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RESUMO

O veneno botropico apresenta efeitos miotoxico, hemorragico e proteolitico que séao
amplamente conhecidos. Acidentes com a serpente Bothrops jararacussu mostram que as
alteragdes locais no musculo, geralmente de membros inferiores, sao rapidas. Dados
experimentais revelam que a miotoxicidade deve-se a acado direta das miotoxinas
Bothropstoxina | e Il, e indiretamente pela andxia do tecido, devido a faléncia da
microcirculagdo causada por toxinas hemorragicas, ambas presentes no veneno. Nesse
trabalho foi caracterizada a expressao dos fatores de transcricao miogénicos MyoD e Myog,
via ubiquitina-proteassomo (Fbx-32 e MuRF-1) e gene GDF-8. Camundongos Swiss (Mus
musculus) machos, adultos jovens (6 - 8 semanas/22 — 25 g) foram divididos em 4 grupos
Bjussu, BthTx1, BthTx2 e Sham. Os animais do grupo Bjussu receberam injecao intramuscular
(mm. gastrocnémio direito) (20 ul) do veneno liofilizado (diluido em NaCl 0,9%) de serpente
do género Bothrops jararacussu (Bjssu) na dose de 1 mg/Kg. BthTx-I e BthTx-Il receberam
injecao i.m. de bothropstoxina | e Il respectivamente, isoladas do veneno de B. jararacussu,
na dose de 2,5 mg/Kg e o grupo Sham recebeu inje¢ao i.m. de NaCl 0,9%. Animais de todos
os grupos foram sacrificados e tiveram o musculo gastrocnémio direito coletado nos periodos
de 24, 48, 72 e 96 horas pés-tratamento para analise de expressao qualitativa e localizacao
proteica (imunohistoquimica) e quantitativa (Western Blotting). Além disso, foi realizada
andlise da funcdo motora dinamica por meio do sistema CatWalk para os grupos Sham e
Bjussu, nos periodos pré-lesao, 3, 24, 48, 72 e 96 horas. Os animais do grupo Bjussu nao
realizaram apoio do membro posterior direito (mantiveram postura flexora reflexa) no periodo
de 3 horas pés-injuria (p<0.001) diferentemente do grupo Sham. Apds 24 horas a funcao
motora foi reestabelecida. Na analise de imunohistoquimica foi observada expressao de
MyoD, Myog, GDF-8, Fbx-32 e MuRF-1 em todos os periodos analisados para o grupo Bjussu;
no grupo Sham nao foi possivel observar expressdo de nenhuma das proteinas. Na analise
por Western Blotting e comparando-se o grupo Bjussu com Sham foi observado aumento de
expressédo de MyoD e GDF-8 no periodo de 96 horas (p<0.01), Myog em 72 horas (p<0.01) e
queda de expressdo de MuRF-1 em 96 horas (p<0.05), sendo que a expressao de Fbx-32
permaneceu inalterada. Para BthTx-I observam-se aumentos significativos para Myog
(p=0.001), GDF-8 (p=<0.01), Fbx-32 (p<0.01) e MuRF-1 (p<0.01) no periodo de 48 horas e Fbx-
32 no periodo de 96 horas (p<0.05). Na andlise de BthTx-Il observa-se queda na expressao
de MyoD (p<0.01), GDF-8 (p<0.01), Fbx-32 (p<0.01) e MuRF-1 (p<0.01) no periodo de 24
horas , e elevagao da expressao de Myog (p<0.01) e GDF-8 (p<0.01) no periodo de 48 horas.
De maneira geral, podemos sugerir que o veneno bruto de Bothrops jararacussu e a BthTx-ll

sao capazes de ativar o processo molecular de regeneracao, ao contrario do que ocorre com



a BthTx-I. Considerando ainda que a via ubiquitina-proteassomo nao sofreu alteragcbes em

nenhum dos modelos de injuria reproduzidos.



ABSTRACT

Bothropic venom presents myotoxic, hemorrhagic and hemolytic effects that are widely known.
Bothrops jararacussu snakebite accidents show that local changes in skeletal muscle occurs
in a fast pace, usually affecting lower limbs. Experimental data show that local changes in
skeletal muscle usually affect the lower limbs and evolve fast due to direct myotoxin action
(mainly Bothropstoxin | and IlI) and also indirectly by tissue anoxia, due to failure in
microcirculation caused by hemorrhagic toxins, both present in the venom. In this work, we
characterized the expression of Myogenic Regulatory Factors MyoD and Myogenin, the GDF-
8 gene and the ubiquitin-proteasome pathway (Fbx-32 and MuRF-1). Young adult male Swiss
mice (Mus musculus) (6-8 weeks/22-25g) were divided in four groups Bjussu, BthTx1, BthTx2
and Sham. Animals from Bjussu received intramuscular injection (right gastrocnemius) (20ul)
of lyophilized Bothrops jararacussu venom (eluted in NaCl 0,9%) at a concentration of 1mg/Kg.
BthTx1, BthTx2 received i.m. injection of lyophilized bothropstoxin 1 and 2 respectively,
isolated from Bothrops jararacussu crude venom at a concentration of 2,5mg/Kg, similarly
Sham group was administered a 0,9% NaCl/ i.m. injection. Animals from all groups were
sacrificed and had their muscles collected 24, 48, 72 and 96 hours post treatment for qualitative
protein expression (immunohistochemistry) and quantitative (Western Blotting). In addition, the
groups Sham and Bjussu went through dynamic function motor analysis (CatWalk system) in
the periods of pre-injury, 3, 24, 48, 72 and 96 hours post injury. The animals from Bjussu did
not perform support of the right hindlimb (kept a flexed in a reflex posture) 3 hours post injury
(p<0.001), unlikely Sham group. Motor function was reestablished 24 hours post injury. For the
immunohistochemistry analysis staining for MyoD, Myog, GDF-8, Fbx-32 and MuRF-1 was
observed in all periods studied in Bjussu group, no staining was observed in Sham. In Western
Blotting analysis, comparing Bjussu with Sham, it was possible to observe increased
expression of MyoD and GDF-8 in 96 h (p<0.01), Myog in 72 h(p<0.01), and decreased
expression of MuRF-1 in 96 h (p<0.05), taking into account that Fbx-32 expression remained
inaltered. In BthTx1 expression occurs to increase for Myog (p<0.001), GDF-8 (p<0.01), Fbx-
32 (p<0.01) and MuRF-1 (p<0.01) in 48 h and for Fbx-32 in the 96 h post injury (p<0.05).
Analysis for BthTx2 revealed decrease for MyoD (p<0.01), GDF-8 (p<0.01), Fbx-32 (p<0.01)
and MuRF-1 (p<0.01) in 24 h and increase for Myog (p<0.01) and GDF-8 (p<0.01) in 48 h. We
suggest that crude Bothrops jararacussu venom and BthTx-2 are capable of activating the
molecular regeneration process, in contrary to BthTx-1 inability. Considering that, the ubiquitin-
proteasome pathway has remained inaltered in all present injury models.
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1 — INTRODUGAO

Segundo Boni et al (2011) sao relatados cerca de 18000 acidentes botrépicos
anualmente, com letalidade em 0,3% dos casos e os locais mais cometidos sao os pés e as
pernas, representando 70,8% de todos os casos. Considerando que a maioria dos casos
acontece predominantemente nas areas rurais, eles constituem assim um frequente agravo a
saude dos trabalhadores.

A Bothrops jararacussu € uma das maiores e mais pesadas serpentes da familia
Viperidae que habitam a América Latina, chegando a atingir mais de dois metros de
comprimento (CORREA-NETTO et al., 2010), consequentemente sdo capazes de produzir
uma grande quantidade de veneno. No Brasil as serpentes do género Bothrops séo
responsaveis por aproximadamente 90% dos acidentes ofidicos (VOMERO et al., 2009).

Uso de soro antiofidico é o tratamento recomendado pela OMS (1981) para os casos
de envenenamento provocados por serpentes do género Bothrops, sendo que este recurso é
utilizado para minimizar as consequéncias sistémicas do envenenamento modulando a
resposta inflamatéria geral, mas nao retarda o processo de mionecrose aguda, ou seja, nao
serve como estimulo ao processo de reparo muscular.

