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RESUMO

O envenenamento por serpentes do género Bothrops causa manifestagoes
patolégicas sistémicas e locais graves e complexas. O tratamento especifico para o
acidente botrépico é a utilizacdo do antiveneno, o qual desempenha a fungao de
neutralizar a maior quantidade possivel do veneno circulante, minimizando assim
seus efeitos sistémicos, porém sua a¢do ndo se estende as manifesta¢des locais.
Dessa maneira, o objetivo deste trabalho foi analisar o efeito da FBM
(Fotobiomodula¢do) em células musculares C2C12, submetidas a lesdo por veneno
de B. jararacussu quanto ao seu mecanismo de reparo celular. Para tanto, as células
foram incubadas com o veneno (12,5 pg/mL) e imediatamente irradiadas com o
laser Indio Galio Aluminio Fésforo(A) 685nm e Arseneto de Galio Aluminio (A)
830nm, e as células foram incubadas por 15, 30 e 60 minutos. Apds esses periodos,
foi avaliada a expressao das proteinas miogenina e MyoD, a liberacao de ATP intra e
extracelular, a avaliagdo das citocinas IL-6, IL-8 e IL-13 por imunohistoquimica e
proliferacao celular pelo ensaio de Alamar Blue. Nossos resultados demonstraram
que o FBM causou um aumento dos marcadores miogénicos miogenina e MyoD nos
tempos de 30 e 60 min da incubagdo com o veneno. A FBM induziu os mioblastos a
se diferenciar em miotubos e este efeito foi acompanhado por um aumento na
regulacdo dos genes MyoD e miogenina. Além disso, a PBM foi capaz de reduzir o
ATP Extracelular e aumentou o teor de ATP Intracelular ap6s a exposi¢ao ao veneno.
A FBM nao foi capaz de reduzir a liberagdo de IL-6 em células C2C12. A FBM causou
um efeito protetor nas células C2C12 contra a citotoxicidade do veneno e promoveu
a diferenciacdo dessas células por aumentar fatores miogénicos. No entanto, ndo
houve diferenca estatistica entre a irradiacdo com a FBM e o veneno para as

proteinas IL-6, IL-1f3, IL-8.



Palavras chaves: Células Musculares, Mionecrose, Laserterapia, Veneno de

Bothrops jararacussu.



ABSTRACT

The effect of snake venom by Bothrops is associated with serius pathological
manifestations and complex sites. Specific treatment for Bothrops accident is the u
antivenom administration, which performs the neutralizing function by the greatest
possible amount of venom circulating. Thus minimizing its systemic effects, but its
response does not extend to the local manifestations. The aim of this study was to
analyze the photobiomodulation effect (PMB) in C2C12 muscle cells subjected to
injury by Bothrops Jararacussu venom therapy its cellular repair mechanism. For
this, the cells were incubated with venom (12,5ug/mL) and immediately irradiated
by PBM Aluminum Gallium Indium phosphorus and Aluminium gallium arsenide,
wavelength (A) 685 nm and 830 nm and the cells were incubated for 15, 30 and 60
minutes. After incubation periods, were analysed cell proliferation, intra and
extracellular ATP levels, expression of myogenic regulatory factors, such as MyoD
and myogenin, as well as cellular differentiation were analysed. Results
demonstrated that unirradiated cells, the venom caused a decrease in cell
proliferation, indicating myonecrosis. Infrared and red laser considerably decrease
venom-induced cytotoxicity. Laser irradiation induced myoblasts to differentiate
into myotubes and this effect were accompanied by an up MyoD, regulation specially
myogenin. Moreover, LLLT was able to reduce the extracellular ATP while increased
the intracellular ATP content past venom exposure. PMB did not modify the release
of IL-6 induced by the venom. PBM caused a protective effect on C2C12 cells against
the cytotoxicity caused by B. jararacussu venom, this as well and promoted these

differentiation cells by up regulate myogenic factors.



Key words: muscle cells, myonecrosis, lasertherapy (LLLT), viability, Venom B.

jararacussu.
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1. INTRODUCAO

Os acidentes causados poOr serpentes peconhentas constituem um sério
problema de Sadde Publica em regides tropicais do mundo (Funasa, 2001).(DA
ocorréncia do acidente ofidico estd, em geral, relacionada a fatores climaticos e aumento
da atividade humana nos trabalhos no campo(Funasa, 2001).(1). Assim, devido a sua
incidéncia e gravidade, em 2009, a organizacdo mundial da satide (WHO)
incorporou o envenenamento por serpentes na lista de doengas tropicais
negligenciadas (www.who.int/neglected_diseases/diseases/en).

As serpentes responsaveis pelo maior nimero de acidentes ofidicos na
América Latina pertencem ao género Bothrops, da familia Viperidae. No Brasil,
aproximadamente 90% dos acidentes ofidicos sdo provocados por serpentes desse
género, sendo também consideradas as mais agressivas.(2) No Brasil sao
aproximadamente 20.000 casos de envenenamento ofidico registrados
anualmente.(1-2) Os acidentes causados pelas serpentes botrépicas ndo apresentam
alta letalidade (0,31 %), porém devido a alta incidéncia, sdo consideradas de grande
importancia epidemioldgica no pais (1-3). Sua distribuicdo geografica é ampla no
territdrio nacional, sendo encontrados predominantemente na regido sul e
sudeste.(>*¥No Brasil, estdo coletadas, 256 espécies de serpentes, sendo 69 espécies
venenosas/pegonhentas, dessas 187 sdo ndo venenosas.®

O envenenamento pela espécie Bothrops leva a manifestagdes sistémicas
caracterizadas por nauseas, vomitos, sudorese, hemorragia, hipotensao arterial,
insuficiéncia renal e, ocasionalmente, choque, além de graves manifestacdes locais
como dor, edema de instalacdo precoce e carater progressivo, equimoses,

hemorragia, hip6xia e necrose tecidual (>0- A necrose muscular é um efeito local



relevante, pois pode resultar em uma perda irreversivel da fun¢do ou do préprio
tecido, havendo a possibilidade de amputa¢ao do membro afetado.(6-7)

A mionecrose local é uma consequéncia comum nos envenenamentos
causados pelas serpentes do género Bothrops. A literatura indica que a mionecrose
é causada por uma familia de proteinas denominadas miotoxinas. Os componentes
dos venenos botrépicos, as quais possuem caracteristicas de fosfolipases A2 (PLA2)
e atuam diretamente sobre a membrana da célula muscular, por se ligarem e
alterarem a membrana plasmatica. As PLA2 hidrolisam fosfolipideos de membranas,
gerando precursores de mediadores importantes para o processo, inflamatério

como prostaglandina, tromboxanas, leucotrienos e outros.(7-8)

