensaio de Proliferagéo

celular

Controle Negativo Células C2C12 + Meio DMEM

Controle Negativo + FBM

Células C2C12 + Meio DMEM + Tratamento com LBI

Controle Positivo
(PHA)

Células C2C12 + Meio DMEM + Fitohemaglutinina

Controle Positivo + FBM
com LBI

Células C2C12 + Meio DMEM + PHA + Tratamento

VBa Juvenil Células C2C12 + Meio DMEM + VBaJ

VBa Juvenil + FBM
com LBI

Células C2C12 + Meio DMEM + VBaJ + Tratamento

VBa Adulto Células C2C12 + Meio DMEM + VBaA

VBa Adulto + FBM
com LBI

Células C2C12 + Meio DMEM + VBaA + Tratamento

Todos os tratamentos foram realizados em um ambiente com

obscuridade parcial para néo sofrer interferéncia da luz externa.
3.4.4 — Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada pelo método MTT, por meio da atividade
das enzimas desidrogenases mitrocondriais. Estas enzimas tém a capacidade
de clivar o anel tetrazolio do corante utilizado. Apés a solubilizagdo com DMSO
(dimetil-sufoxido), obtém-se uma solucéo cuja absorbancia pode ser medida,
sendo que a intensidade da cor mensurada é diretamente proporcional a
guantidade de células viaveis. Primeiramente, foi realizada uma curva dose-
resposta, para determinar a concentracéo e tempo adequados para a realizacéo

deste experimento e dos demais nesse estudo. Ent&do, ap0s os procedimentos
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de cultivo celular, foram plaqueadas 1x104 células/poco em placas de 96 pogos
e incubadas por 24 horas para adesao celular. Apos esse periodo, as células
receberam o VBaJ ou VBaA nas respectivas concentragoes (5, 25 e 50 pug/mL),
ou somente meio de cultura DMEM (controle), com um volume final de 100 pL
por pocgo, imediatamente irradiadas com LBI e incubadas por 1 ou 3 horas. Apés
a incubacdo com os venenos, as células foram lavadas com 100 pL de PBS 1X.
Em seguida, foram adicionados 50 pL de MTT (0,5 pg/mL) (3-[4,5-
Dimethylthiazol-2yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide; Thiazolyl blue — SIGMA) e
incubadas por 3 horas a 37°C a 5% de CO2. Terminado o tempo de incubacéo,
a solucao foi removida cuidadosamente e foram adicionados 100 uL de DMSO
para ressuspender e solubilizar o precipitado. Por fim, foi realizada a leitura da
absorbancia a 620 nm em um leitor de placas (2020, Anthos, Eugendorf, Austria).

Feita a curva dose-resposta, foi determinada a concentracdo de 50 ng,
e o tempo de 3 horas para a realizacdo do ensaio de MTT e de todos os demais
experimentos. Entdo, apds essa determinacéo, foi realizado um novo ensaio de
MTT (seguindo os mesmos procedimentos descritos no paragrafo acima)
utilizando 50 pg/mL dos venenos juvenil e adulto da serpente Bothrops

alternatus, no tempo de 3 horas.
3.4.5 - Citotoxicidade por liberacdo da enzima lactato desidrogenase (LDH)

As células musculares C2C12 foram plagueadas 1x10* células/pogco em
placas de 96 pocos e incubadas por 24 horas para adesao celular. Apés esse
periodo as células receberam o VBaJ ou VBaA (50 pug/mL), ou somente meio de
cultura DMEM (controle), com um volume final de 100 pL por pogo, foram
imediatamente irradiadas com o LBI e incubadas por 3 horas. ApGs esse periodo,
0s sobrenadantes das culturas de cada grupo foram colhidos e armazenados em
freezer — 80°C. A liberagéo de LDH foi determinada utilizando o kit LDH Liquiform
(Labtest, Minas Gerais, Brasil). A leitura foi feita em espectrofotdmetro (Synergy
HT - BioTek) a 340 nm e expressa em U/L, no qual uma unidade é definida como
a quantidade de enzima que produz 1 mmoL de NADH por minuto nas condi¢des

do ensaio.
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3.4.6 — Ensaio de diferenciacao celular

Para a diferenciacdo miogénica, ap0s os procedimentos de cultivo
celular, foram plaqueadas 1x10* células/pogo em placa de 96 pocos e incubadas
por 24 horas para adesdo celular. Apds esse periodo, foi adicionada a
concentracdo de 50 ug/mL do VBaJ ou VBaA nas células ou somente meio de
cultura DMEM (controle), com um volume final de 100 pL por pogo, e essas foram
imediatamente irradiadas com o LBI e incubadas por 3 horas. Decorridas as 3
horas, os mioblastos foram cultivados em meio de diferenciagéo, utilizando meio
de cultura DMEM, contendo 2% de soro de cavalo para induzir a diferenciacao,
incubados em estufa a 37°C com 5% CO:2 por 4 dias. Durante os 4 dias, foi
realizado o acompanhamento da diferenciacdo dos mioblastos na placa. Uma
troca de meio foi realizada no 2° dia e foram feitas fotografias do 1° ao 4° dia, por
meio da camera Prime Cam Metrics 6MP (Prime Life Science) acoplada ao
microscoépio invertido Eclipse TS-100 (Nikon). As fotografias feitas no 4° dia
foram analisadas e a diferenciacdo dos mioblastos foi determinada pela
formacdo de miotubos, em que foram quantificados em tamanho (diametro e
comprimento) com o software ImageJ. Dez células de campos diferentes foram
selecionadas aleatoriamente para cada condicdo e todos os miotubos de cada
célula foram medidos de forma semelhante. O didmetro médio do miotubo foi

calculado como a média de 3 medicdes feitas ao longo do miotubo.
3.4.7- Ensaio de potencial de membrana

Foram plagueadas 1x10* células/poco em placas de 96 pocos e
incubadas por 24 horas para adesdo celular. Apés esse periodo as células
receberam o VBaJ ou VBaA (50 ug/mL) ou somente meio de cultura DMEM
(controle), com um volume final de 100 pL por pogo, foram imediatamente
irradiadas com o LBI e incubadas por 3 horas. Logo apés, foi administrado 0,5
uL da solugédo de TMRE (1%) (Mityochondrial Membrane Potencial-Cayman
Chemical), um corante sensivel, em cada poco. As células ficaram em contato
com o corante TMRE por 30 minutos em estufa a 37°, com uma concentragcao
de 1 mmol/L. Transcorrido os 30 minutos, as células foram monitoradas e
fotografadas em microscépio invertido de fluorescéncia Eclipse Ti (Nikon). As

imagens obtidas foram analisadas com os softwares Image Studio Lite Ver 5.2
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(LI-COR) e ImageJ, onde foram quantificados a média de intensidade de

fluorescéncia e a média de area das células.
3.4.8 — Ensaio de proliferacéo celular por citometria de fluxo

Primeiramente foi feita a marcacdo das células C2C12 com o CFSE
(Carboxifluoresceina succinimidyl éster). O CFSE foi diluido em DMSO
(seguindo instrucdes do fabricante), protegido da luz. A solucdo de trabalho foi
preparada no momento do uso com 7 uL de CFSE em 7 mL de PBS 1X a 10%
de soro albumina bovina (BSA) estéril, homogeneizada e protegida da luz. Em
seguida, adicionou-se 1 mL da suspenséo de células (5x10° células) em tubo
cbnico de 15 mL seguido do acréscimo de 1 mL da solucdo de CFSE.
Posteriormente, a amostra foi homogeneizada e incubada por 30 minutos em
temperatura ambiente e protegida da luz. Transcorrida a incubacgéo,
acrescentou-se 1 mL de meio de cultura RPMI suplementado gelado para
bloquear a reagao. A amostra foi centrifugada a 4°C por 5 minutos a 600 xg, o
sobrenadante desprezado e 2 mL de PBS 1X adicionado para lavagem da
amostra, seguida de uma nova centrifugacao a 600 xg, 4°C, por 5 minutos. Por
fim, as células foram ressuspensas em 1 mL de meio de cultura RPMI

suplementado.

Para o ensaio de proliferacdo de células C2C12, 5x10° de células
marcadas com CFSE foram dispensadas em microtubos para cada condicéo
experimental: células que receberam meio RPMI (grupo controle negativo),
fitohemaglutinina [PHA] a 5 ug/mL (grupo controle positivo), VBaJ ou VBaA na
concentracéo de 50 pg/mL (grupo experimental), em volume final de 300 puL. Em
seguida, as células foram centrifugadas para a formacao do precipitado celular,
para serem irradiadas de forma pontual no fundo dos microtubos e apds o
tratamento foram incubadas por 3 horas. Decorrido o tempo de incubacgao, os
microtubos foram centrifugados novamente para a formacdo do precipitado
celular, o sobrenadante foi removido e as células foram ressuspendidas em 2 mL
de meio de cultura DMEM suplementado, e incubadas por 72 horas em
atmosfera umida contendo 5% de CO:z a 37°C. Logo apls esse periodo, as
células foram centrifugadas, o sobrenadante foi removido cuidadosamente e foi

adicionado 300 uL de meio RPMI suplementado. Em seguida, foi realizada
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aquisicdo e analise de 80.000 eventos utilizando citbmetro de fluxo CytoFLEX S
Flow Cytometer (Beckman Coulter). Os dados foram analisados utilizando o
software FlowJo™ v10.8 (Becton, Dickinson & Company), a proliferacao celular

foi avaliada pela presenca de picos decrescentes a esquerda no histograma.
3.4.9 — Ensaio de apoptose e necrose celular por citometria de fluxo

A superficie das células saudaveis € composta por lipidios que séo
distribuidos de forma assimétrica nos folhetos interno e externo da membrana
plasmética. Um desses lipidios, a fosfatidilserina (PS), € normalmente restrito ao
folheto interno da membrana plasméatica e, portanto, apenas exposto ao
citoplasma da célula. No entanto, durante a apoptose, a assimetria lipidica &
perdida e a PS fica exposta no folheto externo da membrana plasmatica. A
anexina V liga-se ao residuo de PS e, entdo, pode ser usada para detectar PS
que esta exposta na parte externa das células apoptéticas. E, o 7AAD (7-amino-
actinomicina D) entra nas células necréticas. Para o ensaio de apoptose e
necrose de células C2C12, 5x10° de células em meio de cultura DMEM foram
dispensadas em microtubos para cada condicao experimental. As células foram
centrifugadas para a formacéo do precipitado celular, em seguida receberam o
VBaJ ou VBaA na concentracdo de 50 pg/mL, ou somente meio de cultura
DMEM (controle), em volume final de 300 pL, foram imediatamente irradiadas de
forma pontual no fundo dos microtubos e incubadas por 3 horas. Apds o periodo
de incubacao, as células foram centrifugadas novamente e ressuspendidas em
100 pL de tampéo de ligacdo de anexina 1x, onde foram adicionados 3 uL de
anexina V — FITC e 0,5 yuL de 7AAD (BD Biosciences) e incubadas por 15
minutos a temperatura ambiente. Foram adquiridos 50.000 eventos no citbmetro
de fluxo CytoFLEX S Flow Cytometer (Beckman Coulter). Os dados obtidos
analisados utilizando o software FlowJo™ v10.8 (Becton, Dickinson &

Company).
3.5 — Andlise estatistica

Os resultados obtidos tanto in vivo como in vitro foram expressos como
meédia * erro padrdo da média (e.p.m) e analisados estatisticamente por Analise

de Variancia (ANOVA). O teste de Tukey foi utilizado para detectar as diferencas
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das médias apos a Analise de Variancia. O indice de significancia considerado
aceitavel foi de p<0,05. O software utilizado para a analise dos dados foi
GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad Software, San Diego, CA, E.U.A.). As

amostras in vitro foram feitas em triplicata e trés experimentos independentes.
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4. RESULTADOS