A eficacia dos soros antibotropicos comerciais disponiveis tem sido discutida e o
Hospital Vital Brasil ja reportou casos de envenenamento por Bothrops jararacussu onde a
acao do veneno nao pode ser neutralizada de maneira eficiente utilizando-se somente
tratamento especifico, sugerindo assim que fosse utilizada uma mistura de soros antibotrépico
e anticrotalico. Apds essa observacdo Dos Santos et al. (1992) mostrou que uso associado
de soro antibotropico e anticrotalico (contra Crotalus durissus terrificus) era mais eficiente na
neutralizacdo das atividades miotdxicas, coagulantes e letais, do que apenas o antibotropico
(CORREA-NETTO et al., 2010).

O tecido muscular esquelético € o principal afetado em casos de acidentes com
serpentes Bothrops, cujo veneno apresenta concentragbes consideraveis de PLA:
(GUTIERREZ & OWNBY, 2003), que sdo responsaveis pelas principais alteracdes
ultraestruturais e histopatolégicas observadas: rompimento de sarcolema, lesées delta,
hipercontracdo de miofilamentos, inchagco e rompimento mitocondrial, e picnose do nucleo
(QUEIROZ et al., 1984).

O processo de necrose muscular pode ser usado para representar um dos sintomas
mais eminentes e caracteristicos do envenenamento por serpentes do género Bothrops,
podendo ter como consequéncia perda extensiva de massa muscular e até amputagao
(VERONESE et al, 2003).

Muitas vezes, termos como necrose local tem sido utilizados normalmente para

descrever os efeitos do veneno nos tecidos epiteliais e musculares. Porém o uso desses
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termos causa certa confusdo e nao distinguem os processos de hemorragia local e efeitos
miotdxicos diretos (MEBS & OWNBY, 1990).

Neto et al (2004) mostra em seu trabalho que existem trés fatores importantes que
contribuem para a perda extensiva de massa do tecido muscular durante o envenenamento
por Bothrops jararacussu: os danos axonais extensivos que fazem com que as fibras
permanecam desnervadas e atrofiem, e perda extensiva de células satélite que compromete
assim a capacidade regenerativa das fibras, e a isquemia, que impede que células
inflamatérias atinjam as células satélite e promovam sua ativagao pela liberagao de fatores e
moléculas sinalizadoras.

A mionecrose pode ser causada pela agao direta das miotoxinas ou das fosfolipases
A> miotdxicas diretamente na membrana das fibras musculares, induzindo a uma
desorganizacao dos componentes de fosfolipidios, influxo de calcio e efluxo de outras
moléculas intracelulares, como por exemplo CK (creatino quinase), causando hipercontragéo
sarcomérica e dano mitocondrial. Alteragées que podem levar a morte celular. Porém os
mecanismos pelos quais essas toxinas agem no tecido muscular, ainda nao estao
completamente elucidados (VERONESE et al, 2003).
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2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 — Tecido Muscular Esquelético

O musculo esquelético é o tecido mais abundante do corpo, chegando a representar
até metade da massa corporal, apresenta fungdes de respiracdo, manutencao da postura e
locomocgao, assim como producao de calor e armazenamento de aminodacidos e carboidratos
contribuindo assim para a estabilidade fisiologica e funcional do organismo (KARALAKI et al,
2009; KHARRAZ et al, 2013).

Sendo os 6rgaos efetores do sistema locomotor, os tecidos musculares esqueléticos
se encontram sob controle voluntario (HOPKINS, 2006) e é a estrutura 6ssea onde estao
inseridos, que é utilizada como alavanca para promog¢ao dos movimentos e cinética corporal,
com excecdo dos musculos da expressao facial (ARRINGTON & MILLER, 1995). Além disso
também representam o maior reservatério de proteinas do corpo, podendo elas serem
mobilizadas em aminoacidos livres em diversas condi¢gdes de desuso muscular ou em outros
estados patologicos (ATTAIX et al, 2005).

Os musculos cardiacos e esqueléticos sdo descritos como tecidos estriados gragas a
seu aspecto listrado, visto a microscopia de luz (Figura 1). Esse arranjo resulta da organizacao
ordenada e regular dos elementos subcelulares contrateis (Figura 2) (HOPKINS, 2006).

Figura 1 — Corte longitudinal de fibra muscular esquelética. Corante Giemsa. Grande aumento. Fonte:
Modificado de Junqueira, L.C. Carneiro. Histologia Basica, 112. Ed., Guanabara Koogan, Rio de
Janeiro, 2008.
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Vistos a microscopia eletronica de transmissao, essas estruturas estriadas, que sédo
unidades funcionais contrateis, sdo denominadas de sarcomeros. Essas unidades estendem-
se entre duas linhas Z, compostas por moléculas de a-actinina, e dispdem de filamentos
grossos (miosina) e finos (actina) (MILLIGAN & FLICKER, 1987; GREFTE et al, 2007).

Figura 2 — Micrografia eletrbnica de musculo esquelético mostrando as bandas | (menos elétron
densas) compostas principalmente de actina e em seu meio, ha uma banda elétron densa, chamada
linha Z. A banda A, mais larga, composta primariamente de miosina. Fonte: Adaptado de
http7/www.life.illinois.edu/crofts/bioph354/lect16&17.html

O estimulo de contracdo do musculo esquelético sempre deriva de um impulso
nervoso, assim cada fibra muscular deve ser invervada por placas motoras, que por sua vez
derivam de neurdnios motores (HOPKINS, 2006; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

Figura 3 — Corte longitudinal de fibra muscular esquelética, mostrando a placa motora inervando a
fibra. Cloreto de ouro de ranvier. Grande aumento. Fonte: Adaptado de http.//www.icb.usp.br/mol/8-10-

mesq9.html
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O tecido basicamente é composto por células musculares multinucleadas, conhecidas
como miofibras, que por sua vez sao revestidas por tecido conjuntivo pelo qual passam os
nervos e vasos sanguineos (MEBS & OWNBY, 1990; TAKALA & VIRTANEN, 2000).

Sendo esse tecido conjuntivo distribuido na forma de trés camadas, sendo a mais
externa, que reveste todo o musculo e é continua com o conjuntivo da fascia, conhecida como
epimisio. A camada intermediaria, que reveste as bandas de fibras musculares é conhecida
como perimisio e a camada mais fina, que reveste cada miofibra individualmente, é conhecida
como endomisio (MEBS & OWNBY, 1990; TAKALA & VIRTANEN, 2000).

Entre a membrana basal e o sarcolema se encontra um grupo de células especifico,
denominado de células satélite. Cerca de 30% dos mionucleos do tecido muscular e 2-6% dos
mionucleos observados num fibra sao pertencentes as células satélite (HAWKE & GARRY,
2001). Essas células sédo consideradas células-tronco, pois sdo progenitoras do tecido
muscular adulto, podem se renovar e diferenciar atraves de diferentes vias moleculares
(CHARGE e RUDNICKI, 2004).

resting myofiber
quiescent satellite cell

myotrauma *
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Figura 4 — Localizacdo das células satélite no tecido muscular e resposta de células satélite a
miotraumas. Em resposta a um trauma, as células satélite se tornam ativas e passam a se proliferar,
dependendo do grau de lesao, parte delas pode se fundir e diferenciar para formar novas fibras
musculares, ou se fundir as fibras ja existentes. Outra parte retorna a quiescéncia para recompor o pool
de céulas satélite. Fonte: Adaptado de HAWKE & GARRY, 2001.
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Todos esses elementos sdo necessarios para a promogao de contracdo e
movimentacdo uniforme das fibras musculares, quanto também para a manutencao e
homeostase do tecido como um todo (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).
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Figura 5 — Estrutura e ultraestrutura do musculo esquelético. Fonte: Adaptado de TAJBAKHSH, 2009.

2.2 - Miogénese Embrionaria

Durante a embriogénese, os musculos esqueléticos da cabega, tronco e membros de
vertebrados se desenvolvem em linhagens separadas e com excecdo dos musculos da
cabega, todos os outros derivam de precursores mesodermais (mesoderma paraxial), de
células originadas nos somitos (CHARGE & RUDNICKI, 2004).