As PLA2 presentes nos venenos de serpentes apresentam diversos efeitos
fisiologicos como: neurotoxicidade, miotoxicidade, inflama¢do, hipotensido e
hemorragia interna, atividade antiplaquetaria e anticoagulante.(®) Essas miotoxinas
induzem aumento no dano tecidual proeminente, de forma que, as alteragoes
morfoldgicas sdo observadas a partir de 15 minutos de sua inje¢do.(®) Devido a acao
da PLA2 iniciar a cascata inflamatéria, ocorre um aumento da permeabilidade
microvascular com recrutamento de leucécitos no tecido, com a liberagdo de
mediadores inflamatérios. Neste sentido, esse processo resulta na liberacao do
acido araquidonico, precursor de prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos,
iniciando uma serie de reagdes inflamatérias. A miotoxicidade pode, ainda, ser
consequéncia da isquemia dos vasos da microcirculacio e de artérias
intramusculares.(10) O efeito anticoagulante ocorre pela hidrolise e destruicao da
superficie da membrana necessaria para a formagdo do complexo de coagulagdo de
vasos, causando isquemia, a desorganizam dos fosfolipideos, que ira induzir o

influxo de Ca%* agindo na membrana sarcoplasmatica.( 9)



A literatura demonstra ainda que a mionecrose ocorrida pela picada de
serpentes botropicas pode ser causada pela acao direta da PLA2 miot6xicas em
membranas plasmaticas das células musculares ou por causa indireta, através da
acdo das metaloproteinases (MMPs). As MMPs, também denominadas
hemorraginas, constituem uma classe de enzimas que depende de ions metalicos,
principalmente, o zinco (Zn 2*), estes metais atuam sobre os substratos e sao
relevantes na fisiopatologia do envenenamento por apresentarem atividades
fibrinolitica, pré-coagulante, mionecrotica e hemorragica.(11-12) A literatura mostra
que estas toxinas afetam a parede dos vasos de pequeno calibre (1213) e a destruicao
enzimdatica da membrana basal, que circunda esses vasos, parece ser o principal
fator responsavel pela lesdo. Foi demonstrado que as MMPs de veneno degradam in
vitro alguns constituintes da membrana basal, como o colageno do tipo IV e o
nidogénio levando a descontinuidade do endotélio. As metaloproteinases podem,
ainda, hidrolizar a laminina e a fibronectina presentes na matriz extracelular.(!4)
Essas proteases induzem além da hemorragia, mionecrose, danos na pele e
inflamacdao, degradam componentes da matriz extracelular e prejudicam a
regeneracao do musculo esquelético afetado.(15) Adicionalmente, foi demonstrado
que as MMPs dos venenos sao capazes de ativar as MMPs endogenas, através da
quebra de seu precursor. Uma vez que as MMPs sdo relevantes para a degradacao e
remodelagem da membrana basal, o aumento da sua expressdo, durante o
envenenamento, pode contribuir para a lesdo do tecido através da degradac¢do da

matriz extracelular.

A reacdo inflamatdria local é caracterizada presenca de edema, influxo
leucocitario e dor. O edema, induzido por veneno botrépico, é caracterizado por

exsudacdo de proteinas plasmaticas, decorrentes da sintese e/ou liberacao de
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mediadores endégenos, como: histamina, serotonina, eicosanoides, fator ativador
de plaquetas (PAF), além de ativadores de receptores adrenérgicos a-1 e «2.(16-17) O
recrutamento e ativacdo de leucocitos induzido pelo envenenamento botrépico foi
relatado por diversos autores. Flores et al(18) demonstraram que a administracdo
dos venenos de B. erythromelas e B. alternatus causam migracao de leucdécitos para
a cavidade peritoneal de ratos Acosta de Pérez et al (19 mostraram um infiltrado
leucocitario, composto principalmente de neutroéfilos, em musculo gastrocnémio de
ratos, apds a injecdo do veneno de B. jararaca da Argentina. Ademais, foi
demonstrado que os venenos botrépicos induzem a liberacio de mediadores
inflamatérios, como as citocinas interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral
(TNF-a), mediadores lipidicos, como: prostaglandina E2 (PGE2), tromboxano A2
(TXA2) e leucotrieno B4 (LTB4). (20-21-22) Os venenos botrdpicos, além de induzirem
aliberacdo de mediadores inflamatérios, podem, eventualmente, ativar mecanismos
intracelulares naquelas células, que induzem a geracdo de substancias capazes de

ampliarem seu efeito lesivo. (23)

1.1 Bothrops jararacussu

A serpente Bothrops jararacussu esta distribuida na América do Sul,
habitando a mata Atlantica. Essa serpente causa 0,8 a 10% dos acidentes ofidicos
registrados no Brasil. 24 O envenenamento causado por esta serpente tem grande
mortalidade, quando comparada com outras serpentes do mesmo género,(23) sendo
que o grande nivel de letalidade, esta atribuida aos 30% de miotoxinas encontrada
no veneno.(?6) A mionecrose é o efeito local mais acentuado causado por este
envenenamento.(?”) Ademais, os estudos experimentais mostram que o veneno

dessa serpente causa necrose muscular, a partir das miotoxinas encontradas no
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veneno que atuam diretamente sobre a membrana da célula muscular, causando

dano tecidual proeminente.(®)

1.2 Lesao e reparo tecidual

Nas situagdes de lesdo muscular, o processo de formacao do novo tecido
requer que células mononucleadas quiescentes precursoras se tornem ativas,
proliferem, se diferenciem em mioblastos e se fundam para formar os miotubos.
Subsequentemente, os miotubos irdao sofrer diferenciacao e maturagao para formar
fibras musculares funcionais e reparar as miofibrilas danificadas.(28-29)

A Miogénese é um processo regulamentado por fatores de transcricdo
miogénico basico, através da familia hélice-alga-hélice (MyoD, miogenina, Myf5 e
MRF4), chamados de fatores de regulacdo miogénica (MRFs) e fator estimulante
midcito 2 (MEF2), que regulam a expressdo de varios genes musculo-especificos,
como a miosina de cadeia pesada (MHC) e creatina quinase. (24-30)

As células da linhagem miogénica em proliferacdo, positivas para Myf5 e/ou
MyoD, sdo denominadas de mioblastos. (31 Os mioblastos tornam-se midcitos
diferenciados e iniciam a expressdo de miogenina e MRF4, os quais regulam a
diferenciacao dessas células. D) Finalmente, no processo da miogénese, os midcitos
mononucleados se fundirem para formar os miotubos e, o musculo esquelético,
tornar-se um tecido altamente especializado caracterizado por fibras musculares
multinucleadas.32) Ainda, a MyoD é expressada no tecido estriado vivo em varias
situagdes em resposta a diversos estimulos, sugerindo que desempenhe um papel
importante na plasticidade deste tecido. 33)

A linhagem C2C12 é um subclone da linhagem de células musculares C2,
isoladas de células-satélites de camundongos adultos.34) Assim, os mioblastos da

linhagem C2C12 sdao um bom modelo, para o estudo do crescimento e diferenciacao
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celular as quais, apresentam a maioria das caracteristicas de células musculares

normais. (35-36)

1.3 Soroterapia

O tratamento preconizado para o acidente botrdpico é a soroterapia com antiveneno
botrdpico poliespecifico, que é altamente eficaz contra os efeitos sistémicos, no entanto, ndo
neutralizam com eficiéncia os efeitos locais. Os estudos experimentais tém sugerido que
existe uma significante, embora parcial, neutralizacdo da hemorragia, edema e mionecrose

apenas quando o antiveneno é administrado rapidamente apés o envenenamento.37)

Neste sentido, Camey et al, 37estudaram o efeito farmacolégico do veneno
de cinco espécies botropicas brasileiras e verificaram que o antiveneno foi efetivo
na neutralizacdo sistémica da atividade téxica de todos os venenos testados. Porém,
os efeitos locais ndo sdo neutralizados pelo uso de antiveneno e os mecanismos
envolvidos nesta falta de protecao, até o momento, nao foi esclarecido.