4.1 — Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) dos venenos juvenil e adulto da

serpente Bothrops alternatus

A eletroforese dos venenos juvenil e adulto da serpente Bothrops
alternatus, em condig¢fes reduzidas, possibilitou a visualizagéo de 4 grupos com
bandas proteicas de aproximadamente 55 kDa, 30 kDa, 24 kDa e 14 kDa (Fig. 6
A). Quando avaliada a densitometria dessas bandas proteicas, constatou-se que
os perfis proteicos dos dois venenos se apresentaram de forma semelhante,
onde houve uma maior predominéncia das proteinas de 55 kDa, 30 kDa e 24
kDa no VBaJ em comparacdo ao VBaA. Porém, a predominancia da proteina de
14 kDa foi ligeiramente maior no VBaA quando comparado ao do VBaJ (Fig. 6 B
e Fig. 7).
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Figura 6 — Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) dos venenos da Bothrops alternatus. Perfil
de SDS-PAGE (12%) dos venenos juvenil (VBaJ) e adulto (VBaA) da serpente Bothrops
alternatus (20 pg), em condi¢des reduzidas, e seus respectivos perfis proteicos (A). Valores da
densitometria das bandas proteicas identificadas dos dois venenos (B).
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Figura 7 — Diferenca entre as proteinas identificadas dos venenos da Bothrops alternatus.
Gréficos apresentando as diferencas na densitometria das bandas proteicas identificadas (55
kDa, 30 kDa, 24 kDa e 14 kDa) entre os venenos juvenil (VBaJ) e adulto (VBaA) da serpente
Bothrops alternatus.
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4.2 - IN VIVO

4.2.1 — Efeito da FBM no edema muscular induzido pelos venenos juvenil e

adulto da serpente Bothrops alternatus

Os resultados evidenciaram, que apds 6 horas da administracéo de 50
Hg dos venenos da serpente B. alternatus no musculo gastrocnémio, o VBaJ
provocou um edema muscular estatisticamente significativo em comparagcao ao
VBaA, e o tratamento realizado com a FBM apés 30 minutos da administracao
dos venenos no comprimento de onda de 660 nm, foi capaz de reduzir
significativamente a formacéo de edema causada pelo VBaJ, no entanto, ele n&o

foi capaz de reduzir o edema causado pelo VBaA.
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Figura 8 — Efeito da FBM no edema muscular induzido pelos venenos da Bothrops
alternatus. Os animais foram inoculados no muasculo gastrocnémio com os venenos juvenil
(VBaJ) e adulto (VBaA) da serpente B. alternatus (50 pg/musculo) e tratados com a FBM apds
30 minutos da inje¢&o dos venenos. Os musculos dos animais foram coletados ap6s 6 horas e o
edema foi quantificado através da % peso molhado e expresso como aumento percentual do
volume em relagdo ao musculo esquerdo (controle). Os dados representam a média + EPM de
5 animais por grupo (ANOVA). # p<0,05 em relacdo ao VBaJ.
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4.2.2 — Efeito da FBM na migracgéao celular induzida pelos venenos juvenil e

adulto da serpente Bothrops alternatus

A migracdo celular total e diferencial, foi avaliada apos 6 horas da
administracdo de 5 pg dos venenos da serpente B. alternatus ou salina estéril
(controle) na cavidade peritoneal dos animais. Os resultados demonstraram que
tanto o VBaJ como o VBaA estimularam migracdo de leucdcitos, que foram
significativamente maiores quando comparados ao grupo controle, e que nao
houve diferenca estatistica entre os dois venenos quanto a essa migragao total.
O tratamento realizado com a FBM no comprimento de onda de 660 nm foi eficaz

em reduzir a migracéo de leucdcitos causada por ambos os venenos (Fig. 9 A).

A migracdo diferencial é caracterizada pela migracdo de células
mononucleares (macrofagos e linfocitos) e células polimorfonucleares
(neutrdfilos). Observou-se que o VBaJ induziu uma maior migracdo de células
mononucleares em comparacdo ao grupo controle e, também, em relacdo ao
grupo VBaA. O tratamento com a FBM conseguiu reduzir significativamente essa
migracao de células mononucleares induzidas pelo VBaJ (Fig. 9 B). J& com
relacdo a migracao de células polimorfonucleares, os dois venenos induziram
um aumento significativo da migracdo dessas células, ndo havendo diferencas
entre os venenos. O tratamento com a FBM foi eficaz em reduzir de forma

significativa essa migracéo (Fig. 9 C).
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Figura 9 — Efeito da FBM na migracdo celular induzida pelos venenos da Bothrops
alternatus. Os animais foram inoculados na cavidade peritoneal com os venenos juvenil (VBaJ)
e adulto (VBaA) da serpente B. alternatus (5 pg/mL) e tratados com a FBM apds 30 minutos da
injecdo dos venenos. Os leucdcitos foram colhidos por lavagem apds 6 horas e foram realizadas
as contagens total e diferencial das células. Os dados representam a média + EPM de 5 animais

por grupo (ANOVA). * p<0,05 em relacé@o ao controle; # p<0,05 em relacdo ao VBaJ e & p<0,05
em relacdo ao VBaA.
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4.2.3 - Efeito da FBM na miotoxicidade (CK) induzida pelos venenos juvenil

e adulto da serpente Bothrops alternatus

A miotoxicidade é relatada quando ha um aumento dos niveis de CK
plasmético. Os resultados demonstraram que houve um aumento
estatisticamente significativo dos niveis de CK sérico nos grupos que receberam
50ug do VBaJ e do VBaA, quando comparados ao grupo controle. O tratamento
feito com a FBM, no comprimento de onda de 660 nm, reduziu significativamente
a miotoxicidade causada tanto pelo VBaJ, quanto pelo VBaA. Observou-se
também que ndo houve diferenca significativa entre VBaJ e o VBaA, ambos

causaram miotoxicidade em proporc¢des similares.

100

Atividade CK UI/L

Figura 10 — Efeito da FBM na miotoxicidade (CK) induzida pelos venenos da Bothrops
alternatus. Os animais foram inoculados no muasculo gastrocnémio com os venenos juvenil
(VBalJ) e adulto (VBaA) da serpente B. alternatus (50 pg/musculo) e tratados com a FBM apoés
30 minutos da inje¢d@o dos venenos. O sangue dos animais foi coletado ap6s 6 horas e a creatina
kinase plasmatica foi quantificada por meio de kit comercial. Os dados representam a média +
EPM de 5 animais por grupo (ANOVA). * p<0,05 em relacéo ao controle; # p<0,05 em relacdo
ao VBaJ e & p<0,05 em relacdo ao VBaA.



52

4.2.4 — Efeito da FBM naresposta hiperalgésicaapods ainjecdo dos venenos

juvenil e adulto da serpente Bothrops alternatus

A resposta hiperalgésica foi avaliada nos tempos de 1, 3, 6 e 24 horas
apos a injecao de 1 ug/50 pL do VBaJ ou VBaA ou de 50 pL de solucéo salina
estéril (controle) no musculo plantar direito de cada animal. Os resultados
evidenciaram que tanto o VBaJ como o VBaA induziram uma maior hiperalgesia,
ou seja, um aumento da sensibilidade a dor, quando comparados ao grupo
controle, em todos os tempos avaliados (Fig. 11 A). Quanto ao potencial no
aumento da hiperalgesia, verificou-se que houve diferenca estatistica entre os

dois venenos somente no tempo de 1h (Fig. 11 A).

O tratamento feito com a FBM ap6s 30 min da injecdo dos venenos, no
comprimento de onda de 660 nm, nao reduziu significativamente a hiperalgesia
causada pelo VBaJ e VBaA na primeira hora, porém, a FBM mostrou-se eficaz
em reduzir significativamente a hiperalgesia causada pelos dois venenos nos
tempos de 3, 6 e 24 horas (Fig. 11 B e C).
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Figura 11 — Efeito da FBM na resposta hiperalgésica ap6s a injecdo dos venenos da
Bothrops alternatus. Os animais foram inoculados no musculo plantar direito com os venenos
juvenil (VBaJ) e adulto (VBaA) da serpente B. alternatus (1 pg/pata) e tratados com a FBM apoés
30 minutos da inje¢édo dos venenos. A hiperalgesia foi avaliada nos tempos 1, 3, 6 e 24 horas ap6s
a injecdo dos venenos, com analgesimetro digital. Os dados representam a média + EPM de 4
animais por grupo (ANOVA). (A) *p<0,05 em relacdo ao controle e #p<0,05 em relagdo ao VBaJ.
(B) *p<0,05 em relacdo ao controle e #p<0,05 em relagdo ao VBaJ. (C) *p<0,05 em relagédo ao
controle e &p<0,05 em relacéo ao VBaA.
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4.2.5 — Analise histologica do musculo gastrocnémio ap6s a injecado dos

venenos juvenil e adulto da serpente Bothrops alternatus e o efeito da FBM

Apés a realizacdo de cortes histolégicos transversais do musculo
gastrocnémio de camundongos e coloragdo por H/E, as fotomicrografias
evidenciaram que o musculo controle (Fig. 12 A), injetado com 50 uL de salina,
apresentou fibras musculares integras, com diametros regulares e nudcleos
periféricos e preservacao da disposicéo poligonal das células. J4 os musculos
que receberam o VBaJ e VBaA (Fig. 12 B e 12 D), na dose de 50 ug, apés 6
horas, apresentaram hemorragia extensa (seta), células edemaciadas (E) e
desorganizadas, presenca de células inflamatérias (triangulo) e de lesdes deltas
(*) j& instaladas, com rompimento das fibras musculares, quando comparados
ao musculo controle. Os musculos que foram tratados com a FBM no
comprimento de onda de 660 nm (Fig. 12 C e 12 E), evidenciaram uma melhora
significativa da reacao local provocada pelos venenos juvenil e adulto da B.
alternatus, com a reducao da hemorragia local, células menos edemaciadas,
diminuicdo de células inflamatérias, auséncia de lesdes deltas e fibras

musculares organizadas de modo parecido com as do musculo controle.
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Figura 12 — Histologia do musculo gastrocnémio apés ainjecédo dos venenos da Bothrops
alternatus e o efeito da FBM. Fotomicrografias de cortes histolégicos transversais do musculo
gastrocnémio de camundongos, 6 horas apds a inje¢do de salina, ou dos venenos juvenil (VBaJ)
e adulto (VBaA) da serpente Bothrops alternatus e o tratamento com a FBM. (A) Controle (B) 50
Hg de VBaJ (C) 50 ug de VBaJ + FBM (D) 50 ug de VBaA (E) 50 ug de VBaA + FBM. (*) Lesdes
delta, (E) células edemaciadas, (Tridangulo) células inflamatérias e (Seta) hemorragia. Barra =
100 pm.
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4.3 -IN VITRO

4.3.1 — Curva dose-resposta — Efeito dos venenos juvenil e adulto da

serpente Bothrops alternatus sobre a viabilidade das células C2C12

A viabilidade celular foi avaliada nos tempos de 1 e 3 horas apds a
incubacao das células musculares C2C12 com o VBaJ ou VBaA, em diferentes
concentracdes (5, 25 e 50 ug/mL) ou meio de cultura (controle). Os resultados
demonstraram que na primeira hora, as concentracfes de 5 e 50 pug/mL dos dois
venenos ndo causaram alteracao significativa na viabilidade celular, somente a
concentracdo de 25 pg/mL reduziu a viabilidade em comparagdo ao grupo
controle (Fig. 13 A). Ja no tempo de 3 horas, todas as concentracdes dos dois
venenos causaram uma reducdo na viabilidade das células comparadas com o
grupo controle, sendo que esse efeito foi mais evidenciado na concentragéo de
50 pg/mL (Fig. 13 B). Foi observado também, que ndo houve diferenca estatistica
entre 0 VBaJ e VBaA, onde ambos causaram uma diminui¢cao na viabilidade das

células de modo semelhante nos dois tempos avaliados (Fig. 13 A e B).