Sendo que os somitos sao dividos em dominio epaxial, que da origem aos musculos
das costas, hipoaxial, que da origem aos musculos abdominais, intercostais e a musculatura
dos membros (HAWKE & GARRY, 2001).
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A especificacao dessas células precursoras para as linhagens miogénicas depende de
aumento ou diminuicdo da expressao de alguns genes e fatores provenientes dos tecidos
adjacentes (ectoderma, neurotubo e notocorda) (Figura 6) (CHARGE & RUDNICKI, 2004).

Figura 6 — Miogénese embrionaria: células somiticas de origem mesodérmica localizadas na porgao
dorsal dos somitos (dermomiétomo - DM) recebem sinais dos tecidos adjacentes que induzem (Whnits,
Sonic hedgehog (Shh), Noggin) ou inibem a expressdo dos MRFs primarios e concomitantemente o
fenétipo muscular. Fonte: Adaptado de CHARGE & RUDNICKI, 2004.

Essa variacdo de expressdo entre fatores de transcricdo e genes resultam no
direcionamento das células precursoras para linhagem de células musculares através da

regulacéo de uma cascata molecular hierarquica (HAWKE & GARRY, 2001).

Primeiro deve ocorrer aumento de expressao de dois fatores de transcricdo (bHLH —
basic helix-loop-helix) da familia dos MRF (Myogenic Regulatory Factors), MyoD e Myf5, cuja
funcdo é a mesma para ambos: ativar a proliferagdo das células precursoras (HAWKE &
GARRY, 2001; CHARGE & RUDNICKI, 2004).

Essa funcao fica evidente quando se observa perda de massa muscular extensa,
durante o desenvolvimento, em animais knockout duplos para MyoD e Myf5, enquanto que as
células progenitoras continuam a apresentar capacidade proliferativa (CHARGE & RUDNICKI,
2004).

Tanto para animais knockout para MyoD quanto para Myf5 é possivel observar
desenvolvimento normal, o que indica assim possivelmente um mecanismo compensatorio de
expressao, ou seja, quando a expressao de MyoD esta baixa, Myf5 é superexpresso, e vice-
versa (OLGUIN et al, 2007).

Células em fase proliferativa que apresentam a expressdo de MyoD e Myf5 sao
denominadas de mioblastos. Posteriormente esses mioblastos param seu ciclo de proliferacdo
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para passar por diferenciagdo terminal e se tornarem midcitos, para isso é necessario que
ocorra a expressao dos MRFs “tardios”, miogenina e MRF4, e em sequéncia 0s genes
musculo-especificos, MHC (myosin heavy chain) e MCK (muscle creatine kinase) (CHARGE
& RUDNICKI, 2004).

Por fim, os miécitos mononucleados se fundem uns com 0s outros para se tornarem
um sincicio multinucleado, o que eventualmente se torna uma miofibra funcional por processo
de maturacdo (CHARGE & RUDNICKI, 2004).

Embrides que apresentam deficiéncia na expressdo de miogenina morrem no periodo
perinatal, devido a um déficit na diferenciagdo terminal de mioblastos, o que fica evidente ao
observar a auséncia quase que total de miofibras nesses mutantes (CHARGE & RUDNICKI,
2004).

De maneira semelhante, os animais deficientes na expressao de MRF4 apresentam
uma gama de fendmenos consistente com um papel tardio na via de diferenciacdo miogénica
(CHARGE & RUDNICKI, 2004).

Na década de 60 foi descoberta uma populagdo adicional de células tronco
proliferativas, localizadas entre o sarcolema e a membrana basal, que contribuem para o
crescimento pdés-natal, manutencdo e reparo de miofibras lesionadas, devido a sua
localizacao foram chamadas de células satélite (HAWKE & GARRY, 2001).

A populacao de células satélite sofre declininio em fun¢do da idade. Durante o periodo
de crescimento muscular pés-natal ocorre uma queda dramatica de propor¢ao de miondcleos
de células satélite com o tempo, o que pode ser explicado principalmente pelo processo de
fusdo celular com o objetivo de aumentar a quantidade de mionucleos das miofibras
(CHARGE & RUDNICKI, 2004; HOLTERMAN & RUDNICKI, 2005).

Ap6s a maturidade sexual, a proporcao de células satélite continua a cair. Na faixa de
idade de 1-4 meses a maior parte das miofibras murinas em cultura séo capazes de produzir
células satélite, porém nas idades de 9-12 meses, mais de 50% das fibras do extensor
digitorum longus falham em produzir células satélite nas mesmas condigbes (CHARGE &
RUDNICKI, 2004; HOLTERMAN & RUDNICKI, 2005).

2.3 — Lesao, reparo e regeneracao muscular

A regeneragd@o € um processo evolutivo conservado, no qual as intera¢des entre as
células inflamatérias e as células residentes devem ser altamente coordenadas para que a

homeostase e a funcionalidade sejam restauradas (KHARAZ et al, 2013).
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A perturbacdo entre essa interacdo leva a regeneracdo malsucedida e assim
compromete a sobrevivéncia do individuo (KHARAZ et al, 2013).

Processos anormais de reparo do musculo esquelético podem ocorrer em dois
contextos: degeneracao persistente de miofibras e infiltracao inflamatéria aguda, como por
exemplo na Distrofia Muscular de Duchenne (DMD), levando a deposicdo excessiva ou
inoportuna de matriz extracelular (MEC), levando a substituicdo da arquitetura normal do
musculo por tecido fibrético (KHARAZ et al, 2013).

A capacidade regenerativa do tecido muscular esquelético depende primariamente de
uma populagao especifica de células, as células satélite, que sao uma populacdo de células
miogénicas mononucleares indiferenciadas que podem ser encontradas nos musculos
esqueléticos de mamiferos, aves, répteis e anfibios (CHARGE & RUDNICKI, 2004;
HOLTERMAN & RUDNICKI, 2005).

Sao células que podem ser distinguidas morfologicamente. Em quiescéncia
apresentam nucleo rico em hetorocromatina, se comparado ao nucleo da miofibra,
relativamente volumoso se comparado ao citoplasma e conteudo de organelas reduzido.
Todas essas caracteristicas indicam atividade transcricional menos ativa do que a dos
miontcleos (CHARGE & RUDNICKI, 2004; HOLTERMAN & RUDNICKI, 2005).

A identificacao das células satélite através de microscopia ética € ambigua, assim o
uso de marcadores como laminina e distrofina para identificar, respectivamente, a lamina
basal e o sarcolema, podem facilitar sua identificagdo (CHARGE & RUDNICKI, 2004).

Elas apresentam capacidade migratéria, proliferativa e também associagao intima com
as miofibras, e também sao responsaveis por realizar a reposicao de cerca de 1 a 2% dos
mionucleos das miofibras, que sao perdidos devido a funcdo basica contratil cotidiana
(CHARGE & RUDNICKI, 2004; BUCKINGHAM, 2007; KHARRAZ et al, 2013).

Quando ocorre uma lesdo mais aguda, uma quantidade maior de células satélite saem
de seu estado quiescente e comegam a se proliferar. Apds varios ciclos de proliferagéo, a
maior parte delas se diferencia e se funde para formar novas miofibras ou reparar as
lesionadas (CHARGE & RUDNICKI, 2004; KHARRAZ et al, 2013).

Enquanto que a maior parte das células satélite estdo comprometidas com os
processos de proliferacao e diferenciagao miogénicos, uma pequena parcela dessa populacao
passa por auto renovagdo com o propésito de reestabelecer o pool de células satélite
quiescentes promovendo a manutencdo da homeostase de células tronco musculares
(KHARRAZ et al, 2013).
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Aumento de densidade populacional de células satélite ja foram observados em
regides préximas a jungcbes neuromusculares e capilares adjacentes, sugerindo que fatores
que emanam dessas estruturas apresentam papel crucial em enviar as células satélite para
localizacGes especificas ou promover a manutencdo de seu pool através de outros
mecanismos (CHARGE & RUDNICKI, 2004; HOLTERMAN & RUDNICKI, 2005).