Devido a falta de protecdo local pelo soro antibotrépico, tem sido crescente o
interesse em investigar terapias coadjuvantes a soroterapia. Uma possibilidade que
comeca a ser investigada, na neutralizacao dos efeitos locais induzidos por venenos
botroépicos, é a utilizacdo de fotobioestimulagdo.(>-38-39) Nosso grupo de pesquisa e
outros tém relatado sobre os beneficios da fotobioestimulagcdo no efeito local
induzido por veneno botrépico. Neste sentido, estudos efetuados com o laser de
baixa poténcia (FBM) mostraram uma diminuicdo da mionecrose,(>-40-41-
42)inflamacgao,(#0-43) dor,(#0-43)e hemorragia*¥apds a injecdo de diferentes espécies
de veneno botrdépico, in vivo. Embora, diferentes estudos tenham mostrado a eficacia
da laserterapia contra a reacao local induzida por venenos botrépico, o mecanismo

pelo qual a fotobioestimulacao exerce seus efeitos, ndo é conhecido.
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1.4 Terapia com laser de baixa poténcia (LBP)

A palavra laser é uma sigla que corresponde “Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation”, (Optica) a qual significa “Amplificacdo da Luz por Emissao
Estimulada por Radiacdo.”(45) A acdo do laser consiste na absorcdo da luz pelos
tecidos, resultando em modificagbes no metabolismo celular, quando o laser é
aplicado nos tecidos a luz é absorvida por Fotoaceptores localizados nas células, sdao
capazes de modular as reagoes bioquimicas especificas dentro da célula e estimular
uma série de reacdes em cadeia mitocondrial, resultando em sintese de ATP.(#1-46) A
terapia com o FBM é considerada como um recurso biomodulacao dos tecidos, por
meio de seus efeitos bioldgicos, tais como anti-inflamatdrios, cicatrizantes e

analgésicos.(*5)

A FBM estimula um grande nimero de processos bioldgicos incluindo o
crescimento celular, a proliferagio*?e a diferenciacao*7-48)in vitro. O efeito na
proliferacao pelo FBM tem sido estudado em varios tipos celulares, como os
fibroblastos, células endoteliais, keratinocitos, células musculares, mioblastos e
outros tipos celulares(#-46), De acordo com Yu Ainda foi demonstrado que a
irradiacdo do FBM estimula a proliferacdo de células satélites musculares, a
angiogénese e expressao de fatores de crescimento, desempenhando assim uma

funcdo importante na regeneracdao muscular.(*9)

1.5 FBM e acidentes ofidicos

Estudos demonstraram uma reducdo significativa de mionecrose induzida
por veneno de Bothrops jararacussu e das miotoxinas BthTX- e Il apds tratamento
utilizando LBP. Esse efeito do LBP foi verificado pela diminuicao na concentragao de

creatina quinase e reducdo das areas de mionecrose do musculo gastrocnémico de
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camundongos ap6s a administracdo do veneno de Bothrops jararacussu.39-50) Esses
dados corroboram os de Dourado et al.,(38) que demonstraram uma diminui¢do
consideravel da mionecrose, que foi induzida pelo veneno de serpente Bothrops
moojeni ap0s tratamento com o FBM, inibindo a habilidade do veneno de desfazer a
integridade da membrana plasmatical®®Ademais, Doin-Silva, et al. (5), observaram
que o tratamento com o FBM causou uma melhora da transmissao neuromuscular e
uma reducao do desenvolvimento de mionecrose, induzida pelo veneno de B.

jararacussu na preparacdo de nervo-musculo in situ.

Ainda, foi demonstrado a eficacia do FBM na resposta inflamatéria local e
hemorragia ap6s lesdo por veneno de Bothrops jararacussu(>Ve Bothrops moojeni(*4)
no qual os camundongos foram submetidos a laserterapia combinada com
antiveneno, resultando em diminui¢do de edema, reducdo do influxo leucocitario e
hemorragia ap6s alesdo. Esses dados sugerem que, o FBM possa ser uma ferramenta
promissora para minimizar a gravidade dos efeitos locais do envenenamento

botropico.

1.6 Laser e reparo tecidual

O processo de reparo constitui uma reagdo tecidual dinamica, a qual
compreende diferentes fendbmenos, tais como: inflamagdo, proliferacdo celular e
sintese de elementos constituintes da matriz extracelular, incluindo as fibras
colagenas, elasticas e reticulares.(52)

Atuando em nivel celular, o laser de baixa poténcia provoca modificacdes
bioelétricas, bioenergéticas e bioquimicas, atuando no aumento do metabolismo, na

proliferacdo e maturacdo celular, na quantidade de tecido de granulacdo e na
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diminuicdo dos mediadores inflamatérios, induzindo o processo de cicatrizagao.(53-
54)

Entre os efeitos bioestimulantes mediados pelo laser de baixa poténcia no
processo de reparo tecidual, destacam-se: a inducdo da atividade mitética das
células epiteliais e dos fibroblastos; o incentivo a produc¢do de colageno por estas
ultimas células; a inibigdo secretéria de alguns mediadores quimicos; e a

modificacdo da densidade capilar e o estimulo a microcirculagido local.(48-53)
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2. OBJETIVO
2.1 Geral:

Este projeto tem como objetivo geral ampliar o conhecimento das a¢oes do
laser de baixa poténcia sobre células musculares submetidas a lesdo por veneno de

Bothrops jararacussu.

2.2 Especificos

Através de ensaios in vitro, foram avaliados os efeitos da irradiacdo do laser
de baixa poténcia sobre células musculares C2C12, apds lesdo com o veneno de
Bothrops jararacussu quanto a:

[- Andlise da proliferagdo celular pelo método do Alamar Blue.

[I- Expressao de MyoD e Miogenina, pelo método de Western Blotting.

[1I- Expressdo de ATP intracelular e extracelular.

[V- Expressao de IL-6, IL-1 beta, MyoD e Miogenina por imunohistoquimica.
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3. MATERIAL E METODOS

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

Doutorado em Ciéncias da Reabilitacdo da Universidade Nove de Julho (UNINOVE).

3.1 Veneno de serpente B. jararacussu (VBj): foram utilizados venenos extraidos
de varios exemplares adultos de serpentes VBj, provenientes do serpentario da
Universidade do Vale do Paraiba, fornecidos pelo prof. Dr. José Carlos Cogo. Os
venenos foram reunidos em um mesmo tubo, homogeneizados, submetidos a

liofilizacdo e mantidos a — 202C até o momento de sua utilizacao.