Com base nesses resultados, a dose de 50 pg/mL e o tempo de 3 horas,

foram os escolhidos para realizar os experimentos in vitro do presente trabalho.
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Figura 13 — Efeito dos venenos da Bothrops alternatus na viabilidade das células C2C12.
Células musculares C2C12 foram semeadas em placas de 96 pocos e incubadas durante 24
horas para adesao celular. Apés este periodo, os venenos juvenil (VBaJ) ou adulto (VBaA) da
serpente B. alternatus em diferentes concentragdes foram adicionados e as células incubadas
por 1 e 3 horas. A viabilidade celular foi determinada pelo método MTT. Cada valor representa a
média + SEM de trés experimentos independentes (ANOVA). *p<0,05 em relagéo ao Controle.
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4.3.2 — Efeito da FBM na viabilidade das células C2C12 apds acdo dos

venenos juvenil e adulto da serpente Bothrops alternatus

A viabilidade celular foi avaliada pelo método MTT apds as células
musculares C2C12 receberem o VBaJ ou VBaA (50 pg/mL) ou meio de cultura
(controle), seguido do tratamento com o LBI no comprimento de onda de 660 nm
e incubadas por 3 horas. Os resultados evidenciaram que os dois venenos, VBaJ
(-) e VBaA (-), causaram de forma similar, uma diminuicdo significativa da
viabilidade das células C2C12 em comparacao aos grupos controle (-) e (+). O
tratamento com o LBI néo foi capaz de reverter a morte celular induzidas pelos

venenos.
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Figura 14 — Efeito da FBM na viabilidade das células C2C12 apds agédo dos venenos da
Bothrops alternatus. Células musculares C2C12 foram semeadas em placas de 96 pocos e
incubadas durante 24 horas para adesdo celular. Apés este periodo, foram adicionados os
venenos juvenil (VBaJd) ou adulto (VBaA) da serpente B. alternatus, ou somente meio de cultura
(controle). O tratamento com a FBM foi realizado e as células incubadas por 3 horas. A
viabilidade celular foi determinada pelo método MTT. Cada valor representa a média + SEM de
trés experimentos independentes (ANOVA). *p<0,05 em relacdo ao Controle (-) e °p<0,05 em
relacdo ao Controle (+).
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4.3.3 — Efeito da FBM na citotoxicidade das células C2C12 apés acdo dos

venenos juvenil e adulto da serpente Bothrops alternatus

A enzima LDH esta presente no meio intracelular das células C2C12 e,
apos lesdo celular, ocorre a perda da integridade da membrana celular
acarretando na liberacdo desta enzima. Portanto, a citotoxicidade das células
C2C12 foi avaliada por meio da liberacdo da enzima LDH para o sobrenadante,
apos 3 horas de as células terem recebido o VBaJ ou VBaA e o tratamento com
o LBI. Observou-se que os grupos de células que receberam o VBaJ (-) e VBaA
(-) apresentaram um aumento significativo dos niveis de LDH no sobrenadante
em comparacao aos grupos controle (-) e (+) e que os dois venenos causaram
esse aumento de modo similar. O tratamento realizado com o LBI mostrou uma
tendéncia em reduzir esses niveis de LDH, porém essa reducdo néo foi

estatisticamente significativa.
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Figura 15 — Efeito da FBM na citotoxicidade das células C2C12 apés agao dos venenos da
Bothrops alternatus. Células musculares C2C12 foram semeadas em placas de 96 pocos e
incubadas por 24 horas para adeséo celular. Apés este periodo, foram adicionados os venenos
juvenil (VBaJ) ou adulto (VBaA) da serpente B. alternatus ou somente meio de cultura (controle),
realizado o tratamento com a FBM e as células incubadas por 3 horas. O sobrenadante foi colhido
e a liberacdo da enzima LDH foi determinada pelo kit LDH Liquiform (Labtest). Cada valor
representa a média + SEM de trés experimentos independentes (ANOVA). *p<0,05 em relacao
ao Controle (-) e °p<0,05 em relacao ao Controle (+).
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4.3.4 — Efeito da FBM na diferenciacdo das células C2C12 ap6s acédo dos

venenos juvenil e adulto da serpente Bothrops alternatus

Para avaliar o efeito da FBM na diferenciacédo (formac&o de miotubos)
das células musculares C2C12 e na protecdo destas células apdés acdo dos
venenos juvenil e adulto da serpente Bothrops alternatus, foi adicionado 50
png/mL destes venenos nas células, ou somente meio de cultura (controle),
realizada a irradiacdo com o LBI e as células incubadas por 3 horas. Apds esse
periodo o sobrenadante foi removido e as células receberam meio de cultura
contendo 2% de soro de cavalo para induzir a diferenciagdo e permaneceram
em incubadora e acompanhadas durante 4 dias. Os resultados demonstraram
que todas as células dos grupos controle (-) e do controle irradiado com FBM (+)
conseguiram se diferenciar, onde apresentaram um formato alongado e fino do
1° ao 4° dia (Fig. 16 1A - 1H). A maioria das células dos grupos VBaJ (-) e VBaA
(-) morreram e poucas células conseguiram se diferenciar (Fig. 16 2A, 2B, 2C,
2D, 3A, 3B, 3C e 3D). Porém, as células dos grupos VBaJ e VBaA irradiadas
com FBM (+), apresentaram uma morfologia similar as dos grupos controle (-) e
controle irradiado (+), apresentando formato alongado e fino, no qual ocorreu
menos morte celular e maior diferenciacdo em relacdo aos dos grupos que
receberam os venenos e ndo foram irradiadas, principalmente no 4° dia (Fig. 16
2E, 2F, 2G, 2H, 3E, 3F, 3G e 3H).

Quando essas células foram avaliadas através da quantificacdo da
média de didmetro e do comprimento, foi possivel confirmar aumento
significativo do didametro dos miotubos das células dos grupos VBaJ (-) e VBaA
(-) em comparacdo aos grupos controle (-) e controle irradiado (+). Assim, o
tratamento com o LBI foi capaz de reduzir significativamente esse diametro em
ambos os grupos (Fig. 17 A). Também foi observado que houve uma diminuicéo
significativa do comprimento das células dos grupos VBaJ (-) e VBaA (-) quando
comparados com 0s grupos controle (-) e controle irradiado (+). Neste caso, 0
tratamento com o LBI também foi eficaz, causando o aumento do comprimento
dessas células de forma significativa em ambos os grupos, caracteristico de
células em diferenciacdo (Fig. 17 B). Além disso, verificou-se que nédo houve

diferencas estatistica entre os dois venenos, tanto para a média de diametro
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como para o comprimento das células (Fig. 17 A e B), comprovando os dados

anteriormente apresentados na figura 16.

DIA1 DIA 2 DIA3 DIA 4

Figura 16 — Efeito da FBM na diferenciagdo das células C2C12 ap6s acdo dos venenos da
Bothrops alternatus. Células musculares C2C12 foram semeadas em placas de 96 pocos e
incubadas por 24 horas para adesao celular. Apés este periodo, foram adicionados 0s venenos
juvenil (VBaJ) ou adulto (VBaA) da serpente B. alternatus, ou somente meio de cultura (controle),
foi realizado o tratamento com FBM e as células incubadas por 3 horas. Apés esse periodo, 0
sobrenadante das células foi removido e substituido por DMEM suplementado com 2% de soro
de cavalo e incubadas por 4 dias. Para determinagcdo da diferenciacdo celular, foram feitas
fotografias dessas células durante os 4 dias e a analise morfoldgica da formagéo de miotubos no
4° dia. (Seta) = célula diferenciada, (Triangulo) = célula indiferenciada (Estrela) = aglomerado de
células mortas. Barra = 200 um.
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Figura 17 — Analise da diferenciacdo das células C2C12 ap6s ag¢do dos venenos da
Bothrops alternatus e tratamento com a FBM. Células musculares C2C12 foram semeadas
em placas de 96 pocos e incubadas por 24 horas para adeséo celular. Apos este periodo, foram
adicionados os venenos juvenil (VBaJ) ou adulto (VBaA) da serpente B. alternatus ou somente
meio de cultura (controle), foi realizado o tratamento com FBM e as células incubadas por 3
horas. Apés esse periodo, o sobrenadante das células foi removido e substituido por DMEM
suplementado com 2% de soro de cavalo e incubadas por 4 dias. Para determinacdo da
diferenciag&o celular, foram feitas fotografias dessas células durante os 4 dias e a andlise
quantitativa da média de didmetro dos miotubos (A) e o comprimento das células (B) no 4° dia.
Cada valor representa a média + SEM de 10 células selecionadas aleatoriamente (ANOVA).
*p<0,05 em relagcdo ao Controle (-); °p<0,05 em relagcdo ao Controle (+); #p<0,05 em relacdo ao
VBaJ (-) e &p<0,05 em relacdo ao VBaA (-).
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4.3.5 — Efeito da FBM no potencial de membrana das células C2C12 ap0s

acdo dos venenos juvenil e adulto da serpente Bothrops alternatus

Para verificar o efeito do LBI no potencial de membrana mitocondrial
(MMP) dos mioblastos apos a acéo dos VBaJ e VBaA, a média de intensidade
de fluorescéncia mitocondrial (TMRE) foi avaliada e observou-se que ndo houve
diferenca significativa na marcacédo do potencial de membrana entre 0s grupos
analisados (Fig. 18 A e Fig. 18 B).

Durante a avaliacao do potencial de membrana foi observado que houve
uma mudanca na estrutura e tamanho dos mioblastos nos grupos VBaJ (-), VBaJ
irradiado com FBM (+), VBaA (-) e VBaA irradiado com FBM (+) em comparacao
aos grupos controle (-) e controle irradiado com FBM (+). Devido a este achado,
também foi avaliada a média de &area destes mioblastos, confirmando que
realmente houve uma diferenca significativa desse parametro entre 0s grupos.
Este resultado mostra que tanto o VBaJ, quanto o VBaA provocaram o
descolamento dos mioblastos de forma semelhante e a FBM néo foi capaz de
impedir este descolamento celular provocado pelos venenos (Fig. 18 C).
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Figura 18 — Efeito da FBM no potencial de membrana das células C2C12 ap6s ac¢éo dos
venenos da Bothros alternatus. Células musculares C2C12 foram incubadas com 0s venenos
juvenil (VBaJ) ou adulto (VBaA) da serpente Bothrops alternatus, ou somente meio de cultura
(controle), foram imediatamente irradiadas com LBl no comprimento de onda de 660nm, e
incubadas por 3 horas. Ap6s esse periodo as células foram marcadas com o TMRE e
fotografadas com microscopio de fluorescéncia. Em (A) as imagens mostram a marcagédo do
potencial de membrana e o descolamento celular das células (Barra = 50 um). Em (B), o gréfico
mostra a média de intensidade de fluorescéncia nas membranas das células. Em (C), gréfico que
mostra a média de &rea das células. O experimento foi realizado em triplicata e os dados
expressos como média + SEM (ANOVA). *p<0,05 em relagdo ao Controle (-) e °p<0,05 em
relacdo ao Controle (+).
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4.3.6 — Efeito da FBM na proliferacdo das células C2C12 ap6s acdo dos

venenos juvenil e adulto da serpente Bothrops alternatus

A analise da proliferacdo das células C2C12 incubadas com VBaJ ou
VBaA (50 pg/mL), PHA (controle positivo) ou somente meio de cultura (controle
negativo) e tratadas com a FBM foi realizada por meio da marcagéo com CFSE,
um intercalante de DNA, por citometria de fluxo. Os dados experimentais
demonstrados por meio dos histogramas, mostraram que todos 0s grupos,
exceto o grupo controle negativo, apresentaram atividade mitogénica, de acordo
com os picos decrescentes nos histogramas: verde — zona de mitose e laranja —
auséncia de mitose (Fig. 19 A, B, C, D, E, F, G e H). O VBaJ (-) induziu atividade
mitogénica levemente menor quando comparado ao VBaA (-) (Fig. 19 C e D). Foi
possivel verificar também que todos 0s grupos que receberam o tratamento com
a FBM apresentaram uma maior atividade mitogénica em relacdo aos grupos
gque nao receberam o tratamento, demonstrando que o LBI estimulou a

proliferacéo celular (Fig. 19 E,F,G e H).
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A) Controle Negativo B) Controle Positivo C) BaJ D) BaA