Além da reposicao cotidiana dos mionucleos, as células satélite também participam do
reparo em varios outros modelos de lesdo aguda de tecido muscular esquelético, dentre eles
estdo: compressao, laceragéo, congelamento, induzidos por contragédo. Independente do tipo
de lesdo, todas podem levar a dor intensa e também apresentar efeitos dramaticos e
prolongados sobre a capacidade funcional muscular, podendo levar a incapacitagao fisica
(WARREN et al, 2002; WARREN et al, 2007).

Para que isso acontega ha necessidade de um mecanismo que traduzird o estimulo
mecanico ou o processo inflamatoério gerado pelo estimulo, em sinais quimicos que ativardo
as células satélites. Nesse processo os MRFs apresentam papel extremamente fundamental
(CHARGE & RUDNICKI, 2004).

Deve-se considerar ainda que a ativacao das células satélite ndo fica restrita ao local
da lesédo, mas danos causados em uma das extremidades de uma miofibra pode ativar células
satélite localizadas na outra, levando a sua proliferacao e migragcao até o sitio de regeneracao
(CHARGE & RUDNICKI, 2004).

Apds serem expostas aos sinais provenientes do ambiente lesionado, as células
satélite sdo ativadas e entram em proliferacdo, essa fase é caracterizada com o aumento de
expressao de dois fatores de transcricdo MyoD e Myf5 (aproximadamente 6 horas apés a
lesdo), considerando que em seu estado quiescente elas ndo apresentam niveis detectaveis
de MRFs (HAWKE & GARRY, 2001; CHARGE & RUDNICKI, 2004).

Evidéncias sugerem que MyoD e Myf5 apresentam papéis diferentes durante a
regeneragcdo muscular, sendo que MyoD promove a progressdao de células satélite e
diferenciagéo terminal, enquanto que Myf5 promove a renovagado do pool de céluas satélite
(CHARGE & RUDNICKI, 2004).

Apoés a fase proliferativa, ocorre o aumento de expressao de dois MRFs terminais,
miogenina e MRF4, seguido da ativagdo da p21, caracterizando a saida do ciclo celular e o
inicio do programa de diferenciagao terminal. Esse processo ¢ finalizado com a ativagdo de
proteinas musculo especificas, como a miosina de cadeia pesada, a formacao de miotubos e
maturacdo dos miécitos (CHARGE & RUDNICKI, 2004).
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A expressao de MRF4 foi observada em miotubos recém formados e em miofibras
regeneradas, indicando assim um papel distinto para MyoD, Myf5 e miogenina, possivelmente
na maturagao das miofioras (CHARGE & RUDNICKI, 2004).

No caso de uma leséo, as células que fazem parte do infiltrado inflamatério também
exercem papel fundamental para que o processo de regeneracao seja bem sucedido, em
paralelo a atividade das células satélite. Entre essas células se encontram os mondcitos e
macréfagos, que possuem um dos principais papéis no processo de regeneragao (KHARRAZ
et al, 2013).

Em resposta a dano vascular local e sinais liberados pelas miofibras degeneradas,
essas células extravasam do sangue e infiltram na &rea da injuria e fagocitam os restos
celulares de miofibras degeneradas. Em adigdo a essa funcdo, as células inflamatérias
produzem citocinas, mediadores inflamatérios, e sinais de dano que possuem impacto
profundo no comportamento das células satélite durante o processo de regeneragao
(KHARRAZ et al, 2013).

Estudos recentes mostraram que fatores como o fator de crescimento dos hepatdcitos
(HGF), fator de crescimento do fibroblasto (FGF), fator de crescimento semelhante a insulina
(IGF), fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa), o éxido nitrico (NO) dentre outros,
denominados morfégenos, sao liberados e estdo envolvidos nas vias de sinalizagdo para
ativacao das células satélites no musculo em regeneracao (FLOSS et al, 1997; HAWKE e
GARRY, 2001; CHARGE & RUDNICKI, 2004; HOLTERMAN & RUDNICKI, 2005; KARALAKI
et al., 2009; VINCIGUERRA, et al., 2010; PALLAFACHINA, et al., 2013).

IGF-1 € um fator produzido no figado e encontrado na circulacéo, e apresenta papel
importante no metabolismo de insulina (HAWKE e GARRY, 2001), além disso, pode ser
encontrado localmente no tecido muscular esquelético. Em situacées de sobrecarga ou
atividade fisica excéntrica, ocorre aumento da produgéo de IGF-1, pois j& se sabe que suas
principais fungdes no musculo s&o de hipertrofia ou regeneragdo muscular, através da
proliferacdo de células satélite (HAWKE e GARRY, 2001; Mckay et al, 2008).

Um estudo produzido por Chakravarthy et al (2000), mostra que a administracao de
IGF-1 intramuscular em animais senis e lesionados aumenta a capacidade proliferativa de

crescimento das células satélite e por consequéncia promove aumento de massa muscular.

IGF-1 utiliza varias vias de sinalizagdo para promover a regulacao do pool de células
satélite, dentre elas esta calcineurina/NFAT, MAPK (mitogen activated protein kinase) e Pl-3K
(phosphatidylinositol-3-OH kinase) (HAWKE e GARRY, 2001).
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Em resumo, IGF-1 é particularmente importante para o tecido muscular, dado que em
varios tipos de injaria, durante o crescimento de miofibras existentes ou formacao de novas,
seus niveis encontram-se elevados (SCHERTZER & LYNCH, 2006).

O HGF é uma citocina multifuncional descrita primariamente como um mitégeno em
hepatdcitos adultos, mas ja foi identificado como fator ativador critico em extrato de musculo
lacerado, além de j& ter sido encontrado na lamina basal de fibras musculares (HOLTERMAN
& RUDNICKI, 2005).

O seu receptor c-Met ja foi localizado nas células satélite e miofibras, ao mesmo tempo
em que se mostrou ausente nos fibroblastos adjacentes (HAWKE & GARRY, 2001).

Interessantemente, injecdo de HGF diretamente em tibialis anterior de camundongos
adultos resultou na ativagdo de células satélite quiescentes na auséncia de trauma. Em
adicao, a incubagao de extrato de musculo lacerado com anticorpo anti-HGF, levou o extrato
a se tornar incapaz de ativar células satélite, reforcando o papel de HGF como fator ativador
critico (HOLTERMAN & RUDNICKI, 2005).

Ainda, a suplementagéo de HGF através de injegcdo em bolus ou bombas, resulta em
aumento da densidade e tamanho de miofibras apos injuria (FLOSS et al, 1997).

O 6xido nitrico € um fator liberado em resposta a estiramento e dano de fibras in vitro,
e a inibicdo da 6xido nitrico sintase | (NOS-I) resulta na reducdo da quantidade de HGF
liberado no estresse produzido por estiramento. Implicando em uma funcéao do 6xido nitrico
na ativacao de células satélite (HOLTERMAN & RUDNICKI, 2005).

Sendo assim, a expressdao de HGF no tecido muscular esquelético é proporcional ao
grau de injuria, ja que promove seletivamente a ativacao e proliferacdo das células satélite,
ao mesmo tempo em que atenua a diferenciacao de mioblastos através da inibicdo dos MRFs
como MyoD e miogenina (HAWKE & GARRY, 2001).

Os FGFs por sua vez podem apresentar nove formas diferentes (FGF-1 ao FGF-9), as
varias formas foram investigadas e observou-se que somente o FGF-6 é exclusivo do musculo
esquelético (FLOSS et al, 1997; HAWKE & GARRY, 2001).