3.2 Células musculares C2C12: As células, provenientes da linhagem de
mioblastos C2C12, foram gentilmente doadas pelo professor José Ernesto Belizario,
do Instituto de Ciéncias Biomédicas - USP/SP. As células foram cultivadas no meio
de cultura de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Vitrocell, Campinas, SP, Brasil)
contendo 10% de soro fetal bovino (SFB), (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) e 1% de

soluc¢do antibidtica-antimicotica (Cultilab).

3.3 Cultivo Celular: Os mioblastos foram mantidos em estufa (HEPA class 3110,
ThermoElectron Corporation, Marietta, OH, EUA) a 37°C, numa atmosfera amida
contendo 5% de CO2. O monitoramento do crescimento celular foi realizado a cada
24 horas, utilizando microscoépio invertido de fase (Eclipse TE 2000U, Nikon,
Melville, NY, EUA). O subcultivo foi realizado quando a monocamada celular se
tornou subconfluente para a perpetuacao da linhagem celular, sempre em fluxo
laminar (Linha 400, Pachane, Piracicaba, SP, Brasil). Para tanto, o sobrenadante foi

removido, as células lavadas com tampdo PBS 1X (NaCl 140mM; KCl 2,5mM;
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NaZHP0O4 8mM; KH2PO 1,4mM; pH 7,4) e tratadas com solugdo de tripsina 0,25%
durante 3 minutos a 37°C. Ap0s a incubacao, foi realizada nova lavagem com meio,
centrifugacdao a 1200 rpm a 10°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 avaliada por contagem com corante vital azul de Trypan
(0,4%) e sendo utilizadas nos ensaios as culturas com viabilidade maior que 95%. A
seguir, foram feitas diluicdes necessarias a semeadura das células, em placas de

cultura de 96 pocos.

3.4 Preparacido de monocamadas de células musculares para ensaios com o
veneno: A partir das culturas celulares obtidas como descrito no item 3.3, foram
feitas as dilui¢cdes necessarias para a semeadura das células em placas de 96 pogos
ou laminulas de vidro. Assim, 1x10% célula/poc¢o foram semeadas em placas de 96
pocos e colocadas em estufa uma atmosfera imida contendo 5% de COz, a 379C, por
24 horas. Apos esse periodo as células foram incubadas com o veneno, diluidos em
meio DMEM, na concentracdo de 12,5 ug/mL (49), ou meio DMEM somente (controle)

e incubadas por 15, 30’ e 60 minutos.

3.5 Fotobiomodulacdao (FBM): O dispositivo laser utilizado foi Laser Diodo( da

DMC® modelo TheraLase), os parametros utilizados estdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Parametros dosimétricos do Laser.
Equipamento: Thera Lase®
Parametros  Laser Vermelho Laser Infra-vermelho
Comprimento de onda (nm) 685 830
Densidade de energia(J/cm?2) 3,7 4,0
Energia total (]) 1,6 1,3
Poténcia (mW) 35

Densidade de Poténcia 0,4
(W/cm?)

Area irradiada (cm?) 0,3 0,3

Area do feixe (cm?) 0,028 0,028
Modo de aplicacao Pontual Pontual

Tempo de irradiagao (s) 30 13

As células foram irradiadas imediatamente apés a adicdo do veneno na
cultura, e foi aplicada de forma pontual, uma Unica vez, diretamente no pog¢o pela
parte inferior da placa. Os experimentos foram realizados em um ambiente com

obscuridade parcial para ndo sofrer interferéncia da luz externa (fig. 1).

A cultura de mioblastos foi dividida em quatro grupos:

Grupo 1: controle receberam somente meio de cultura

Grupo 2: células receberam veneno de VB;j;

Grupo 3: células que receberam VBj e tratamento com laser (A 685 nm);

Grupo 4: células que receberam VBj e tratamento com laser (A 830 nm).
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3.6 Analise da proliferac¢ao celular pelo método do Alamar Blue.

A proliferacdo celular foi avaliada por espetrofotometria através do ensaio
colorimétrico de oxidacdo-reducdo da resazurina (Sigma) (comercialmente
designado por alamar Blue®). Na sua forma oxidada, a resazurina apresenta-se
como um composto de cor azul e ndo fluorescente. Ao ser reduzido é convertido em
resorufina, um composto cor-de-rosa e altamente fluorescente. A resazurina, ao ser
incorporada pelas células, atua como um aceitador intermediario de elétrons da
cadeia respiratéria mitocondrial, ao nivel do complexo IV. Como resultado, este
composto pode ser reduzido intracelularmente, na presenca de enzimas
mitocondriais. A determinacdo da reducdo do composto permite assim avaliar a
variacdo na atividade metabdlica das células, bem como a variacdo da proliferacao
celular. Desta forma, para avaliar o efeito FBM na proliferacdo celular, as células
foram incubadas com o veneno com o descrito na sec¢ao 3.4, em placas de cultura
com 24 pocos, ap6s o tempo de incubacgdo, acrescentou se 0,1 mg/mL de resazurina
ao meio de cultura, numa propor¢ao de 1/10 (v/v) para um volume final de 1 mL.
No final de cada periodo de incubacdo de 3, 24, 48 e 72 horas, retiraram-se 200 pL
de meio de cultura de células tratadas, e respetivos controles positivos (células ndo
tratadas) e negativos (meio cultura com 10% de solu¢do de resazurina em PBS) para
uma microplaca, a fim de avaliar a reducdo da resazurina. Para o efeito foi utilizado
o espetrofotémetro de microplacas SpectraMax® Plus 384. A absorbancia foi

monitorizada a um comprimento de onda de 570nm (estado reduzido) e de 600 nm
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(estado oxidado). A proliferagao celular foi calculada, em fung¢ao da percentagem de

células ndo tratadas (controle), de acordo com a seguinte férmula:

_ [(As70 — Asoo)amostra] — [(As7o — Agoo) branco]

%0 100

[(As70 — Asoo)lcontrolo] — [(As70 — Asoo)brance]

Os resultados obtidos representam a média mais ou menos (*) desvio padrao de

um minimo de trés ensaios independentes.