E) Controle Negativo + FBM  F) Controle Positivo + FEM G) BaJ + FBM

Figura 19 — Efeito da FBM na proliferagdo das células C2C12 apés acdo dos venenos da
Bothrops alternatus. Células musculares C2C12 foram marcadas com CFSE e receberam os
venenos juvenil (VBaJ) ou adulto (VBaA) da serpente B. alternatus (50 pg/mL), PHA (controle
positivo) ou somente meio de cultura (controle negativo), tratadas com a FBM e incubadas por 3
horas. Apds 3 dias foi realizada a andlise por citometria de fluxo com aquisicdo de 80.000
eventos. Os diferentes picos decrescentes observados a esquerda no histograma determinam
areas de presenca (verde) ou auséncia (laranja) de proliferacdo celular. Dados representativos

de 1N experimental.
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4.3.7 — Efeito da FBM na apoptose e necrose das células C2C12 ap6s agédo

dos venenos juvenil e adulto da serpente Bothrops alternatus

As células C2C12 foram incubadas com o VBaJ ou VBaA (50 pg/mL) ou
somente meio de cultura (controle), tratadas ou ndo com a FBM e permaneceram
na incubadora por 3 horas. Apés esse periodo, foram coradas com anexina V e
7AAD para avaliar os niveis de apoptose e necrose e a porcentagem de células
marcadas foi quantificada. Os resultados mostraram que somente o VBaJ (-)
induziu apoptose de maneira significativa se comparado aos grupos controle (-)
e controle irradiado com a FBM (+). Também foi possivel observar uma maior
porcentagem de células apoptéticas em comparacao ao VBaA (-) (Fig. 20 A). Ja
em relacdo a necrose, foi observado que nenhum dos dois venenos induziu
necrose significativa em comparag&o aos grupos controle (-) e controle irradiado
(+) (Fig. 20 B). A irradiacio com a FBM nao foi capaz de reduzir
significativamente a porcentagem de células apoptéticas e necroticas induzidas
pelo VBaJ (-). No entanto, a FBM foi eficaz em reduzir significativamente em
cerca de 36% e 44% a apoptose e a necrose, respectivamente, induzidas pelo
VBaA (-) (Fig 20 A e B).
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Figura 20 — Efeito da FBM na apoptose e necrose das células C2C12 apés acdo dos
venenos da Bothrops alternatus. Células musculares C2C12 foram separadas em microtubos,
seguida da adi¢do dos venenos juvenil (VBaJ) ou adulto (VBaA) da serpente B. alternatus ou
somente meio de cultura (controle), realizado o tratamento com a FBM e as células incubadas
por 3 horas. Apos esse periodo, foram coradas com anexina V e 7AAD e analisadas por
citometria de fluxo, com aquisicdo de 50.000 eventos. Em (A), mostra a porcentagem de células
apoptoticas. Em (B), mostra a porcentagem de células necréticas. Cada valor representa a média
+ SEM de trés experimentos independentes (ANOVA). *p<0,05 em relacdo ao Controle (-);
°p<0,05 em relagé@o ao Controle (+); #p<0.05 em relagéo ao VBaJ (-) e &p<0,05 em relacéo ao
VBaA (-).
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5. DISCUSSAO

As serpentes do género Bothrops s&o consideradas de grande
importancia meédica no Brasil, devido a sua alta prevaléncia e também em razéo
das graves sequelas que elas provocam em suas vitimas #. Muitas terapias
alternativas tém sido propostas para tratamento das reac¢des locais ocasionadas
pelos envenenamentos botropicos, como a utilizacdo de plantas medicinais,

drogas sintéticas, nanocorpos de camelideos e a fotobiomodulagéo 4°:46:47:48,

A revisdo sistematica de Silva et al. (2018)*8 mostrou que ha diversos
estudos na literatura, que utilizaram tanto o laser de baixa intensidade como o
LED para o tratamento da mionecrose, do processo inflamatério, do edema e da
hiperalgesia induzidos pelos venenos botrépicos. Esses estudos mostraram que
a fotobiomodulacao tem um efeito positivo sobre essas reacdes locais, onde ela
pode modular o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) aumentando a
angiogénese, pode inibir a capacidade do veneno de destruir rapidamente a
membrana plasmética, ela também modula as ac¢Bes de mediadores
inflamatérios como a prostaglandina Ez2 (PGEz2), interferongama (IFN-gama),
interleucina-1p (IL-1B), interleucina-6 (IL-6) , fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a) e interleucina-10 (IL-10), além de reduzir os niveis de expressao génica dos

receptores B1 e B2 da cinina “8.

E descrito que a peconha das serpentes botropicas sofre alteracées
importantes em sua composi¢ao no decorrer da vida das serpentes, que podem
ser determinantes para a evolugdo do quadro clinico da vitima de
envenenamento “°. Investigar essas alteracdes na composicdo da peconha
durante o desenvolvimento da serpente e compreende-las é essencial para
auxiliar no desenvolvimento de melhores antivenenos, além de também auxiliar
as novas terapias coadjuvantes, como a fotobiomodulacdo, e desse modo

contribuir na melhora do estado de salude das vitimas.

No presente trabalho foi avaliada a agéo do laser de baixa intensidade
sobre os efeitos locais causados pelos venenos juvenil e adulto da serpente
Bothrops alternatus, tanto in vivo como in vitro, e realizada uma comparacao dos

dois venenos, para identificar possiveis diferencas entre eles, nas reagdes locais.
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Para um melhor entendimento da complexidade do veneno da espécie
Bothrops alternatus e os padrdes de proteinas presentes no mesmo, bem como
as possiveis diferencas nesses padrées entre 0os venenos juvenil e adulto, foi
realizada uma eletroforese em gel de SDS-PAGE, uma técnica que possibilita a
resolucdo do padrdo de bandas proteicas dos venenos e permite que seus
componentes possam ser separados e identificados *°. Apés a realizacdo do gel
e de sua andlise, os perfis proteicos de ambos os venenos (VBaJ e VBaA) se
apresentaram de forma semelhante em condi¢cdes reduzidas. Foi possivel
observar 4 bandas proteicas de aproximadamente 55 kDa, 30 kDa, 24 kDa e 14
kDa. Também foram constatadas variacdes na densitometria das bandas de um
veneno para o outro, onde no VBaJ houve uma maior evidéncia das proteinas
de 55 kDa, 30 kDa e 24 kDa em comparagédo ao do VBaA, enquanto que no
VBaA houve uma evidéncia levemente maior da proteina de 14 kDa em
comparacgédo ao VBaJ. Rocha e Furtado (2005)° e Lanari et al. (2010)%! também
estudaram os padrBes de proteinas presentes no veneno das serpentes da
espécie Bothrops alternatus de diversas regides do Brasil e da Argentina e
verificaram padrdes bem similares aos nossos achados. No trabalho de Rocha
e Furtado (2005)°°, os autores utilizaram 62 amostras de venenos de serpentes
adultas provenientes do Brasil e dentre essas amostras distinguiram-se 15
bandas proteicas, porém nenhuma amostra possuia todas as 15 bandas. Esses
autores averiguaram que destas bandas, 3 foram identificadas em quase todos
0S venenos, uma com peso aproximado de 55 kDa, outra de 27 kDa e, a ultima,
de 14 kDa; houve uma grande variabilidade de bandas proteicas identificadas
entre 30 e 57 kDa. Lanari et al. (2010)°! também utilizaram venenos de
espécimes adultas da Bothrops alternatus, porém, de regides da Argentina, e
verificaram que em condi¢cBes reduzidas, a maior parte das bandas proteicas se
encontravam entre 47-32 kDa e 25-16 kDa.

De acordo com a literatura, as proteinas que foram identificadas em
nosso gel SDS-PAGE, a de maior peso molecular, de 55 kDa, trata-se
possivelmente de uma metaloproteinase PlIl, provavelmente a baltergin, que ja
foi identificada com peso de 55 kDa, e também pode ter uma proporcao baixa de
LAAOSs, que também ja foram identificadas com peso entre 50-57 kDa'?. J4, a

proteina de peso molecular de 30 kDa, pode ser uma serino protease,
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provavelmente a balterobin ou a BthaTL, identificada também com peso de 30
kDa %2, A proteina de peso de 24 kDa, pode ser a alternagina-C (ALT-C) que
contém dominios semelhantes a desintegrina e ricos em cisteina, que possui em
torno de 23-28 kDa ou pode ser até mesmo uma lectina do tipo C, a
botroalternina, um inibidor da trombina, que possui em torno de 27 kDa'?. Por
altimo, a proteina identificada com peso molecular de 14 kDa, possivelmente
seja uma fosfolipase Az, que conforme o estudo de Ohler et al. (2010)*?, também
identificaram fosfolipases A2 do veneno da Bothrops alternatus de 14-15 kDa.
Assim, nos venenos deste estudo, evidenciou que o VBaJ apresenta maiores
concentracfes de metaloproteinase, serino protease e desintegrina/lectina do
tipo C, ja o VBaA apresenta maior concentracdo de fosfolipase Az. Essas
diferencas nas concentragcdes dos constituintes dos venenos podem ser
responsaveis pelas diferencas nos efeitos patoldgicos evidenciados neste

estudo.

Todas essas proteinas identificadas, sdo responsaveis por alguns dos
efeitos dos envenenamentos botrépicos. Sabe-se que as metaloproteinases
geralmente possuem acdo hemorragica e também sdo pro e anticoagulante. As
serino proteases tém atividade proteolitica e também podem afetar a
homeostase pois agem na cascata da coagulacdo assim como as lectinas do
tipo C. Ja as LAAOs sao citotdxicas e podem induzir apoptose, como também
induzir ou inibir agregacdo plaquetaria e, por utltimo, as fosfolipases A2 que
possuem acao miotoxica, Estes efeitos citados, sdo os principais causados por
cada uma dessas toxinas, porém, elas também causam outros efeitos em

conjunto 125024,
5.1-INVIVO

Nos envenenamentos botropicos, em geral, ocorre um extenso processo
inflamatorio na regido afetada, e este mecanismo fisiopatologico tem um papel
importante no desenvolvimento da leséo tecidual e na manifestacdo de edema,

dor e mionecrose 2853,

Os efeitos edematogénicos causados pelas serpentes botropicas, séo
provenientes da rapida acéo das toxinas presentes no veneno, que agem sobre

a microvasculatura, juntamente com a liberacdo de alguns mediadores
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especificos como os eicosandides e a histamina, que levam a vasodilatacdo e
ao aumento da permeabilidade vascular da area afetada °3. As proteinas
isoladas do veneno botropico como as SVMPs e as PLA2 sdo as principais
responsaveis pela formacdo de edema. Especificamente, no veneno da B.
alternatus, as que induzem o edema sao a baltergin, uma metaloproteinase

(SVMP) hemorragica e, também uma PLA2 homéloga a BinTX-I 12,

Os resultados obtidos em nosso estudo, mostraram que o VBaJ e VBaA
na dose de 50 pg, induziram a formacao de edema no musculo gastrocnémio,
apos 6 horas da injecdo dos venenos, e 0 edema induzido pelo VBaJ foi
significativamente reduzido pelo LBI, porém o edema induzido pelo VBaA néo foi
reduzido com o tratamento. Echeverria et al. (2018)°* apresentaram resultados
semelhantes aos nossos, onde verificaram a formagédo de edema pelo VBa
adulto, na regido subplantar da pata de camundongos, nas doses de 1, 5 e 10
ug, a partir de 30 minutos, e que esse edema persistiu até 6 horas apos a injecao
do veneno. Utilizando o mesmo protocolo experimental que em nosso trabalho,
Barbosa et al. (2008)*° descreveram em seu estudo, a formacédo de edema pelo
veneno da serpente B. jararacussu no muasculo gastrocnémio. Esses autores
verificaram que mesmo irradiando o veneno com o LBI, antes da inoculacdo no
animal, este veneno induziu a mesma quantidade de edema que o veneno néo
irradiado. Observaram também que o tratamento realizado com o LBI no
comprimento de onda de 685 nm e densidade de energia de 4,2 J/cm?, foi eficaz

na reducéo de mais de 50% do edema até 24 horas depois da injecédo do veneno.