Em outros estudos, observou-se que FGF-1, 2, 4, 6 e 9 estimularam a proliferacéo
celular, enquanto que FGF-5, 7 e 8 ndo apresentaram atividade mitégena. Os investigadores
observaram que adicao de HGF, FGF-2, 4, 6 ou 9 resultou em aumento sinergistico na
populacdo de células satélite. E assim como HGF, FGF também é capaz de atenuar a
diferenciagéo celular (HAWKE & GARRY, 2001).
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A superfamilia TGF-f (fator de crescimento transformador beta) é composta por cerca
de 50 proteinas relacionadas muitas das quais fazem parte de trés subfamilias majoritarias:
proteinas morfogénicas do osso (BMP), fatores de crescimento e diferenciacao celular (TGF-
B) e activinas. Esses fatores apresentam varias fungdes na regulacao do crescimento celular,
proliferacao, diferenciacéo, adesao, migracao e apoptose, cada efeito variando de acordo com
o tipo e o contexto celular. A miostatina € uma proteina circulante e também um membro dos
fatores de transformacgéao e crescimento 3, também é conhecido como GDF-8 e € expresso no
tecido cardiaco, adiposo e muscular esquelético, especificamente nesse ultimo funciona como
regulador negativo do crescimento tecidual, tanto que a superexpressao sistémica de
miostatina leva a uma sindrome de enfraquecimento caracterizada por perda de massa total
em 30%, dos quais 35 a 50% representam perda de massa muscular (HAWKE & GARRY,
2001; KOLLIAS & MCDERMOTT, 2008; MCFARLANE, 2007; PATEL & AMTHOR, 2005;
TOBIN e CELESTE, 2005; WEHLING et al., 2000; WHITTEMORE et al., 2003).

A importancia da miostatina como regulador da massa muscular esquelética foi bem
estabelecida primeiramente em camundongos nulos para sua expressao e subsequentemente
em gado Belga Azul, em que ambos apresentam hipertrofia e hiperplasia muscular duas a trés
vezes maiores do que de um animal que apresentava a proteina, através da ativacao das
células satélite e fusdo com fibras pré-existentes, e nos camundongos knockout uma
porcentagem de tecido adiposo 40% menor (FEDORUK & RUPERT, 2008; WEHLING et al.,
2000; WHITTEMORE et al., 2003).

Ainda estudos realizados por Mcfarlane et al. (2007) demonstram que o gene Pax7
tem sua sinalizacao influenciada pela miostatina, a adicao de miostatina exdgena em culturas
de células reduziu a expressao de Pax7 dramaticamente. Em contraste o bloqueio funcional
ou a completa inativacdo da miostatina aumentou a expressado de Pax7. O que condiz com

Joulia et al. (2003) que afirma a influéncia negativa da miostatina na protegéo contra apoptose.

Na via de sinalizacdo da miostatina, ela pode se ligar ao receptor de ativina do tipo 1A
ou lIB (ActRlIl), receptor de TGF- B tipo | (TBRI/ALK-5) ou ALK-4 do tipo I, o que leva a ativagéao
de Smad2 e Smad3 seguida de oligomerizagdo com Smad4, assim o complexo Smad2/3/4 se
transloca para o nucleo e regula a transcricdo de genes como os fatores de transcricao
miogénicos (MyoD, Myf5, miogenina e MRF-4) e os MEF2A-D (Myogenic Enhancer Factor 2).
Recentemente Liu et al (2004) demonstrou que Smad3 é o principal responséavel pelo bloqueio
da ativacao transcricional dos fatores bHLH interferindo principalmente na dimerizacao de
MyoD com as proteinas E e a ligacdo do seu complexo com a regidao E-box (KOLLIAS &
MCDERMOTT, 2008).



33

Durante o processo inflamatério crénico, como no caso de animais com doenga renal
cronica, ocorre um aumento de duas a trés vezes da expressdao do RNAm de miostatina no
musculo, fato que pode ser compativel com a suposicdo de que esse aumento seja
diretamente dependente da via NF- kB que € um fator regulat6rio chave para o processo de
inflamacao, e uma sequéncia consenso no promotor da miostatina ja foi localizada. Assim o
aumento da expressao de NF-kB, causado pelo processo inflamatério cronico, levaria a um
aumento de expressao de TNF-a, que por sua vez aumentaria a expressao da miostatina e
que através das vias MEK1/2 e p38MAPK estimularia a liberagado de IL-6, que tem agéo
inibitoria da via de IGF-1 e terminaria por resultar em aumento das taxas de degradacgéo e
diminuicao das taxas de sintese protéica (PEAKE et al., 2010; ZHANG et al., 2011).

Como todos os componentes macromoleculares de um organismo, as proteinas se
encontram em um estado dinamico de sintese e degradagéo. Durante a protedlise, ligagcoes
peptidicas que ligam aminodcidos séo hidrolisadas e os aminoacidos sao liberados. O
processo € realizado por um grupo de enzimas chamadas de proteases (GLICKMAN &
CIECHANOVER, 2001).

As proteinas estranhas dietarias sdo degradadas no lumen do trato gastrointestinal e
para evitar a ativagdo de uma resposta imunoldgica, sdo absorvidas somente na forma de
aminoacidos nao antigénicos (GLICKMAN & CIECHANOVER, 2001).

Proteinas de antigenos préprios podem ser classificadas em dois grupos:
extracelulares e intracelulares. As proteinas extracelulares sdo degradas através da via
sistema endossO6mico lisossémico, de maneira ndo especifica e com taxas semelhantes, as
intracelulares sdo degradadas por mecanismos totalmente distintos, j& que apresentam
tempos de meia-vida diferentes que variam de alguns minutos (p53) até dias (actina e miosina)
(GLICKMAN & CIECHANOVER, 2001).

Levando em consideragdo ainda, que as taxas de reciclagem de proteinas
extracelulares representam apenas uma pequena fragdo do total de proteinas recicladas no
corpo. Por exemplo: a albumina representa a maior massa de proteinas extracelulares no
corpo, e sua reciclagem € de aproximadamente apenas 0.15g/kg/dia (semelhante a
hemoglobina) (SCHWARTZ & CIECHANOVER, 2008).

Dessa maneira a reciclagem de proteinas celulares representa a maior parte da massa
de reciclagem de proteinas do organismo todo (SCHWARTZ & CIECHANOVER, 2008).

Uma das principais vias de degradacao de proteinas celulares é a via ubiquitina-
proteassomo, que consiste em varios componentes que devem agir em combinagdo. O

sistema mais bem estudado envolve dois passos importantes: a ligagcao covalente de multiplas
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moléculas de ubiquitina no substrato-alvo, e a degradacao da proteina alvo pelo complexo
proteassomo 26S (LECKER et al,1999; SCHWARTZ & CIECHANOVER, 2008).

Para isso € necessario que ocorra um mecanismo em cascata de trés etapas: (1)
inicialmente a enzima E1 utiliza ATP para ativar a ubiquitina, (2) uma das varias enzimas E2
transfere a ubiquitina ativada para a enzima E3-ligase, (3) por fim a E3-ligase catalisa o ultimo
passo do processo de conjugacao, a ligacao covalente da ubiquitina ao substrato (LECKER
et al,1999; SCHWARTZ & CIECHANOVER, 2008).

Assim a cadeia de poliubiquitina serve como marcador de reconhecimento para o
proteassomo 26S (um complexo 20S

UBIQUITIN CONJUGATION PROTEIN DEGRADATION
e dois complexos 19S), que finalmente
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Figura 7 — A via de degradag&o proteica pov ]zns Core Proteascme

ubiquitina-proteassomo. Ub = ubiquitina.
Fonte: Adaptado de Lecker et al, 1999.

Uma das principais causas da perda excessiva de massa muscular seria devido a um
desequilibrio que ocorre entre as taxas de sintese e degradagao protéica. A via ubiquitina
proteassoma é responsavel por grande parte da degradagdo do musculo esquelético
(BALTGAVIN et al, 2009). Sendo que a perda de funcionalidade muscular em condi¢des
agudas e cronicas levam a perda de mobilidade e for¢a, e em adigdo a doengas metabdlicas,
pode ter consequéncias letais (KHARRAZ et al, 2013).

Suas enzimas se mostram mais expressas e ativas em processos de atrofia em
condicdes patoldgicas (cancer, sepsis, diabetes, uremia, desnervagao e imobilizagao a longo
prazo) e seus dois marcadores mais comuns sao: Atrogin-1/MAFbx (Muscle atrophy F-box) e
MuRF1 (Muscle-specific RING finger 1), ambas E3 ligases musculo especificas (SENF et al,
2008; GLICKMAN & CIECHANOVER, 2001).