3.7 Ensaio para expressao de proteinas IL-6, MyoD e miogenina: Foi realizada a
coleta das células, para o ensaio de expressdo de proteinas MyoD e miogenina, ap6s
3 dias da incubagdo com o veneno e aplica¢do do laser nas placas de cultura (item
3.5). Para tanto, as células foram lavadas com tampao fosfato (PBS) e lisadas com
tampdo RIPA [10 mM Tris (pH 7,4), 150 mMNaCl, 1 mM de acido etileno glicol
tetraacetic, sulfato de so6dio a 0,1% de dodecil (SDS), 1 mMNaF, 1
mMortovanadatode s6dio, 1 mM de fluoreto fenilmetilsulfonil (PMSF), 1 mg/mL de
aprotinina, e 1 mg/] leupeptinamL. Neste tampao, NaF e PMSF foram os inibidores
da fosfatase e inibidor de serina protease, respectivamente. A suspensao celular foi
colocada em gelo por 20 min e centrifugado a 10.000 x g por 20 min a 4 ° C. Utilizado
o sobrenadante para os experimentos. Um montante igual (40 mg) de proteina foi
separada por 10% SDS-PAGE e eletrotransferidas em membrana de difluoreto de
polivinilideno (0,2 m) com tampdo de transferéncia (192 mM glicina, 25 mM Tris,
metanol 20%, pH 8,3), seguido de bloqueio em TBST (Tris-buffered saline/Tween-
20) tampao (20 mM Tris, 150 mMNacCl, 0,01% Tween-20, pH 7,5) suplementado com

leite em p6 desnatado (5%). As membranas foram sondadas com os anticorpos
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primarios anti-MyoD (ABCAM, EUA; Ab16148), anti-miogenina (ABCAM, EUA;
Ab1835) e B-actina (Santa Cruz), durante a noite a 4° C, seguido de incubagdo com
anticorpo secunddrio anti-rato conjugado com fosfatase alcalina (Santa Cruz,
Califérnia, EUA). Os borroes foram desenvolvidos usando um sistema de deteccdo
aprimorado quimioluminescéncia reagente de acordo com o protocolo do
fabricante (Millipore Corporation, Billerica, MA, EUA). A analise densitométrica foi
realizada utilizando o software Image J.

3.8 Ensaio para determinacao de ATP intra e extracelular: A medida de ATP
intra e extracelular foi realizada através da técnica de quimioluminescéncia
utilizando-se o kit ATPLite da Perkin Elmer. Resumidamente, para avaliacao dos
niveis de ATP extracelular, o sobrenadante das culturas celulares foram coletados e
transferidos para uma placa de 96 pogos branca/opaca, seguido da adigdo de 50 ul
do substrato. Apds 10 minutos de agitacdo, a placa foi lida em um luminémetro por
10 segundos para cada poc¢o, e a contagem de fé6tons de amostra foi convertida em
unidades de fmol de ATP por ml de meio. Para a avaliagdo dos niveis intracelulares
de ATP, anteriormente a coleta do sobrenadante, as células foram lisadas
utilizando-se uma solucao de lise especial do kit ATPLite da Perkin Elmer, seguindo-
se entdao do mesmo protocolo para medida dos niveis de ATP extracelular.

3.9 Ensaio para imunohistoquimca de proteinas IL-6, IL-8, IL-1 beta, Myod e
Miogenina: O ensaio de expressao de proteinas MyoD e miogenina foi realizado
apo6s 3 dias da incubacdo com o veneno e aplicacao do laser nas células. As células
foram plaqueadas na quantidade de 2x10% em cada poco (placa de 24 well), onde
cada poco tinha uma laminula estéril (0,13-0,16 mm GLASSCYTO) depositadas no
fundo de cada pogo e apds foram mantidas em estufa por 24 horas para adesao

celular. No quarto dia seguinte foi removido este meio e as células foram lavadas
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com tampado PBS 1x (NACL 140Mm, KCL 2,5mM, NaZHPO 8mM, KH2PO 1,4mM e pH
7.4) e realizada lavagem usando o diluente de anticorpos que vem com esta fungao.
A incubacdo foi realizada por 24 horas a 42C com os anticorpos primarios diluidos
em 0,1% de albumina de soro bovino (BSA) ou diluente especifico. No dia quinto
foram lavadas 2X5’ em TBS ou PBS, posteriormente, incubados com o anticorpo
secundario, utilizando o tempo padronizado para cada marca (Vector - 30 min cada
etapa em estufa 37 graus). Apos esta incubacgao as laminas foram lavadas em tampao
e incubadas com o cromégeno Diaminobenzidina (DAB) (Sigma-AldrichChemie,
Steinheim, Alemanha) por 5’ a 10 min. Posteriormente, ocorreu uma lavagem em
agua corrente por 10 min e a contra-coloracao com Hematoxilina de Harris (Merck,
Darmstadt, Alemanha) por até 2 min. As células foram analisadas,

morfologicamente, por coloracdao de hematoxilina (fig. 2) .

Aplicacdo do veneno

O meio é removido
Preparagdo das e do laser e aguardado Observado se _ '
N houve E aplicado o anticorpo
monocamadas. o tempo de agdo do o
. L primdrio e aguardado over
veneno. E remogdo do contaminacdo. night
meio com veneno. 1
o . o . o . .
1° Dia 2° Dia 3°Dia 4° Dia
5° Dia

|

E colocado o anticorpo
secundario e realizado

o protocolo de
imunohistoquimica e
tratamento com hemetoxilina.
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Figura 2- Esquema do protocolo de imunohistoquimica.

3.8 Analise Estatistica: Para a analise dos dados foram utilizados média, desvio
padrao e andlise de varidncia (ANOVA) com auxilio do software “GraphPadPrism 5.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, E.U.A.). Foram realizados poés teste Tukey e
considerada aceitavel quando p< 0,05. Todas as amostras foram feitas em

quadruplicatas e trés experimentos independentes.
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4. RESULTADOS

4.1 Efeito da FBM sobre a proliferacao de células C2C12 incubadas com o
veneno de B. jaracussu. A Figura 3 demonstra a proliferacdo das células apos a
incubag¢do com o veneno B.jararacussu e imediatamente irradiadas com o laser nos
comprimentos de onda 685 e 830nm, pode-se notar que ndo houve diferenca entre
0 veneno e os tratamentos, no tempo de 15 min de incubagao (Fig. 3A). Aos 30 min
(Fig. 3B) e 60 min (Fig.3 C) houve uma redugao na proliferagdo do grupo veneno que

foi revertido com a irradiacao a laser pelos dois comprimentos de onda utilizados.
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Figura 3- Efeito da FBM sobre a proliferacdode células C2C12 incubadas com o
veneno de B. jararacussu. As células C2C12 foram incubadas com o veneno de B.
jararacussu por 15, 30 ou 60 min e tratadas com o laser (685 ou 830 nm) ou meio de cultura
(controle). A analise da proliferagdo celular foi realizada no sobrenadante das células nos
tempos de 3, 6, 24 ,48 e 72 h seguindo o protocolo do Alamar Blue. # p< 0,05 em relacdo ao
controle; * p<0,05 em ralagdo ao veneno.
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4.2 Efeito da FBM sobre a expressao de MyoD e miogenina por células C2C12

incubadas com o veneno de B. jararacussu.