Além disso, Nadur-Andrade et al. (2012)%° relataram em seu estudo, a
formacdo de edema de pata pelo veneno da serpente B. moojeni, apdés 1 hora
até 6 horas da inoculacédo de 1 pug do veneno na regido subplantar da pata de
camundongos, sendo que o0 edema teve seu pico maximo na 12 hora e foi
diminuindo gradualmente nas proximas 6 horas e desaparecendo por completo
24 horas depois. Neste estudo, os autores realizaram um protocolo de
tratamento com o LBI (685 nm) e LED vermelho (635 nm) e infra-vermelho (945
nm) com 2 aplicagbes, 30 minutos e 3 horas apés a inje¢cdo do veneno, e
constataram que tanto o LBl como o LED foram capazes de reduzir
significativamente o edema da 12 até a 62 hora e que nao houve diferenca entre

os efeitos da irradiacdo com o LBI e os dois LEDs. Tanto Nadur-Andrade et al.
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(2012)%°, como Barbosa et al. (2008)°, ndo citaram em seus artigos se utilizaram
veneno de espécimes adultas ou juvenis de B.moojeni e B.jararacussu, para uma
melhor comparacdo com nossos resultados, porém, apresentaram achados

semelhantes aos nossos em relacéo ao efeito do LBI.

Apos a formacéo do edema, a acdo local subsequente é o recrutamento
de leucdcitos, células de defesa do organismo, para a area da inflamacéo. Os
leucocitos sé@o classificados como mononucleares ou polimorfonucleares. Os
polimorfonucleares sdo os neutrdfilos, basofilos, mastocitos e eosindfilos, que
participam da fase aguda da inflamacé&o. Ja os mononucleares séo os linfécitos
e mondcitos, que participam da fase crbénica da inflamagdo 28535, O

recrutamento de neutréfilos para a area inflamada, é o efeito local mais

observado nesse tipo de envenenamento “°.

Os resultados obtidos em nosso estudo mostraram que houve um
aumento significativo da migracao de leucécitos para a cavidade peritoneal dos
animais, apos 6 horas da injecdo de 5 ug dos venenos juvenil e adulto da B.
alternatus. Notou-se que ap6s 6 horas da injecdo de VBaA houve uma
predominancia de leucdcitos polimorfonucleares, principalmente neutréfilos e, no
VBaJ houve uma predominancia de leucécitos mononucleares em comparacao
ao controle. A terapia de fotobiomodulacdo com o LBI teve um efeito positivo
sobre a migracao celular causada pelos dois venenos (VBaJ e VBaA) reduzindo
significativamente tanto os leucdcitos totais, como os leucécitos mononucleares
e polimorfonucleares, que foram induzidos pelo VBaJ e, também reduzindo os
leucécitos totais e os polimorfonucleares induzidos pelo VBaA, sugerindo que
houve uma reducéo da reacado inflamatéria provocada por ambos os venenos.
Echeverria et al. (2018)%* realizaram um protocolo semelhante ao nosso,
utilizando o VBa adulto e observaram o aumento do nimero de leucdcitos totais
da 12 até a 62 hora ap0s a injecdo do veneno e a predominancia de células
polimorfonucleares, principalmente na 32 e 62 hora, corroborando 0s nossos
achados. Barbosa et al. (2008)* observaram que o veneno da serpente B.
jararacussu induziu um aumento do infiltrado inflamatoério, principalmente de
leucdcitos polimorfonucleares (neutrofilos), no musculo gastrocnémio, apos 24
horas da injecdo do veneno. Esses autores realizaram um protocolo de

tratamento com o LBI, no comprimento de onda de 685 nm, dose de 4,2 J/cm?e
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tempo de irradiacao de 29 segundos com 4 aplica¢des, nos tempos 0, 1, 3 e 12
horas ap0s a Iinjecdo do veneno, e verificaram que o LBl reduziu
significativamente os leucocitos totais e os polimorfonucleares e, aumentou o
namero de leucécitos mononucleares apds 24 horas, corroborando, em parte, 0s

Nnossos resultados.

Barbosa et al. (2008)*° sugerem em seu estudo, que o LBI possa ter
modulado as acbes de mediadores pré-inflamatérios, como foi mostrado por
Safavi et al. (2007)%® e, consequentemente, isso pode ter reduzido o nimero de
células inflamatorias no local da injecdo do veneno, o que pode ter ocorrido
também em nosso estudo, uma vez que, Echeverria et al. (2018)** mostraram
que o VBa adulto elevou os niveis das citocinas interleucina-1 (IL1), IL-6,
interleucina-12 (IL-12) e do TNF-a liberadas po células Raw 264.7 e por
macrofagos peritoneais. Assim, o LBl em nosso estudo, pode ter tido uma acéo
moduladora sobre as células reduzindo a liberacdo dessas citocinas pro-
inflamatérias. Além disso, Echeverria et al. (2018)°* averiguaram que as
alteracdes na permeabilidade vascular, no edema e no infiltrado inflamatério
causados pelo VBa adulto ocorrem devido a agcédo de citocinas e de enzimas
chave, como a cPLA2q e ciclooxigenase-2 (COX-2) que modulam essas acoes.
Além do mais, esses autores mostraram que o VBa adulto também estimulou as
vias de sinalizacéo celular pré-inflamatdérias induzindo a liberagédo de mediadores
lipidicos, mesmo com baixa quantidade de PLA2 em sua composi¢ao. A literatura
demonstra que venenos botropicos induziram a inflamacéo e edema, por meio
do aumento dos niveis de PGE: via expressdo de COX-2 5758, Assim, o LBl em
nosso estudo, pode ter inibido a expressao da COX-2 e consequentemente ter
diminuido os niveis de PGEz, colaborando na reducéo do edema e inflamagéo.
Entretanto, estudos adicionais devem ser conduzidos para averiguar essa
possibilidade, como também para analisar o efeito do LBI sobre a liberagéo de
mediadores lipidicos que contribuem no processo inflamatorio provocado pelo
VBa adulto.

A miotoxicidade € uma das reacdes locais mais relevantes no
envenenamento botropico. Estudos tém demonstrado que a miotoxicidade

causada pelo veneno da B. alternatus é relativamente mais baixa em

comparacao a de outras espécies do género Bothrops, como a da B. jararacussu
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onde a mionecrose é o dano local mais observado apds inoculagdo do veneno
desta serpente devido ao fato, de seu veneno possuir uma grande quantidade
de miotoxinas °%€°, O veneno da B. alternatus possui baixa atividade de PLAze
uma alta quantidade de SVMPs de classe P-lll. Em sua composi¢cao as SVMPs
séo consideradas as principais responsaveis pela letalidade deste veneno, pois
desencadeiam hemorragia, edema, disturbios da coagulacéo e dano tecidual, a

mionecrose 20:59,

ApGs analise dos resultados obtidos em nosso estudo, observou-se que
0s venenos juvenil e adulto da B. alternatus causaram uma miotoxicidade
relevante, com o aumento estatisticamente significativo da atividade da CK apds
6 horas da inoculacéo de 50 ug dos venenos no musculo gastrocnémio. O Nosso
protocolo realizado com o LBI, foi eficaz em reduzir consideravelmente essa
miotoxicidade causada pelos dois venenos desta serpente. Denegri et al.
(2016)%* utilizaram em seu estudo, doses de 50 e 100 pug do VBa adulto e
avaliaram a miotoxicidade nos tempos de 3, 6 e 24 horas ap0s a inoculacdo
deste veneno em camundongos. Esses autores observaram resultados
semelhantes aos nossos e, evidenciaram um efeito dose-dependente com o pico
principal da atividade do CK no tempo de 6 horas. Constataram também que
essa atividade foi reduzida significativamente ap6s 24 horas da inje¢cdo do
veneno. Lauria et al. (2020)¢?, Doin-Silva et al. (2009)% e Dourado et al. (2003)%8,
avaliaram o efeito dos lasers de hélio-nednio (HeNe) e de diodo semicondutor
AlGaAs sobre a miotoxicidade causada pelos venenos das serpentes B.
leucurus, B. jararacussu e B. moojeni, respectivamente, e mostraram que a FBM
também reduziu de forma significativa a mionecrose causada por estas
serpentes, tendo um efeito mioprotetor desde as primeiras horas ap0s a injecéo
dos venenos. Lauria et al. (2020)%? observaram também que a B. leucurus teve
o0 pico da atividade do CK as 3 horas ap0s o veneno e, que, as 6 horas, 0s grupos
irradiados com o laser, apresentaram aumento tardio da atividade da CK,
sugerindo que houve um efeito retardador da agdo miotoxica deste veneno. Ja
Dourado et al. (2003)38 verificaram que o veneno da B. moojeni teve o pico da
atividade do CK as 12 horas apos a injecao do veneno e as 24 horas essa
atividade havia diminuido e o laser foi capaz de diminuir a mionecrose tanto em

12 como 24 horas depois da injecdo do veneno, mostrando que o tempo e o
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tratamento foram fatores independentes e que nao existiu sinergismo entre 0s
dois na resposta muscular. Estes autores, com base em outros estudos, também
indicaram que a FBM se mostrou preventiva e retardadora do processo
mionecrotico e, que, por ela conseguir induzir a angiogénese via expressao de
VEGF e reduzir o estresse oxidativo, que esses fatores também podem ser

associados a reducdo da mionecrose e regeneracdo do musculo lesado 623,

A dor € outra caracteristica marcante apresentada pelas vitimas nos
envenenamentos botropicos, em decorréncia da lesao tecidual ocasionada pelas
PLA2, SVMPs e SVSPs existentes no veneno %. Segundo a literatura, a
hiperalgesia no local da lesdo, € devido a acdo dessas toxinas do veneno, que
agem sobre componentes celulares, levando a ativagao direta de nociceptores
ou a liberacdo de mediadores quimicos como a citocinas pro-inflamatérias, que
acabam causando uma sensibilidade nas fibras nervosas e consequentemente
acabam reduzindo seu limiar nociceptivo. De acordo com estudos, a hiperalgesia
€ mediada principalmente pelos eicosandides, por bradicinina, aminas

vasoativas e citocinas 3.

Nossos achados demonstraram que tanto o veneno juvenil como o de
adulto da B. alternatus, na dose de lug/pata, reduziram significativamente o
limiar nociceptivo dos animais; causaram uma maior hiperalgesia, quando foram
comparados ao grupo controle, em todos os tempos avaliados, desde a 12 hora
até 242 hora apos a inoculacéo dos venenos. A FBM com o LBI, reduziu de forma
significativa a hiperalgesia causada pelos dois venenos, aumentando o limiar
nociceptivo dos animais, nos tempos de 3, 6 e 24 horas apés a inje¢cdo dos
venenos, alcancando um score nociceptivo bem préximo dos animais do grupo
controle. Mamede et al. (2016)?° analisaram a hiperalgesia induzida pelo veneno
da B. alternatus em ratos, nas doses de 5, 15 e 30 g e verificaram que somente
a dose de 30 pg induziu uma hiperalgesia significativa (em torno de 25%), que
persistiu durante 24 horas apos a injecdo do veneno. Quando comparado ao
nosso estudo, a diferenca da resposta hiperalgésica em relagédo a dose, pode
ser explicada pela diferenca de modelo experimental animal, pois utilizamos
camundongos em nosso protocolo e, eles, utilizaram ratos. Mamede et al.
(2016)%° mostraram também, que a hiperalgesia induzida pelo VBa é de fato
provocada pelas PLA2, SVMPs e SVSPs. Nadur-Andrade et al. (2016)%°
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avaliaram o efeito do LBI sobre a hiperalgesia induzida pelo veneno da serpente
B. moojeni (VBm), na dose de lug/pata, nos tempos de 1, 3, 6 e 24 horas,
semelhante ao nosso estudo. O protocolo que utilizaram para analisar a
hiperalgesia, foi por filamentos de Von Frey com forgas de flexdo de 0,692g e
1,202g (filamentos de 3,84 e 4,08). Esses autores utilizaram o LBI no
comprimento de onda de 685 nm, dose de 2,2 J/cm?, irradiacédo de 15 segundos
com 2 aplicacdes, uma depois de 30 minutos da injecdo do veneno e a outra
apos 3 horas da injecdo. Também observaram que o LBI conseguiu reduzir a
hiperalgesia causada pelo VBm, avaliada pelo flamento de 3,84, em todos os
tempos avaliados. J4 para o filamento 4,08, o LBl conseguiu reduzir a
hiperalgesia somente na 32 hora. Nadur-Andrade et al. (2016)%° também
mostraram em seu estudo, que o LBI foi capaz de diminuir a ativacdo do
nociceptor na medula espinhal, modular a liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias e anti-inflamatérias, tanto no local da injecdo como na medula
espinhal e, também, reduziu a expressao dos niveis de mMRNA das quininas B1
e B2, indicando que todos esses efeitos contribuiram para a reducdo da
hiperalgesia provocada pelo VBm, uma vez que tanto os mediadores
inflamatorios quanto a bradicinina tém um papel importante nos efeitos
hiperalgésicos do veneno. Esses achados corroboram os que foram observados
por Mamede et al. (2016)%°, de que a bradicinina tem uma participacéo
significativa na hiperalgesia induzida pelo VBa, além de outros mediadores
quimicos. Diante desses resultados, podemos sugerir que o LBI possa ter
exercido o mesmo efeito sobre os mediadores inflamatorios e a expressao de
quininas B1 e B2 com o veneno da B. alternatus, culminando na redugéo da
hiperalgesia causada por este veneno. Entretanto, sdo necessarios estudos
adicionais para melhor compreender o mecanismo de acao do LBl em relacdo a

hiperalgesia induzida pelo VBa.