As proteinas alvo de ubiquitinagdo de Atrogin-1 ainda sdo desconhecidas, mas

evidéncias indicam que um de seus principais alvos € MyoD. Ja MuRF1 ubiquitina e degrada
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a troponina |, MHC (cadeia pesada de miosina), Nedd4 e Notch1, sendo que a MHC é a que
possui maior significAncia funcional na contratura (SENF et al, 2008).

2.4 — Serpentes do género Bothrops e acidente ofidico

Envenenamento resultante de picadas de serpentes representa um problema de saude
publica em varias regides do mundo que afeta primariamente residentes rurais, mais
especificamente nas regides tropicais e subtropicais (GUTIERREZ et al, 2006; GUTIERREZ
et al, 2013).

Estimativas conservadoras indicam que aproximadamente 5 milhdes de pessoas sao
acometidas no mundo todo ano, o que leva a uma faixa de 25.000 — 125.000 mortes, enquanto
que outras 400.000 pessoas terminam com déficits funcionais ou deficiéncia permanente
(GUTIERREZ et al, 2013).

Infelizmente esse problema tem recebido pouca atencédo das autoridades publicas,
governos e industria farmacéutica, podendo ser considerado uma das maiores doencas
negligenciadas do século XXI (GUTIERREZ et al, 2006; GUTIERREZ et al, 2013).

Tendo esses dois fatos como pressuposto pode-se considerar o envenenamento por
serpentes peconhentas como uma verdadeira doenca ocupacional e ambiental que exacerba
a situacao de pobreza dessas comunidades (GUTIERREZ et al, 2006; GUTIERREZ et al,
2013).

A incidéncia de acidentes ofidicos varia de acordo com o clima, especialmente em
periodos que apresentam precipitacao e temperatura intensas, o que acaba por coincidir com
os ciclos de atividade agricola. Além disso, os grupos mais afetados por acidentes ofidicos
sao trabalhadores rurais jovens do sexo masculino (GUTIERREZ et al, 2006).

Segundo Bochner & Struchiner (2003), as maiores taxas de incidéncia sao registradas
entre os meses de Novembro a Abril
(Gréfico 1).

Grafico 1 — Distribuicdo dos acidentes
ofidicos por macro-regido. Brasil, 2008. ol S, A

Fonte: Adaptado de SVS/MS o \\,'/'
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No Brasil, aproximadamente 90% dos casos de acidentes ofidicos sédo causados por
serpentes do género Bothrops (VOMERO et al, 2009). Bochner & Struchiner (2003)
apresentaram uma tabela resumida (Tabela 1) com o perfil dos individuos acometidos por
acidentes ofidicos o Brasil, que continua inalterado nos 100 ultimos anos.

Varidveis Perfil epidemiclagico
Individue
Vitima Homem
Sexo Masculing
Idade 15 2 49 anos
Profissao/Ocupacio Lavrador
Evento
Zona Rural
Local de ocormréncia Campo
Més do acidente MNovembro a abril
Trimestre do acidente lzae da
Horarlo do acidente Diurno
Circunstincia do acidente Trabalho
Local da picada Membros inferiores
Animal pegonhento Serpente
Género Bothrops
Espécie Bothrops jararaca

Tabela 1 — Perfil epidemiol6gico dos acidentes ofidicos nos Ultimos 100 anos. Fonte: Adaptado de
Bochner & Struchiner, 2003.

A Bothrops jararacussu estd entre as serpentes mais temidas do Brasil, Bolivia,
Paraguai e da Argentina (MILANI et al, 1997). Est4d também entre as maiores, mais pesadas
e mais temidas serpentes que habitam a América do Sul dentro da familia Viperidae, podendo
chegar até a 2,2 metros de comprimento, consequentemente é a que produz maior quantidade
de veneno, tendo a média variando entre £250 mg, e excepcionalmente até 1000 mg (peso
seco) (MILANI et al, 1997); sua denticdo Solendglifa Ihe permite injetar grande volume de
veneno em suas vitimas (CORREA-NETTO et al., 2010).

Figura 8 — a. Bothrops
jararacussu com mais de
1 metro de comprimento
encontrada no estado de
Sdo Paulo. b. Denticao
solendglifa mostrando as
presas inculadoras de
veneno. Fonte: Adaptado
de Milani et al, 1997.
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Essa espécie pode ser encontrada em florestas tropicais, charcos, e margens de rios
no Brasil, desde o Rio Grande do Sul, em varias ilhas (Ilha Comprida, Cananéia, llha de Sao
Sebastiao e llha do Cardoso), no Sul da Bolivia, do Paraguai e Nordeste da Argentina (MILANI
et al, 1997).

Distribution of Bothrops jararacussu Figura 9 — A esquerda,
A ' Location of 26 cases of bites. in Sio Paule State distribuicdo das
Brazil cous
Bolivia serpentes Bothrops

jararacussu no Brasil. A

S&e Paula State direita, distribuicado de

/’_,,; 29 casos de acidentes
w & ]

,é:"“' torsio sebaaife no estado de Sao Paulo.
verSres Fonte: Adaptado de

Milani et al, 1997.

A analise do transcriptoma da glandula de veneno da Bothrops jararacussu revelou
que 58% dos transcritos representam PLA> e outra analise protedbmica revelou que seu
veneno apresenta de 15 a 25% de concentracao de fosfolipase A2 (PLA2) (CORREA-NETTO
et al., 2010; GUTIERREZ & OWNBY, 2003).

As PLA: mais presentes nos venenos dos viperideos sdo as de classe Il e as
alteragdes ultra-estruturais e histoldégicas do efeito dessas PLA> no musculo esquelético
incluem: rompimento da membrana plasmatica, formacado de lesbes em delta, areas de
degeneracdo em forma de cunha na periferia das miofibras, hipercontragcdo dos
miofilamentos, inchago e rompimento da membrana mitocondrial, rompimento de membrana
de sistemas intracelulares (reticulo sarcoplasmatico e tubulos T) e picnose do nucleo
(GUTIERREZ & OWNBY, 2003, VOMERO et al, 2009).

Miotoxicidade sistémica causada por veneno de Bothrops jararacussu pode causar
mioglobinuria e faléncia renal aguda, mas raramente ocorre (CORREA-NETTO et al., 2010;
GUTIERREZ & OWNBY, 2003; TIDBALL et al, 1999; TIDBALL, 2005; VOMERO et al., 2009),
nesses casos a OMS (1981) recomenda a soroterapia como forma de tratamento, cuja funcao
€ neutralizar o veneno circulante e assim eliminar os efeitos tdxicos sistémicos
(NUCHPRAYOON & GARNER, 2009). O numero de ampolas e o tipo de soro varia de acordo
com a gravidade do acidente (quadro 1).
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Acidentes Soros Gravidade N°® ampolas

Leve: quadro local discreto, sangramento em pele ou

SR = 2a4d
mucosas; pode haver apenas distirbio na coagulacao

Antibotropico (SAB)

— Moderado: edema e equimose evidentes, sangramento sem
Botropico comprometimento do estado geral; pode haver distdrbio 5a8
Antibotrépico-laquético M@ coagulacao

(sABL) Grave: alteracoes locais intensas, hemorragia grave,

hipotensao, andria 12

Quadro 1 — Numero de ampolas de soro antiofidico indicado de acordo com a gravidade do acidente.
Fonte: Adaptado de SVS/MS.

Apesar da soroterapia ser eficiente em neutralizar os efeitos sistémicos do
envenenamento, ela é ineficaz para impedir o desenvolvimento dos efeitos locais. O edema e
a resposta inflamatoria caracterizada pela liberagéo por neutréfilos e macréfagos de citocinas
pré-inflamatérias, como TNF-a, IFN-y e IL-13, é acompanhada por necrose cutdnea e/ou
mionecrose local do musculo que pode levar a amputagdo ou levar a déficit funcional do
membro (CORREA-NETTO et al., 2010; GUTIERREZ & OWNBY, 2003; TIDBALL et al, 1999;
TIDBALL, 2005; VOMERO et al., 2009).