A expressao das proteinas MyoD e miogenina foi analisada por Western blot
em células C2C12 coletadas 3 dias ap6s a incubag¢do com o veneno e tratamento com
o laser 685 nm ou 830 nm, nos tempos de 15, 30 ou 60 min. O resultado demonstrou
que células que foram incubadas com o veneno por 15 min e tratadas com o laser,
ndo apresentou diferenca estatistica da expressao dessas proteinas em relacdo ao
controle (Fig 4 A). No periodo de 30 min de incubagao das células com o veneno,
houve um aumento significativo da expressdo da proteina MyoD mas ndo de
miogenina pelos dois comprimentos de onda estudados (Fig. 4 B). No periodo de 60
min de incubacdo com o veneno e tratamento com o laser em ambos os
comprimentos de onda causaram um aumento significativo da expressao de
miogenina e MyoD por células C2C12 (Fig. 4 C). Ainda, pelos resultados obtidos, é
possivel observar que o laser no comprimento de onda 685 nm apresentou uma
banda mais intensa quando comparada ao comprimento de onda 830 nm em todos
os periodos de tempo onde ocorreu um aumento da expressao dessas proteinas (Fig.

4DeE).
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Figura 4 - Efeito da FBM na expressao das proteinas miogenina e MyoD por
células C2C12. As células foram coletadas 3 dias apds a incubacio do veneno de B.
jararacussu por 15, 30 ou 60 min e tratadas com o FBM ou meio de cultura (controle). As
células foram lisadas e submetidas a eletroforese e Western blot com anticorpo monoclonal
anti-MyoD ou anti-miogenina (A, B e C). Western blot representativo (n= 3) de amostras de
homogenato de células C2C12. (D) Intensidade das bandas de miogenina e (E) intensidade
das bandas de MyoD quantificadas por densitometria dos homogenatos de células
C2C12.Cada valor representa a média + EPM de trés experimentos independentes, Anova, *
p <0,05, ** p< 0,01 e ***, p< 0,001*
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4.3 Efeito da FBM sobre a imunoexpressao de Miogenina por células C2C12

incubadas com o veneno de B. jararacussu.

Os resultados da imunoexpressao para miogenina estao resumidos na Figura
3. No grupo controle foi detectada uma fraca expressao de miogenina (Fig. 5A). No
entanto, no grupo exposto ao veneno e irradiacao a 4,6 ] /cm?, foi detectado aumento
da imunoexpressdo positiva para miogenina por ambos os comprimentos de onda
utilizados (635 e 830 nm), na (Fig. 5A) e em todos os tempos analisados. A
quantificacdo da coloragdo imunoldgica mostrou uma expressao significativamente
maior de miogenina em células irradiadas em comparag¢do com células controle (Fig.
5 B). Em relagdo a célula tratada com veneno sozinho, assim como ocorreu em
experimentos de diferenciacdo, apds 3 dias de inducao da diferenciacao, nao havia

células viaveis (*), isto ocorreu em todos os periodos de incubagao com o veneno.
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Figura 5: Efeito da FBM sobre a expressio de Miogenina em células C2C12 incubadas com o
veneno de B. jararacusu. As células C2C12 foram incubadas com o veneno de B. jararacussu por 15,
30 ou 60 min e tratadas com o laser (685 ou 830 nm) ou meio de cultura (controle). As células foram
entdo incubadas com anticorpo especifico para a Miogenina. (A) Fotos com imunoexpressao; as setas
indicam marcagdo positiva o (*) células nio viaveis; (B) Grafico da quantificagdo da imunoexpressao.

Barra= 20 pm.
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4.4 Efeito da FBM sobre a imunoexpressao de MyoD por células C2C12

incubadas com o veneno de B. jararacussu.

Os resultados da imunoexpressao para MyoD estdo resumidos na Figura 6.
No grupo controle foi detectado uma fraca expressao de MyoD (Figura 6A). No
entanto, no grupo exposto ao veneno e irradiacdo a 4,6 J/cm? foi detectado
imunoexpressao positiva para MyoD por ambos comprimentos de onda utilizados
(635 e 830 nm), observado na (Fig. 6A) em todos os tempos analisadas. Da mesma
maneira que ocorreu com a miogenina, a quantificagdo da coloracdo imunolégica
mostrou uma expressao significativamente maior de MyoD em células irradiadas em
comparacao com células controle (Figura 6 B). Em relacdo a célula tratada com
veneno sozinho, assim como ocorreu em experimentos de diferenciacdo, apés 3 dias
de indugdo da diferenciacao, ndo havia células viaveis (*), isto ocorreu em todos os

periodos de incubacao com o veneno.
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Figura 6: Efeito da FBM sobre a imunoexpressiao de MyoD em células C2C12 incubadas com o veneno de
B. jararacusu. As células C2C12 foram incubadas com o veneno de B. jararacussu por 15, 30 ou 60 min e tratadas
com o laser (685 ou 830 nm) ou meio de cultura (controle). As células foram entdo incubadas com anticorpo
especifico para a MyoD. (A) Fotos da imunoexpressio; as setas indicam marcagdo positiva, (*) células nio
viaveis; (B) Grafico da quantificagdo da imunoexpressdo. Barra= 20 pm.
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4.5 Efeito da FBM sobre a quantidade de ATP intra e extracelular em células

C2C12 incubadas com o veneno de B. jararacussu.

Para avaliar o mecanismo envolvido na citoprotecao do laser observado no
nosso modelo experimental, os niveis de ATP intra e extracelular foi avaliado no
sobrenadante da cultura de células C2C12. Os resultados mostraram que as células
expostas ao veneno apresentaram uma reduc¢do nos niveis de ATP intracelular,
enquanto foi observado uma acumula¢do de ATP no meio extracelular, em todos os
tempos analisados (Fig. 7). A irradiagcdo com o laser vermelho mostrou um retorno
aos niveis do controle tanto intra quanto extracelular, aos 15, 30 e 60 min de
incubacdo com o veneno e irradiacdo (Fig. 7). O laser infravermelho demonstrou o
mesmo perfil de efeito que o laser vermelho para os niveis de ATP intra e
extracelular, com excec¢do do nivel de ATP intracelular aos 15 min, que ndo mostrou

diferenca estatistica em relacao ao grupo veneno (Fig. 7D).
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Figura 7 - Efeito da FBM na quantidade de ATP intra e extracelular por células C2C12 incubadas
com o veneno de B. jararacussu. As células C2C12 foram incubadas com o veneno de B. jararacussu por
15, 30 ou 60 min e tratadas com o laser (685 ou 830 nm) ou meio de cultura (controle). A andlise de ATP
foi realizada no sobrenadante das células com o kit Perkin Elmer. *p< 0.05 em relagdo ao grupo controle;

#p<0.05 em relacdo ao grupo veneno.
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4.6 O Efeito da FBM sobre a imunoexpressao de IL-6, IL-1f e IL-8 por células

C2C12 incubadas com o veneno de B. jararacussu.

A Figura 8 demonstra a imnunomarcac¢do para a interleucina IL-6 em células
C2C12 incubadas com o veneno de B. jararacussu e irradiadas com o laser 685 ou
830 nm. Podemos observar que houve uma marcagdo positiva para essa citocina no
tempo de 60 min de incubag¢do com o veneno. A irradiagdo com o laser nao foi capaz
de reduzir a expressdo dessa citocina por nenhum dos comprimentos de onda

estudados (Figura 8).