Além disso, no estudo de Nadur Andrade et al. (2016)%° e no de Mamede
et al. (2016)%°, ndo foram mencionados se os venenos utilizados eram de
espécimes juvenis ou adultas da B. moojeni e da B. alternatus, o que dificultou

uma melhor comparacao aos nossos resultados.

Em nosso trabalho também foi avaliado qualitativamente, a presenca de

hemorragia, lesdo tecidual, infiltrado inflamatério e edema nas laminas
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histopatolégicas dos musculos gastrocnémio que receberam os venenos juvenil
e adulto da B. alternatus, na dose de 50 pg. Com base nesta avaliacao, foi
observado que os dois venenos induziram uma intensa hemorragia além de
leséo tecidual, com a presenca de lesdes delta; corroborando com os resultados
bioguimicos de atividade da CK. Além disso, os venenos estimularam a migragao
celular observada pela presenca de células inflamatorias e, também, a formacéo
de edema no musculo. Visivelmente, notou-se que o tratamento com o LBI foi
eficaz em reduzir consideravelmente todos estes efeitos causados pelo VBaJ e
VBaA. Todos esses achados morfolégicos, confirmaram os nossos resultados

demonstrados aqui anteriormente.

Denegri et al. (2016)% e Gay et al. (2013)% também realizaram andlises
histoldgicas do musculo gastrocnémio apds a injecdo do veneno da B. alternatus
e evidenciaram efeitos similares aos nossos, apresentando principalmente,
extensa hemorragia, mionecrose, infiltrado inflamatério e edema. Tanto em
nosso estudo como nos do Denegri et al. (2016)%! e Gay et al. (2013)%, a
presenca de hemorragia intensa causada pelo veneno da B. alternatus foi muito
evidente, confirmando que esse efeito € provavelmente decorrente da alta
guantidade de SVMPs presentes neste veneno. Os resultados encontrados por
Barbosa et al. (2009)%° também estdo de acordo com uma parte dos nossos
achados. Eles realizaram analise histolégica do musculo gastrocnémio apds a
inoculacdo do veneno da serpente B. jararacussu e através dessa analise
verificaram o efeito protetor do LBI principalmente sobre a mionecrose causada
pela peconha desta serpente. Neste estudo utilizaram o laser no comprimento
de onda de 685 nm, 4,2 J/cm?, tempo de irradiacdo de 29 segundos com 4
aplicacfes do laser, nos tempos 0,1, 3 e 12 horas ap0s a injecdo do veneno.
Esses autores observaram que apds 24 horas da injecdo do veneno, também
ocorreu mionecrose, edema, hemorragia, infiltrado inflamatério, além de
congestéo vascular e, que, o LBI sozinho foi eficaz em reduzir a mionecrose,
porém nao reduziu a hemorragia, somente quando associado ao antiveneno é
gue houve uma melhora da hemorragia e essa associacao também diminuiu de

forma significativa o edema.
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5.2-INVITRO

Neste trabalho também realizamos experimentos in vitro, para
complementar os nossos achados in vivo. Para isso, utilizamos a linhagem de
mioblastos C2C12, um modelo de células que ja € bem consolidado na literatura
para estudo da acdo do veneno e/ou toxinas de serpentes, sendo assim, um

modelo in vitro viavel para o nosso estudo.

Nossos resultados demonstraram que tanto o veneno juvenil como o de
veneno adulto da B. alternatus, na concentracdo de 50 pug/mL, reduziram de
modo similar a viabilidade dos mioblastos C2C12 apés incubacéo de 3 horas, ou
seja, houve uma diminuicdo da atividade mitocondrial destas células. O
tratamento feito com a FBM nao foi capaz de aumentar essa viabilidade celular
de modo significativo. Bustillo et al. (2009)8” também analisaram a citotoxicidade
do veneno da B. alternatus em células C2C12. Esses autores utilizaram diversas
concentracfes do veneno, variando de 1,25 a 50 pg/mL com tempo de incubacéo
de 3 horas e verificaram que a concentracdo de 50 pg/mL diminuiu mais de 80%
a viabilidade celular e a dose de 5,8 pug/mL foi a concentracdo de veneno
necessaria para reduzir em 50% a viabilidade celular. Esses achados diferem
dos nossos resultados, uma vez que a concentracao de 50 pg/mL do VBaJ e do
VBaA diminuiram em torno de 14,54% e 16,95%, respectivamente, a viabilidade

celular.

Em outro estudo, Bustillo et al. (2012)%8 analisaram a citotoxicidade da
baltergin (metaloproteinase) e da Ba Spll RP4 (PLA2) do veneno de B. alternatus
em células C2C12. Eles utilizaram diversas concentra¢gfes das toxinas, variando
de 2 a 700 pg/mL, com tempo de incubacdo de 3 horas e observaram que a Ba
Spll RP4 ndo causou toxicidade em nenhuma das concentracfes testadas,
mesmo as mais altas. No entanto, a baltergin ja causou um efeito citotéxico a
partir de 4 pg/mL e sua concentragcéo necessaria para reduzir 50% da viabilidade
celular foi de 583,34 pug/mL. Esses autores também avaliaram o sinergismo entre
as duas toxinas, utilizando a concentragao de 150 pg/mL, e verificaram que a Ba
Spll RP4 sozinha, mais uma vez ndo causou citotoxicidade e a baltergin sozinha

reduziu 40% da viabilidade celular. Porém, quando analisado as duas toxinas
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juntas, essas foram capazes de causar 97,5% de descolamento celular,

indicando sinergismo entre elas.

Ja Mesquita-Ferrari et al. (2009)%° verificaram em seu estudo, que a
desintegrina ALT-C isolada do veneno da Bothrops alternatus, induziu um
aumento na viabilidade dos mioblastos, de forma dose-dependente,
principalmente nas concentracdes de 50 e 100 nM apos 48 e 72 horas de
incubacéo.

Com esses achados de Bustillo et al. (2012)% e Mesquita-Ferrari et al.
(2009)%° pode-se sugerir que em nosso trabalho, a concentracédo de 50 pg/mL
do VBaJ e do VBaA, ndo foram capazes de causar uma citotoxicidade
pronunciada, como foi observado por Bustillo et al. (2009)%7, pois a desintegrina
ALT-C (que pode estar presente em nossos venenos, como foi observado em
nosso gel SDS-PAGE e discutido anteriormente) pode ter induzido o aumento na
viabilidade dos mioblastos C2C12, impedindo assim, que a baltergin e a Ba Spll
RP4 (que também podem estar presentes em nossos venenos) por um efeito
sinérgico, causassem uma reducdo proeminente na viabilidade destes

mioblastos.

Silva et al. (2016)*? analisaram o efeito da FBM sobre a viabilidade de
células C2C12 apods estas receberem 0,5 pg/mL do veneno da serpente
Bothrops jararacussu e ficarem incubadas com este por 15, 30 e 60 minutos.
Esses autores utilizaram dois comprimentos de onda do LBI, o vermelho (685nm)
e o infravermelho (830 nm), variando a densidade de energiade 2a 7 Jicm? e
verificaram que ambos os comprimentos de onda e todas as densidades de
energia testadas causaram um aumento significativo da viabilidade celular,
protegendo as ceélulas da toxicidade do veneno. O que difere também dos nossos
achados, onde a FBM apesar de ter mostrado uma leve tendéncia em aumentar
a viabilidade celular, ndo causou de fato, um aumento significativo desta. Neste
caso, o tratamento com a FBM, talvez nédo tenha sido eficaz como foi no estudo
de Silva et al. (2016)*?, pois as células, em nosso estudo, receberam uma

concentragédo maior de veneno e ficaram mais tempo incubadas com ele.

A citotoxicidade das células C2C12 também foi analisada por meio da
liberagdo de LDH. Nossos resultados evidenciaram que tanto o VBaJ como o
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VBaA induziram a liberacdo de LDH de forma semelhante, apos as células
receberem a concentracdo de 50 pg/mL dos venenos e ficarem incubadas por 3
horas. O tratamento com a FBM, apesar de mostrar uma tendéncia em diminuir
essa liberacdo do LDH provocada pelos venenos, ndo conseguiu reduzir de
forma significativa a citotoxicidade e, assim, aumentar a viabilidade das células.
Esse resultado se mostrou bem semelhante ao observado na miotoxicidade in
vivo, que foi discutido anteriormente no item 5.1, porém na miotoxicidade in vivo

a FBM foi capaz de reduzir os niveis de CK.

Bustillo et al. (2012)% também avaliaram a citotoxicidade da baltergin
(metaloproteinase) e da Ba Spll RP4 (PLA?) isoladas do veneno de B. alternatus
em células C2C12, por meio da liberacdo da enzima LDH. Esses autores
constataram que nenhuma das toxinas sozinhas induziu a liberagdo de LDH
pelas células C2C12, revelando que as células permaneceram viaveis mesmo
apos 3 horas de incubacdo com as toxinas em diferentes concentracées. Como
Bustillo et al. (2012)% evidenciaram um sinergismo entre essas duas toxinas,
pode-se sugerir que elas foram as responséaveis pela liberacdo de LDH

observada em nosso estudo.

Reis et al. (2021)*® apresentaram resultado semelhante ao nosso, ao
avaliar o efeito do LED na liberacdo de LDH induzida pelo veneno da Bothrops
jararacussu em macréfagos murinos. Esses autores observaram que o
tratamento com o LED no comprimento de onda de 945 nm, densidade de
energia de 3 J/cm? e tempo de irradiacéo de 30 segundos, foi capaz de reduzir
ligeiramente, mas de forma significativa, a liberacdo de LDH nos tempos de 24,
48 e 72 horas em que os macroéfagos ficaram incubados com o veneno da B.
jararacussu nas concentracdes de 5 e 25 pug/mL, deste modo protegendo os
macréfagos da acéo citotéxica do veneno. Reis et al. (2021)* citam em seu
estudo, que essa protecdo exercida pela FBM contra o efeito citotoxico do
veneno possa ser devido ao fato de que a FBM quando utilizada para tratar as
células, provoca um aumento nos niveis de ATP e isso poderia desencadear
uma cascata de sinalizacdo que gera a citoprotecéo celular contra a acdo do
veneno. Essa possibilidade também foi verificada por Silva et al. (2016)*?, que
mostraram que a terapia de fotobiomodulacdo com o LBI elevou os niveis de

ATP intracelular em células C2C12 incubadas também com o veneno da B.
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jararacussu. O que leva a acreditar que em nosso estudo, a FBM agiu da mesma

forma contra a acédo citotoxica do VBaJ e VBaA.