18000 acidentes botropicos ocorrem anualmente, sendo que a letalidade fica em
apenas cerca de 0,3% dos casos e os locais mais cometidos sdo o0s pés e as pernas,
representando 70,8% de todos os casos (BONI et al, 2011).
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3 - JUSTIFICATIVA

Como sabemos em casos de envenenamento por Bothrops jararacussu os efeitos sistémicos
quando presentes podem ser tratados com o soro antiofidico, mas efeitos locais séo
geralmente irreversiveis acarretando em sequelas como perda de massa muscular devido a
mionecrose, podendo ter como consequéncia atrofia do membro atingido e incapacitagao. A
miostatina (TGF-B) e sua via de sinalizagdo se apresentam de extrema importancia na
modulacdo da forca e massa do musculo esquelético, assim como a via de degradagao
protéica ubiquitina-proteassoma.

Portanto a proposta desse estudo foi caracterizar a expressdo dos fatores de
transcricdo MyoD, miogenina, gene da miostatina, Atrogin-1 e MuRF-1 (ubiquitina-
proteassomo) no musculo esquelético de camundongo apds intoxicacdo do veneno de

Bothrops jararacussu, assim como suas miotoxinas isoladas.
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4 - OBJETIVOS

4.1 — Geral

O objetivo desse estudo foi caracterizar o padrao de expressao das proteinas MyoD,
miogenina, Miostatina, Atrogin-1 e MuRF-1 (via ubiquitina-proteassomo) no tecido muscular
esquelético de camundongos apos a injecdo de veneno bruto de Bothrops jararacussu e

bothropsinas 1 e 2 isoladas.

4.2 — Especificos
> Analise qualitativa de expressao proteica através de marcagoes feitas com a técnica
de imunohistoquimica para as proteinas: MyoD, miogenina, Miostatina, MuRF-1 e
Atrogin-1.

» Andlise quantitativa de expressao proteica através da técnica de Western Blot para as
proteinas: MyoD, miogenina, Miostatina, MuRF-1 e Atrogin-1.

» Andlise e deteccao de possiveis alteracdes no padrao de marcha dos animais entre o
periodo pré-lesao e os diferentes periodos pos-lesao (3, 24, 48, 72 e 96 horas).

» Interpretar os dados obtidos visando observar o padrdo e distribuicdo de expressao
génica e criar uma hipétese que relacione os fatores de transcricao MyoD e miogenina
com o gene da Miostatina, assim como também atribuir uma possivel funcao para a

via ubiquitina-proteassomo no modelo de envenenamento por Bothrops jararacussu.
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5 — MATERIAIS E METODOS

5.1 — Animais

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA —
Instituto de Biologia/IB) da Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP, sob o nimero
de protocolo 3291-1. Foi utilizado total de 135 camundongos Swiss (Mus musculus) machos
adulto-jovens (6-8 semanas de idade) com massa corporal média de 22-25 + 3g, provenientes
do Centro Multidisciplinar para Investigagdo Biolégica na Area da Ciéncia de Animais de
Laboratério (CEMIB) — UNICAMP, Campinas - SP e da ANILAB (Animais de Laboratério),
Paulinia - SP.

Os animais foram mantidos em gaiolas plésticas padrdo em numero de cinco animais
cada, onde permaneceram em temperatura ambiente controlada (18 a 20°C), com livre acesso
a alimentacao padrao (racao Purina), &gua ad libitum e ciclo de iluminagao controlado de “12
horas claro” e “12 horas escuro”. Inicialmente os animais foram identificados e divididos entre
os diferentes grupos experimentais de maneira randomizada.

Ao término dos experimentos, os animais foram sacrificados por aprofundamento de
anestesia com ketamina e xilazina (100mg/kg e 20mg/kg, respectivamente), sendo este
procedimento seguido por deslocamento cervical. Todos os procedimentos foram realizados
obedecendo ao padréo internacional de manipulagéo animal.

5.2 — Modelo de envenenamento

O veneno bruto liofilizado de Bothrops jararacussu foi doado pelo Professor Dr. José
Carlos Cogo (Univap — Universidade Vale do Paraiba), e estocado a -20°C e diluido em
solugéo salina estéril 0,9% imediatamente antes do uso.

Nos grupos tratados com veneno (Bjussu), dose unica de 1mg/kg foi injetada via
intramuscular na porgdo média do musculo gastrocnémio direito.

As bothropstoxinas 1 e 2 fracionadas a partir do veneno bruto de Bothrops jararacussu
foram doadas pelo Professor Dr. Sérgio Marangoni (Departamento de Bioquimica e Biologia
Tecidual — Instituto de Biologia / Unicamp), e estocadas a -20°C e diluidas em solugdo salina
estéril 0,9% imediatamente antes do uso.

Nos animais tratados tanto com bothropstoxinas 1 (BthTx-/) quanto 2 (BthTx-l), foi
administrada dose Unica de 2,5mg/kg via intramuscular na porcdo média do musculo
gastrocnémio direito.

Ja os animais dos grupos controle (Sham) receberam dose Unica de 2,5mg/kg de
solugédo salina (NaCl 0,9%) no gastrocnémio direito.
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5.3 — Eutanasia

Os animais foram eutanasiados com dose letal de anestésico Ketamina e Xilazina

(100mg/kg; 20mg/kg, respectivamente), através da administracdo de Dopalen (10%) e

Anasedan (2%) via intraperitonial (Vertbrands, Jacarei, SP, Br.)

5.4 — Descricao dos grupos experimentais

A.

Grupo Pre-injury: Os animais deste grupo nao sofreram qualquer tipo de lesédo e/ou
tratamento. Apéds realizagéo da coleta de dados para analise funcional de marcha os
animais foram sacrificados por aprofundamento de anestesia para coleta do masculo
gastrocnémio direito.

Grupo Sham: Animais de 6-8 semanas, que receberam injecdo intramuscular
(gastrocnémio) de solugéo salina 0,9% e foram sacrificados por aprofundamento de
anestesia nos periodos de 24, 48, 72 e 96 horas (n = 5).

Grupo Bjussu: Animais de 6-8 semanas, que receberam inje¢do intramuscular
(gastrocnémio) de veneno bruto de Bothrops jararacussu na dose de 1 mg/Kg, eluidos
em salina 0,9%, e foram sacrificados por aprofundamento de anestesia nos periodos
de 24, 48, 72 e 96 horas (n = 5).

. Grupo BthTx1: Animais de 6-8 semanas, que receberam injecdo intramuscular

(gastrocnémio) de bothropstoxina 1 na dose de 2,5mg/Kg, eluidos em salina 0,9%, e
foram sacrificados por aprofundamento de anestesia nos periodos de 24, 48, 72 e 96
horas (n = 5).

Grupo BthTx2: Animais de 6-8 semanas, que receberam injecao intramuscular
(gastrocnémio) de bothropstoxina 2 na dose de 2,5mg/Kg, eluidos em salina 0,9%, e
foram sacrificados por aprofundamento de anestesia nos periodos de 24, 48, 72 e 96

horas (n = 5).
Grupos Experimentais Amostra
Grupo Pre-injury (intacto) 5
Grupo Sham 3h 5
Grupo Sham 24h 10
Grupo Sham 48h 10
Grupo Sham72h 10
Grupo Sham 96h 10
Grupo Bjussu 3h 5
Grupo Bjussu 24h 10
Grupo Bjussu 48h 10
Grupo Bjussu 72h 10
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Grupo Bjussu 96h 10

Grupo BthTx-124h
Grupo BthTx-148h
Grupo BthTx-172h
Grupo BthTx-196h

ol o1 o O

Grupo BthTx-2 24h
Grupo BthTx-2 48h
Grupo BthTx-2 72h
Grupo BthTx-2 96h
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5.5 — Técnicas de analise

5.5.1 — Imunohistoquimica

Apos o tratamento, os animais foram sacrificados em camara de CO: e seus musculos
gastrocnémios foram coletados e fixados overnight em paraformaldeido 4% em tampéo
fosfato 0,1m (pH 7,4).