A Figura 9 demonstra a marcagdo para a interleucina IL-1p em células C2C12
incubadas com o veneno de B. jararacussu e irradiadas com o laser 685 ou 830nm.
O veneno de B. jararacussu causou um aumento da expressido dessa citocina no
tempo de 30 e 60 min de incubacdao com o veneno, em relagdo ao controle. A
irradiagdo com o laser foi capaz de reduzir a expressao dessa citocinapelos dois

comprimentos de onda estudados (Figura 9).

Ao analisarmos a expressao da citocina IL-8, observamos que o veneno de B.
jararacussu ndo causou a expressao dessa citocina em células C2C12, em nenhum

dos tempos estudados, observados na (Figura 10).
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Figura 8: Efeito da FBM sobre a imunoexpressao de IL-6 por células C2C12

incubadas com o veneno de B. jararacussu. As células C2C12 foram incubadas

com o veneno de B. jararacussu por 15, 30 ou 60 min e tratadas com o laser (685 ou

830nm) ou meio de cultura (controle). As células foram entdo incubadas com

anticorpo especifico para citocina IL-6.( fotos no aumento de 20x)
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Figura 9: Efeito da FBM sobre a expressio de IL-1B por células C2C12
incubadas com o veneno de B. jararacussu. As células C2C12 foram incubadas
com veneno de B. jararcussu por 15, 30’ e 60 minutos e tratadas com o LBP ( 685
ou 830 nm) ou meio de cultura (controle). As células foram entdo incubadas com
anticorpo especifico para citocina IL-1f. (Fotos no aumento de 20x)
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Figura 10: Efeito da FBM sobre a expressio de IL-8 por células C2C12
incubadas com o veneno de B. jararacussu. As células C2C12 foram incubadas
com o veneno de B. jararacussu por 15’, 30" e 60 min e tratadas com o LBP (685 ou
830 nm) ou meio de cultura (controle). As células foram entdo incubadas com

anticorpo especifico para citocina IL-8. (Fotos no aumento de 20x)
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, foi utilizada a linhagem celular C2C12 de mioblastos,
para examinar o efeito direto do veneno da Bothrops jararacussu em células
musculares. O uso de células isoladas de mioblasto/miotubulos de musculo
esquelético, como alvo para o veneno de serpente e suas toxinas tem sido sugerido
ser uma alternativa vidvel em modelo in vitro para estudar mecanismos miotdxicos,

uma vez que se correlacionam com a miotoxidade in vivo (40)

Apesar de alguns estudos demonstrarem a eficicia da FBM
(Fotobiomodulac¢ido) sobre a reacao local causada por venenos Botrdpicos e seus
beneficios (36-39-51) pouco se sabe como a FBM é capaz de afetar os sistemas celulares
envolvidos nos efeitos locais, particularmente na mionecrose, e quais sao os
mecanismos moleculares envolvidos nestes processos. Neste trabalho utilizamos o
laser de baixa poténcia na densidade de energia de 4,6 ] /cm?2 em dois comprimentos
de onda, um infravermelho 830 nm e outro no vermelho 685nm, aplicada sobre a
monocamada celular, imediatamente apds a incubag¢do com o veneno. A dose do
laser foi escolhida com base na literatura que mostra, que em cultura celular o laser
possui um efeito benéfico tanto do laser vermelho quanto do infravermelho com
doses entre 3 ou 5 J/cm?2 e uma dose maior que 16 J/cm? perderia o seu efeito

benéfico, podendo tornar-se prejudicial.(5%)

Neste estudo, o efeito do laser sobre a proliferacdo de células expostas ao
veneno da B. jararacussu foi avaliada através do teste Alamar Blue, ensaio que
também é muito utilizado para avaliar a citotoxicidade do meio. Onde as células
incorporam a resazurina (composto colorimétrico de oxidacao-redugdo)que atua
como um aceitador intermediario de elétrons da cadeia respiratoria mitocondrial,
ao nivel do complexo 1V, este composto pode ser reduzido intracelularmente na
presenca de enzimas mitocondriais(>6-57).0s resultados demonstraram que o veneno
se mostrou citotéxicopara as células C2C12, no tempo de 30 e 60 min. Foi observado
uma citoprotecao através do aumento da proliferacdo celular nos grupos que foram
tratados com o laser, em ambos os comprimentos de onda estudados. Diversos
estudos tém demonstrado que o laser aumenta a proliferacao de varios tipos
celulares, tais como células tronco mesenquimais e células cardiacas,(58)células

tronco da polpa dental humana (e fibroblastos gengivais humanos.(¢®) Nao
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obstante, permanece ainda obscuro qual mecanismos é decisivo para desencadear a
cascata de sinalizacdo que culminara com o incremento da proliferacdo celular.
Varios mecanismos tém sido propostos, como, ativacdo da cadeia respiratéria,
aumento da produgdo de ATP, RNA e DNA. Entretanto, dependendo da dose utilizada

e do estado fisiologico das células irradiadas alguns mecanismos prevalecem (61)

Em estudos in vivo, Dourado et. al.(38) e Barbosa et. al.(51) constataram que o
laser no comprimento de onda 904nm e 685nm, com densidade de energia de 4,6
J/cm? e 4,2 ] /cm?, respectivamente, foram capazes de reduzir, significativamente, a
mionecrose induzida por veneno botrépico, demonstrado em histologia e
confirmado pela reducao dos niveis de liberacdo de CK. O principal componente do
veneno botrépico, que provoca dano nas células do musculo é a PLA2 miotéxica (42),
Tem sido demonstrado que a PLA2 miot6xica tem como alvo, o sarcolema, e induz
uma degeneracdo aguda das fibras musculares esqueléticas. (49 No entanto, o
mecanismo de miotoxicidade exercida pela PLA2 do veneno sdo ainda, parcialmente
compreendido(52), Gutierrez e Ownby®propuseram dois tipos principais de dano
induzido pela PLA2 miotéxicas na membrana plasmatica das células musculares:
primeiro uma perturbacdo na integridade da bicamada por um mecanismo
independente de hidrdlise do fosfolipido, e a segunda uma ruptura da membrana
com base na degradacao enzimatica do fosfolipideo de membrana. Além disso,
Cintra-Francichinelli et.al (62) demostraram que miotoxinas isoladas do veneno de
Bothrops promovem um rapido efluxo de K* e ATP para o meio extracelular, revela
ser um mecanismo indireto do mecanismo de ATP através da qual o musculo é

afetado.