A miogénese, formacdo do musculo esquelético, € um processo
complexo que envolve diversas etapas como a proliferacéo e a diferenciagéo de
mioblastos em miotubos multinucleados que se desenvolvem em fibras
musculares contrativas. Esse processo de diferenciacéo é controlado por fatores
reguladores de transcricdo especificos do musculo (MRFs) que envolve o
antigeno de diferenciagdo miogénica (MyoD), a miogenina, o fator miogénico 5
(Myf5) e o fator regulador miogénico 4 (MRF4) °. Quando o musculo esquelético
€ lesionado, ele tem a capacidade de iniciar um processo de reparo semelhante
a miogénese e a FBM pode contribuir neste processo estimulando a proliferacéo
e a diferenciacdo ’*. Portanto, avaliamos o efeito da FBM na diferenciacédo das
células C2C12 apos estas ficarem incubadas por 3 horas com o VBaJ e VBaA
na concentracdo de 50 pg/mL. Nossos resultados mostraram que os dois
venenos agiram de modo similar no qual induziram morte celular e, das células
que sobreviveram, poucas conseguiram se diferenciar. Porém, o tratamento com
a FBM, conseguiu proteger as células, reduzindo a morte celular e promovendo
a diferenciacdo de modo parecido com as dos grupos controle e controle
irradiado com FBM. Nossos achados estdo de acordo com os de Silva et al.
(2016)*?, que também observaram que a FBM foi eficaz em promover
diferenciacéo das células C2C12 ap0s estas serem incubadas com o veneno da
B. jararacussu. Silva et al. (2016)*? também evidenciaram em seu estudo, que a
FBM foi capaz de aumentar a expressdao de MyoD e miogenina, e essa
modulacdo pode ter colaborado na protecdo das células e na regeneracédo das
fibras musculares. Desta forma, € possivel que em nosso trabalho, a FBM agiu

da mesma forma modulando esses fatores miogénicos (MyoD e miogenina).

As mitocdndrias tem um papel importante no funcionamento celular, pois
sao elas as responsaveis pela producao de energia nas células. Sabe-se que
uma das agbes da FBM é sobre as mitocondrias, onde ela aumenta o
metabolismo mitocondrial e a sintese de ATP o que pode levar a uma melhora
no desempenho muscular 2. Ao analisar o efeito da FBM no potencial de
membrana mitocondrial (MMP) dos mioblastos apés ac¢do do VBaJ e VBaA, os

nossos resultados revelaram que néo houve diferenca na meédia de intensidade
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de fluorescéncia entre 0s grupos, ou seja, ndo houve um aumento na sintese de
potencial de membrana nas células, inclusive nos grupos que foram tratados com
a FBM. Ferraresi et al. (2015)7?> demonstraram em seu estudo que a terapia de
FBM usando o LED provocou um aumento na sintese de potencial de membrana
e de ATP em células C2C12 e que houve uma correlagdo entre eles medido
durante o tempo de 5 mim (efeito imediato) e 24 horas (efeito prolongado). Esses
autores observaram que as células musculares aumentaram a sintese de MMP
e ATP nos tempos de 3 e 6 horas, apés receberem o tratamento com a FBM,
sendo que o pico dos dois foi as 6 horas, o que diverge dos nossos resultados.
Em nosso trabalho, o VBaJ e o VBaA podem ter retardado a sintese de MMP e,
por isso, hdo houve nenhuma alteracdo no tempo de 3 horas. Talvez se também
tivéssemos feito uma avaliagdo apés 6 horas como Ferraresi et al. (2015)72,
poderiamos ter encontrado um resultado semelhante. Ou também pode ser
devido ao fato de que os dois venenos (VBal e VBaA) provocaram o
descolamento das células, apés as 3 horas de incubacao na concentracéo de 50
pug/mL, a maioria delas poderiam nao estar mais viaveis e por isso ndo houve o
aumento da sintese de MMP. Esse descolamento celular observado
provavelmente foi ocasionado pelas metaloproteinase baltergin e a PLA2 Ba Spll
RP4, presentes no veneno da B. alternatus e que agem de forma sinérgica, como
jA mencionado anteriormente . Essa hip6tese devera ser avaliada em estudos

futuros.

Sabe-se que o musculo esquelético tem a capacidade de regeneracéo
apo6s um dano muscular, e essa capacidade regenerativa depende de células
satélites. Essas células se proliferam como mioblastos e a fusdo destes
mioblastos forma o0s miotubos multinucleados que s&o integrados aos
segmentos danificados do tecido muscular esquelético 3. Os venenos botrépicos
sdo miotdxicos, ou seja, acabam interferindo nessa regeneragdo muscular,
sendo que esse processo € muito importante para que 0 musculo se
reestabeleca. Uma vez que a proliferagcéo celular faz parte de um dos processos
da regeneracdo muscular, analisamos o efeito da FBM sobre a proliferacéo
celular, apés a acdo dos VBalJ e VBaA em células musculares C2C12.
Curiosamente, nossos resultados demonstraram que as células que receberam

os dois venenos apresentaram atividade mitogénica parecida com a do grupo
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controle positivo, e que o controle negativo ndo teve atividade mitogénica, algo
que ndo esperavamos. Ja o tratamento com a FBM conseguiu intensificar
levemente essa atividade mitogéncia em todos 0s grupos, inclusive no grupo

controle negativo.

Cominetti et al. (2004)’* mostraram em seu estudo que a ALT-C isolada
do veneno de B. alternatus, promoveu a proliferacdo de células endoteliais e
regulou positivamente a expressdo de diversos genes relacionados a
proliferagcdo celular. Como exposto anteriormente, Mesquita-Ferrari et al.
(2009)%° também observaram em seu estudo que a ALT-C teve um papel
positivo, aumentando a viabilidade de mioblastos. A visto disso, pode-se deduzir
gue essa atividade mitogénica apresentada nos grupos VBaJ e VBaA do nosso
estudo, pode ter sido em decorréncia da agédo da ALT-C presente nos venenos.
Também ja foi supracitado que Silva et al. (2016)*? mostraram evidéncias de que
a FBM aumentou a expressao de MyoD e miogenina, e estes sdo marcadores
de crescimento muscular pois podem regular a divisdo das células satélites.
Sendo assim o0 aumento da proliferagéo celular promovido pela FBM em nosso
estudo, provavelmente foi devido a sua agéo sobre estes fatores.

A apoptose é um processo pelo qual a célula passa para garantir a
homeostase das populacdes de células nos tecidos e para que estas se
mantenham saudaveis, esse processo resulta na morte controlada da célula,
mais conhecida como “morte celular programada”. A apoptose pode ser iniciada
pela prépria célula quando ela detecta algum dano ou pode ser como uma defesa
em reacdes imunes e quando sao afetadas por agentes nocivos ou doencas. Ja
a necrose é uma forma alternativa de morte celular ndo controlada, causada por
alguma leséo externa que promove a lise da membrana, com extravasamento
de conteldo celular e, por consequéncia, leva a uma inflamacéo 7. Nossos
resultados evidenciaram que o VBaJ induziu apoptose das células C2C12, apos
incubacédo de 3 horas com 50 pg/mL e, ele induziu uma maior porcentagem de
apoptose quando comparado ao VBaA. Ja em relacdo a necrose, nenhum dos
dois venenos induziram necrose significativa nas células quando comparados
aos grupos controle. O tratamento com a FBM conseguiu reduzir
significativamente somente as células apoptoticas e necréticas ocasionadas pelo

VBaA. Bustillo et al. (2009)%” também investigaram a apoptose induzida pelo
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veneno da Bothrops alternatus nas células C2C12 ap0s estas ficarem incubadas
com o veneno por 30 minutos com uma concentracao de 10 pg/mL. Por meio de
ensaio de imunofluorescéncia, esses autores verificaram que as células
apresentavam algumas caracteristicas de células apoptéticas, como
condensacdo da cromatina, fragmentacao nuclear, encolhimento celular e
formacéo de bolhas na superficie das células. Bustillo et al. (2017)7® mostraram
gue a metaloproteinase baltergin, uma toxina isolada do veneno da B. alternatus,
tem um papel importante da inducdo da apoptose em células C2C12, sendo que
um dos mecanismos pelo qual essa toxina leva as células a apoptose é por meio
da inibicdo da adeséo celular. J& Ribeiro et al. (2016)’’ revelaram em seu estudo,
que a BaltLAAO - I, uma LAAO isolada do veneno da B. alternatus, também é
responsavel por induzir apoptose nas células. Esses autores utilizaram
diferentes concentra¢des da BaltLAAO — | e diferentes tempos em uma linhagem
de células T tumorais humanas (JURKAT) e observaram que a BaltLAAO — | foi
citotoxica para estas células e induziu a apoptose, porém este efeito dependeu
da concentracdo e tempo utilizados. Ainda, verificaram que a BaltLAAO — |
induziu a producédo de ROS nas células JURKAT, ou seja, ROS foram relevantes
na citotoxicidade causada pela BaltLAAO — | em células tumorais. Ribeiro et al.
(2016)’” também relataram que essa atividade citotéxica induzida pela BaltLAAO
— | foi especifica contra células tumorais, mas ndo contra células normais, como
as células mononucleares do sangue periférico humano. Sendo assim, seriam
necessarios mais estudos com a BaltLAAO — | utilizando outros tipos celulares,
como a C2C12, para saber se essa toxina também seria citotoxica e induziria a
apoptose em células musculares. Caso essa citotoxicidade contra a C2C12
também fosse comprovada, explicaria mais um mecanismo pelo qual o veneno

de B. alternatus induz a apoptose em células C2C12.

Gouveia et al. (2020)’8 avaliaram o efeito da FBM sobre a apoptose e
necrose de células C2C12, induzidas pelos venenos da B. jararaca, B. moojeni
e B. jararacussu. Eles também utilizaram a concentracéo de 50 ug/mL de cada
veneno nas células C2C12, com tempo de incubacdo de 2 horas e para o
tratamento com a FBM os parametros do LBI utilizados por eles, foram
semelhantes aos nossos. Os autores constataram que a FBM conseguiu reduzir

significativamente a apoptose e/ou necrose causadas pelos trés venenos,
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corroborando os nossos achados. Essa evidéncia, mostra que a FBM consegue
modular a morte celular apos a acdo dos venenos e de suas toxinas. Uma
hipétese que Gouveia et al. (2020)"® citam em seu estudo, é de que a FBM pode
modular essa morte celular, através da diminuicdo da producdo de ROS, que
como ja citado acima, os ROS tém um papel importante na citotoxicidade das
células. Essa hip6tese pode ser afirmada pelo estudo de Reis et al. (2021)*3 que
comprovaram que o tratamento com a FBM, utilizando o LED, diminuiu
significativamente a producdo de ROS por macrofagos murinos apés acdo do
veneno da B. jararacussu. Desta forma, a FBM em nosso estudo, deve ter

modulado a apoptose celular, pelo mesmo mecanismo.

A maioria destes estudos ndo mencionaram se utilizaram venenos de
espécimes adultas ou juvenis das serpentes botropicas e nenhum deles fez uma
analise comparativa dos dois venenos, o que dificultou uma melhor analogia com

0S nossos resultados.
5.3 - Veneno da Bothrops alternatus juvenil Vs. adulto

Ao analisar os efeitos locais causados pelos venenos juvenil e adulto da
serpente B. alternatus e fazer uma comparacdo destes dois venenos, para
verificar possiveis diferencas entre eles, foi observado in vivo, que em relacao a
formacdo de edema o veneno juvenil causou um edema mais proeminente em
comparacao ao veneno adulto. Na avaliacdo da migragcao celular, observou-se
que o veneno juvenil induziu uma migracdo do numero de leucécitos totais
levemente maior que o veneno adulto para a cavidade peritoneal, como também
induziu uma maior migracao de leucécitos mononucleares. No entanto, o veneno
adulto induziu uma migracdo de polimorfonucleares ligeiramente maior em
relacdo ao veneno juvenil. A respeito da atividade do CK, ambos 0s venenos
causaram miotoxicidade em propor¢gbes similares, nao havendo diferenca
estatistica entre eles. Por fim, o veneno juvenil causou uma maior hiperalgesia
em comparacdo ao veneno adulto da B. alternatus somente na primeira hora
avaliada e nas demais horas (3, 6 e 24) nao houve diferencas entre eles quanto
a hiperalgesia.