E possivel que no nosso modelo experimental, o laser tenha protegido o
mioblasto por um mecanismo independente de hidrolise enzimatica do fosfolipideo
de membrana. Estd hip6tese baseia-se no fato de que o laser é absorvido pelos
componentes da cadeia respiratéria que levam a alteragdo em ambos, na
mitocondrias e no citoplasma, iniciando assim uma cascata de sinalizacdo
intracelular que promove a citoprotecdo celular(11.23), Para testar esta hipdtese
medimos a quantidade de niveis intra e extracelulares de ATP. Os nossos resultados
mostraram que a irradiagdo com laser impediu a libertagdo de ATP no meio

extracelular e aumentou os seus niveis intracelulares. Estes resultados fornecem a
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primeira evidéncia de que a irradiacdo FBM pode modular a sintese de ATP apés a
exposicdo veneno. Tem sido demonstrado que miotoxinas isoladas a partir de
veneno de B. asper induziu uma libertacao de uma grande quantidade de K* e ATP a
partir de musculo esquelético. Eles demostram também que o ATP liberado,
amplifica o efeito das miotoxinas, que se espalha e causa danos muito maior do que

os causados diretamente pelas miotoxinas (39)-

Nossa hipdtese é que o efeito biomodulador causado pela FMB em niveis de
ATP poderia iniciar uma cascata de sinalizacdo que promove a citoprotecao celular
observada em nosso estudo. Além disso, a diminui¢do da libertagdo de ATP
extracelular, observada apo6s irradiacdo com o FBM, também poderia aumentar os
efeitos da irradiacdo reduzindo os efeitos nocivos locais provocadas pelo veneno,
observados em estudos in vivo, tais como, reducao de edema, da inflamagdo,*4
hiperalgesia (43) e até mesmo hemorragia.(44) Ainda, alguns estudos demonstraram
que o ATP pode estimular a mitogénese de mamiferos pelo envolvimento de
diferentes cascatas de sinalizacdo.(¢3) Além disso, segundo Karu et.al,(6) a FBM
promove a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), alteracdo no pH
intracelular e das concentragdes de calcio, que podem ser parte dos caminhos da
transducdo de sinais das respostas biolégicas induzidas pela luz do laser de baixa

intensidade.

Apos a lesdao do musculo, as células satélites se tornam ativadas, dividem-se
e diferenciam-se, o que leva a formacgao de novas miofibras ou a reparacao de fibras
ja existentes.(>3) Com a observagao de que o laser protege as células C2C12 contra
o veneno, verificamos se estas células seriam capazes de se diferenciar em
miotubulos apds a exposi¢do, com o veneno e a irradiagdo com o laser em ambos os
comprimentos de onda. Os resultados demonstraram que além da citoprotecao
celular, causada pela irradiacdo com o laser nos dois comprimentos de onda
estudados, estas células também foram capazes de se diferenciar, verificado por
células alongadas que caracterizam fusdo entre as células, consistente com a
morfologia tipica de diferencia¢io celular em células musculares.54 E interessante
notar que apds quatro dias ndo haviam células viaveis no grupo que foi
administratado o veneno e, que ndo receberam a irradiacdo com o laser, o que

confirmando o efeito citoprotetor celular causado pela fotobiomodulagdo, nos
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grupos que foram tratados com o laser.

O processo de regulagdo para formar novos musculos envolve a ativagdo
apropriada, proliferacdo e diferenciacdo de células miogénicas, que depende da
expressao e ativacdo de fatores de transcricao conhecidos como fatores de regulacao
miogénicos. (69 Estudos tém mostrado que MyoD e Miogenina sio fatores
reguladores miogénicos de crescimento, considerados como marcadores de
formagdo de musculos que podem regular a divisdo de células satélites.(65) Além
disso, MyoD e Miogenina regulam a expressdo de genes necessarios para a
diferenciacao terminal, tais como o da familia de genes da cadeia pesada da
miosina(®3): Em nosso modelo experimental, a diferenciacio de miotubulos
observados por histologia ap6s a irradiagcdo com o laser, foi acompanhada por um
aumento dos fatores reguladores miogénicos MyoD e miogenina. Um achado
importante encontrado, foi que a expressao de ambos MyoD e Miogenina, foi
aumentado na fase inicial do miogénese pela FMB,o que pode ter contribuido para a
promocao de regeneracao de fibras musculares observados em estudos in vivo. Estes
resultados corroboram os de Rodrigues et.al. (65 e Brunelli et.al.(60), este
demonstraram que o tratamento com o laser de baixa intensidade causou um
aumento na expressao dos genes MyoD e miogenina, durante a cicatrizagdo em um
modelo experimental de criolesdo em ratos. Dessa maneira, o presente resultado
sugere que a irradiacdo com o laser foi capaz de modular a expressdo de MyoD e
miogenina em células C2C12. Tal evento provavel estaria promovendo a modulacdo,
desempenhando um papel relevante na protecio do musculo, apés o

envenenamento botrépico em resposta a FMB.

Em nosso modelo experimental, avaliamos a participacdo dos
miobastos/miotubos no processo inflamatoério, induzido por venenos botrépicos
através da liberacdo de citocinas pro-inflamatorias. Verificamos que o veneno foi
capaz de induzir a expressdo da IL-6 em células C2C12, no entanto a FMB nao foi
capaz de impedir essa liberacdo. A literatura mostra que o laser é capaz de diminuir
a liberacdo dessa citocina em modelo experimentais de artrite,(67-68) mas nao foi
capaz de modificar a expressao do gene IL-6 em modelo experimental de inflamacao
pulmonar,(¢9) e em nosso modelo tivemos um aumento da expressao da IL-6 mas o

veneno nao foi capaz de expressar a citocinas IL-13 e a IL-8 e essas discrepancias
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indicam que diferentes tipos de inflamac¢ao induzem diferentes tipos de resposta da
FBM, ainda, a dosagem e tempo de aplicacdao do laser podem alterar as respostas
bioldgicas.(’9) Embora, ainda haja muitas perguntas a serem respondidas sobre os
mecanismos pelos quais a FMB provoca efeitos protetores contra a mionecrose
causada pelo veneno, o presente trabalho evidenciam, que a utilizacao da FMB
poderia ser uma ferramenta terapéutica eficaz, associado com a soroterapia

existente, no tratamento de picada de serpentes.
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6. RESUMO DOS RESULTADOS

v" 0 veneno de B. jararacussu causou uma inibicdo da proliferacdo celular no
grupo veneno no tempo de 30 e 60 minutos, contudo o FBM bloqueou a esta

acdo do veneno.

v' 0 FBM foi capaz de induzir um aumento na expressido dos marcadores
miogénicos, através da miogenina no tempo de 60 min e MyoD nos tempos
30 e 60 min, apds a incubagcdo com o veneno em ambos os comprimentos de

onda estudados.

v" A FBM causou um aumento de ATP intracelular e reducio de ATP

extracelular.

v 0 veneno de B. jararacussu causou um incremento na expressio da citocina
IL-6. No entanto a FBM nao foi capaz de reduzir essa expressao. Ademais, o

veneno ndo causou aumento da expressdo das citocinas IL-13 ou IL-8.
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7. CONCLUSAO

Em conclusao, este estudo revela que a FBM, através do laser de baixa
intensidade, causou um efeito protetor sobre mioblastos C2C12 apés incuba¢do com
o veneno de B. jararacussu, tal protecdo deve estar relacionada ao acréscimo dos
niveis de ATP intracelulares. Além disso, a irradiacdo do laser foi capaz de promover
a diferenciacdo de células C2C12, possivelmente, pelo aumento da expressao de

fatores miogénicos MyoD e miogenina.
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