Furtado et al. (1991)?? estudaram nove espécies do género Bothrops

comparando o veneno das serpentes adultas com o veneno de sua prole, e uma
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das espécies estudadas foi a B. alternatus. Em geral, eles observaram diferencas
significativas entre os venenos das serpentes adultas (mées) e dos recém-
nascidos (filhos) em todas as espécies analisadas. Em relacdo a B. alternatus,
verificaram que os recém-nascidos apresentaram maior toxicidade letal, maior
atividade amidolitica, menor atividade caseinolitica, maior atividade fibrinolitica,
maior atividade coagulante plasmatica e maior ativacdo do fator X e da
protrombina, quando comparados com o veneno da serpente adulta (mae). Ja o
veneno da mae ndo apresentou atividade amidolitica e nem atividade de

protrombina.

Saldarriaga et al. (2003)%° também observaram que espécimes juvenis
de B. asper e de B. atrox apresentaram maior atividade letal, hemorragica,
coagulante e formadora de edema em comparacao aos espécimes adultos. Por

sua vez, os espécimes adultos manifestaram uma maior atividade de PLA:.

Hatakeyama et al. (2021)** estudaram o veneno das serpentes B.
moojeni (machos e fémeas) nascidas em cativeiro em diferentes estagios da vida
em ambiente controlado. Esses autores verificaram que os venenos dos
neonatos e dos juvenis apresentaram alta atividade pré coagulante e baixa
atividade colagenolitica, enquanto nos adultos foi o oposto. Observaram, ainda,
gue o veneno dos neonatos parecia matar mais lentamente os camundongos,
mostrando a preferéncia por presa e que a dieta que a serpente segue pode
interferir na acdo do seu veneno. Também relataram que houve diferencas entre

0s venenos de machos e fémeas.

Ao comparar esses achados de Furtado et al. (1991)??, Saldarriaga et al.
(2003)%° e Hatakeyama et al. (2021)?*in vivo, com 0 nosso estudo, os resultados
do presente estudo demonstraram que o VBaJ, de modo geral, exerceu uma
maior atividade local em comparacdo ao VBaA, corroborando, em parte, 0s

resultados destes autores.

Nos resultados in vitro foi observado que os dois venenos causaram uma
diminuicdo da viabilidade celular e um aumento da liberacéo de LDH das células
C2C12 de forma bem similar quanto a diferenciacdo, o potencial de membrana
e descolamento celular, mais uma vez os venenos agiram de modo semelhante.

Ja em relacdo a proliferacédo celular, o veneno adulto conseguiu induzir uma
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proliferagdo levemente maior que o veneno juvenil e por fim, o veneno juvenil

conseguiu provocar uma maior apoptose em compara¢ao ao do veneno adulto.

Né&o foi encontrado na literatura trabalhos que também tenham estudado
as diferencas entre 0 veneno juvenil e o veneno adulto de serpentes botrdpicas
in vitro, o que dificultou para fazer uma melhor analogia com os nossos achados

e ter um aprofundamento mais satisfatorio na discussao deles.

Com relacéo as diferencas que foram encontradas na composi¢cao dos
venenos em nosso gel de SDS-PAGE, nossos achados estdo de acordo com a
literatura. da Silva Aguiar et al. (2020)7° analisaram os perfis proteicos dos
venenos juvenil e adulto da serpente B. jararacussu e também verificaram que a
banda proteica que correspondia a PLA2 (13 kDa) era mais evidente no veneno
adulto. J4 as bandas proteicas que se encontravam nas regides entre 50-37 kDa,
que séo as regides das familias de proteases, era um pouco mais evidente nos
venenos juvenis. Hatakeyama et al. (2021)%*também obtiveram perfis proteicos
dos venenos juvenil e adulto da B. moojeni similares ao da Silva Aguiar et al.
(2020)"° e ao nosso. Com essas evidéncias, fica claro que a maioria dos venenos
botrépicos sdo compostos principalmente pelas proteases e PLAz que existe
uma mudanca na quantidade dessas toxinas no veneno das serpentes conforme
elas crescem e se tornam adultas, e que estas toxinas sdo responsaveis pelas

principais reacdes locais que se desenvolvem apos a picada das serpentes.

Segundo Furtado et al. (1991)??, essas variacfes apresentadas nos
venenos de serpentes recém-nascidas e adultas do género Bothrops, podem ser
explicadas pelo fato de as serpentes jovens terem que compensar a sua baixa
producdo de veneno com o aumento da toxicidade do mesmo, ou também,
devido ao fato de terem que se adaptar para matar e digerir diferentes tipos de
presas, ou pode ser também devido a mudanca na dieta alimentar. Esta ultima
teoria, € uma das mais sustentadas por diversos autores, como a responsavel
por estas alteracbes na composi¢cédo do veneno. Como por exemplo, de acordo
com Augusto-de-Oliveira et al. (2016)23 as serpentes B. jararaca quando recém-
nascidas se alimentam de pequenas presas ectotérmicas, como lagartos,
anfibios e artropodes e ja as adultas se alimentam principalmente de mamiferos.

Contudo, Rocha e Furtado (2005)°° citam em seu artigo, que as serpentes B.
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alternatus sdo especialistas em mamiferos durante todas as fases de suas vidas,

mostrando que a teoria da dieta alimentar ndo se aplica a essa espécie.

E surge o questionamento: qual sera o fator que influencia essas
alteracdes no veneno da B. alternatus? Dentre as teorias apresentadas acima, a
primeira € a que melhor se enquadra, de que as serpentes jovens podem

compensar a baixa producéo de veneno pelo aumento da sua toxicidade.

Diante de tudo que foi evidenciado neste trabalho, sdo necessarios mais
estudos sobre a B. alternatus, principalmente com o veneno juvenil, uma vez que
foram encontrados na literatura muito mais estudos que utilizaram o veneno
adulto. Também se faz necessario estudos in vitro comparando os dois venenos,
pois ndo foram encontrados artigos nesse modelo. O aprofundamento do estudo
sobre o veneno da B. alternatus, € de fundamental importancia para uma melhor
compreensao das diferencas entre 0s venenos juvenis e adultos desta espécie,
e 0 porqué destas alteracbes, como também, para melhor compreender os
efeitos que o veneno desta serpente causa sobre as vitimas, principalmente em
relacdo aos efeitos locais. Ademais, é fundamental e de extrema importancia,
mais estudos utilizando a FBM e o veneno desta espécie, para melhor elucidar
a eficacia da FBM sobre os efeitos locais causados por estas serpentes. Uma
vez que, na literatura, também ndo h& estudos que avaliaram a acdo da FBM
sobre os efeitos locais causados pelo veneno da B. alternatus, ha somente

estudos que utilizaram os venenos de outras espécies do género Bothrops.
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6. CONCLUSAO

Conforme os resultados encontrados in vivo e in vitro causados pelos
venenos juvenil e adulto da serpente Bothrops alternatus, pode-se concluir que,
embora ambos 0s venenos (juvenil e adulto) tenham provocado reacgdes locais,
existe diferenca na magnitude de alguns desses efeitos, que precisam ser melhor
investigados e elucidados. O tratamento com a FBM se mostrou benéfico em
reduzir essas reacdes locais induzidas pelos venenos desta serpente e também
revelou ser uma excelente terapia coadjuvante a soroterapia no envenenamento
botrépico.
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8. ANEXO

UNINOVE Comisséo de Etica no

( N N N N Uso de Animais
Universidade Nove de Julho

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Tratamento da regeneracdo muscular em modelo murino apds a acdo do veneno e toxinas
das serpentes do género Bothrops, em seus estagios de desenvolvimento juvenil e adulto pela acdo da irradiacdo com LED",
protocolada sob o CEUA n® 8207061118 1o voossz, sob a responsabilidade de Stella Regina Zamuner - que envolve a producao,
manutencao efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de ocutubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho
de 2009, bern como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Nove de Julhe (CEUA/UNINOVE) na reunido de 05/12/2018.

We certify that the proposal "Treatment of muscle regeneration in murine model after the action of the venom and toxins of the
snakes of the genus Bothrops, in their stages of juvenile and adult development by the action of irradiation with LED", utilizing 180
Isogenics mice (males and females), protocol number CEUA 8207061118 (o oooosz), under the responsibility of Stella Regina
Zamuner - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chardata, subphylum
Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8,
2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation
(CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Nove de Julho University (CEUA/UNINOVE) in the
meeting of 12/05/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 12/2018 a 12/2020 Area: Medicina
Origem: Biotério - Unidade Vergueiro

Espécie: Camundongos isogénicos sexo: Machos e Fémeas idade: 8 a 12 semanas N: 180
Linhagem: Balb/c Peso: 20a25¢g

Local do experimento: O experimentos serdo realizados no laboratério de biologia celular da Universidade Nove de Julho.

Sao Paulo, 25 de maio de 2021

i

Prof. Dr. Rodrigo Labat Marcos Profa. Dra. Stella Regina Zamuner
Coordenador da Comisséo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Nove de Julho Universidade Nove de Julho
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UNINOVE Comissdo de Etica no

2929299 Uso de Animais
Universidadee Nove de Juiho

CERTIFICADOD

Cartificamot gue & propesta inttsleda “Elako de later de baixa nientidade no efein ecal casado pald vanino da Cerpents
Ethrops aEemalus, & Saut eSL3gioe oo dasars ol i juvoenil & 2iuke®, probodolads col oo CEUA i TOBRE1TOETY peama), SOl
A rekpoce Dlidads oa Skalla Raging Tamiir - qud envoh 3 produClo, Mo ngd o oo Uiili2ecdo do animais pemenuntis a3
filo Chordata, seblio Semabrata eeoetn o Ramenn], para fns o pasguss dantifea o ancing - $std o Boondo Com &G precsbos da
Led 11.754 da 3 de outubne de 2003 com ¢ Decretd 653940 de 15 de julhs de 2000, bem coma com aE nomias sdtadas palo
Corezgiled Hacidral do Conmirghe da Exparimeniag do Animal [CORCEL], & Tol aprovaeds pola Comiasio di Elica no Uso de Animais da
Univarsidsds Hovd g jula (CELSUMBNOVE] na meunido de 2SMEI0 ]

W OO Thal ha propieal "B ol The ke immarclly e of M local S0 cawedaid B waniom of Cha Srakn Saihnigs JReTTas,
i IS jurranibe and Uk stages of devaldpmeaint”, utiizing 50 |sogencs mics (50 malet), protedol ramber CEUS PROE1T0ETL @
Gaiadi, UdET this reEpenEiiicy of Stalls Rapine IEmindr - which mealvas the produclion, manenanoe and'sr use of nirak
Balongineg b the phylum Chordata, subphyim Yerelraia |ocapt heman baings), for scientific reseandy purposat oF teaching - &
in acoondance with Law 11794 of October 3, 3008, Deores G855 of july 15 3003, at sl ot with tha nibes ssoed by thie Mabional
Council for Conbend oFf Anemal Expanimanmiatsn (DOMCEAS and wat apprewsd by the Ethic Corremictss o dnimal Uee of the e do

Juld Univansty (CEUA/URNGYE] in T maeting of (2502030,

il atindia i PRofedela: Fucngiiied Ao addmica)
Wigdnda da Proposta: da 00/P0T] a 0Arp03 s drga: Madicing

OFigoi:  Eholiris - Unidade Vanguaes
Erpdciee  CamuRdonges Bogdnioss T T HFa dada: Ha 1l cemanat N 30
Linhagarm: Ealbi Pagn:  I0alSg

Local do eaperimenio: O parimmsimice serdo raalizados no biotdrie da Uninoee.

S Pauln, 25 do agasio da 2071

/ L
Pred. Dr. Rodrigo Labal Marcos Frofa. D Stedla Raging Zamuner
Ceawrdenador da Comizsio do Etca mo Lss da Animais Vios-Coordenadera da Combsdo de Etica no Use de Anivaks

Univarskiacs Hode de julhio Univerciiade Koree de julbo