O material foi incluido em parafina sendo a desidratacao realizada com banhos em
alcool de diferentes graduacoes, o clareamento com xilol I, Il e Ill e impregnacao com parafina
lell

Assim o material foi cortado em micrétomo (5um de espessura), sendo um dos cortes
submetido a técnica de coloragdo Hematoxilina Eosina e os outros a técnica de
imunohistoquimica. Para isso foi feito o bloqueio da peroxidase endégena com 3% de perdxido
de hidrogénio (2 ciclos de 10 min) e a recuperagao do epitopo, com tampao citrato de sodio
10mM, pH 6,0 em panela a vapor (95-99°C) a 30 min.

A ligagcédo nao especifica do antigeno foi bloqueada com leite em pé reconstituido (5%)
durante 1 hora. As laminas entdo foram incubadas com anticorpo primario por 16-18 horas
em camara umida a 4°C. Apds retornar a temperatura ambiente as laminas foram incubadas
em anticorpo secundério por 30 min em TA e a revelagdo foi feita com DAB (DAB+, Dako
Cytomation, CA, USA) e os nucleos contra corados em Hematoxilina de Harris; apds
desidratacdo em etanol as laminas foram montadas em balsamo do Canada. Os controles
negativos foram feitos substituindo o anticorpo primario por PBS-BSA (albumina sérica
bovina) 1%.
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5.5.2 — Western Blotting

Animais controle e tratados serdo anestesiados e sacrificados por aprofundamento de
anestesia, 24, 48, 72 e 96 horas apés a injecao de salina (Sham), veneno de Bothrops
jararacugu (Bjussu) e Bothropstoxina | e Il (BthTx1 e BthTx2). Os musculos seréao extraidos e
homogeneizados em um coquetel de extracao (10 mM de EDTA, 2 mM PMSF, 200 mM NaF,
10 mM de pirofosfato de sédio, 10 mM de NaVQOs, 10 g de apronitina/ml e 100 mM de TRIS,
pH 7,4). O homogenato sera centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos e o0 sobrenadante
coletado e estocado a -80°C.

A concentragao das proteinas sera determinada com um kit de ensaio protéico BIO-
RAD. Aliquotas de proteina (40ug) serao aplicadas a géis de poliacrilamida a 12%. Apds SDS
PAGE, as proteinas serado transferidas a uma membrana de nitrocelulose por eletroblotting e
a membrana sera bloqueada por 30 minutos a temperatura ambiente em TBS, pH 7,4,
contendo 0,05% de Tween 20 com 5% de leite desnatado ou 5% de BSA. Os blots seréo
incubados a 4°C overnight com os anticorpos diluidos em solugdo tampao (TBS plus com
0,1% de Tween 20) contendo 3% de BSA (albumina sérica bovina). As membranas seréao
subsequentemente lavadas trés vezes (5 minutos cada) em solucdo tampdo e entédo
incubadas com os respectivos anticorpos secundarios conjugados com HRP, diluidos em
tampao com 1% de leite desnatado ou BSA por 2 horas. Apos as lavagens em tampao, os
blots foram revelados em filme raio-x usando um kit de quimioluminescéncia. Analises
densitométricas serdo realizadas usando o software de imagem Image J. Para cada proteina
investigada, os resultados serdo confirmados em triplicata.

5.5.3 — Andlise da funcao motora dinamica

Para esta analise foi utilizado o equipamento CatWalk XT (Noldus Information
Technology® - Holanda), composto por um sistema automatizado para analise da marcha, o
qual permite a mensuragao de parametros estaticos e dinamicos (WANG et al., 2008).

Dez animais tiveram a marcha analisada, sendo os periodos classificados em: pré-
lesdo (animais sem tratamento), 3, 24, 48, 72 e 96 horas apoés lesédo e 3, 24, 48, 72 e 96
(Bjussu) horas apés injecao de salina (Sham).
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Foi realizada, para cada animal, a quantidade de corridas necessarias até
completarem-se trés que obedecessem aos parametros delimitados no experimento. Cada
grupo experimental totalizou 15 corridas para cada um dos periodos (pré-lesao, 3, 24, 48, 72
e 96 horas pds-lesao). As corridas do periodo pré-lesdo serviram para constituir o valor de
referéncia (padrao) de cada animal.

Figura 10 - Sistema CatWalk para andlise da fungdo motora dinamica. Vista anterolateral e lateral.

Destaque para a camera digital acoplada sob a passarela. Fonte: Adaptado de www.noldus.com.

Fung¢dao motora Sham
dinamica Bjussu
| | | | —
. .
~ £ o (3
0_/0 g 40/;) 60’ 40' "O’ 40’
2 $ 6@ r)‘\ 04, "G‘

Figura 11 — Periodos de andlise da fungao motora dinamica. Os cinco animais de cada um dos grupos
Sham e Bjussu passaram por andlise desde o periodo Pre-injury (intacto) até 96 horas apés injecéo.

Sob a passarela ha uma camera digital acoplada, ajustada com ganho de 30,99 e
limiar de intensidade 0,15. Para validacdo dos dados de cada corrida, 0os animais tiveram
que realizar o percurso em um trecho calibrado de 20 X 10 cm, atravessando a passarela de
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um lado a outro e obedecendo a alguns parametros: tempo minimo de 0,5 s; tempo maximo
de 5 s; variagcado maxima de velocidade de 40%.

O software CatWalk XT 9.1® arquivou as corridas que obedeceram as especificacdes
descritas anteriormente. A partir das capturas foram gerados diversos parametros estaticos e
dindmicos relativos as quatro patas.

Sendo os parametros selecionados para analise:
» Apoio (s): Duragdo em segundos do contato da pata do animal com a passarela.
> Intensidade maxima: Maximo de intensidade aplicada pelo animal referente a uma
pata, considerando o trajeto completo, medida em unidades arbitrarias.
» Velocidade do balango (cm/s): Velocidade (unidade de distancia/ segundo) da pata
durante o balango, seguindo a seguinte férmula:

comprimento da passada

Velocidade do balanco =

balango

» Comprimento da passada (cm): Distancia (em unidades de distancia) entre dois
posicionamentos de uma mesma pata. O calculo deste pardmetro da marcha é
baseado nas coordenadas X do centro da pegada de dois posicionamentos sucessivos
de uma mesma pata durante o contato maximo, levando em conta o Teorema de

Pitagoras (Figura 12):

Figura 12 — Comprimento da passada: distancia entre dois posicionamentos sucessivos de

uma mesma pata.

Os dados foram transferidos para uma planilha do Microsoft Excel for Windows® no
computador conectado ao equipamento. Foi considerada a média entre as trés corridas
obtidas de cada animal. Os dados capturados referem-se aos membros posterior esquerdo

[controle (LH - left hind)] e posterior direito [lesionado (RH — right hind)].

5.5.4 — Analise estatistica

As andlises entre trés ou mais grupos experimentais foram submetidas ao teste de
variancia ANOVA one-way, seguido pelo Tukey’s Multiple Comparison Test. As andlises entre
apenas dois grupos ou amostras foram realizadas por meio do Teste T Student com pés-teste

Bonferroni.
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Para todas as andlises, foram considerados valores de p<0,05 estatisticamente
significativos. Os testes foram aplicados por meio do programa GraphPad Prism 5.0®
(GraphPad Software Inc., EUA).
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6 — RESULTADOS
6.1 — Analise de expressao protéica com veneno bruto
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Figura 13: Quadro de figuras ilustrativas dos resultados da imunohistoquimica e Western Blot para
MyoD. 24, 48, 72 e 96 horas pos tratamento de veneno (1mg/kg —i.m.). N = Miofibras necréticas; F =
Células fantasma; Vs = Vasos sanguineos. Expressao grafica da densidade de pixels dos blots de
MyoD nos diferentes tempos analisados. Significancia estatistica pelo teste t-Student mostrada como *
para p<0,05, ** para p<0,01, *** para p<0,001. Dados representam a média * desvio padrado. (n=5
controle e n=5 Bjussu /Tempo).
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Figura 14: Quadro de figuras ilustrativas dos resultados da imunohistoquimica para Myog. 24, 48, 72
e 96 horas pds tratamento de veneno (1mg/kg —i.m.). N = Miofibras necréticas; F = Células fantasma.
Expressdo grafica da densidade de pixels dos blots de Myog nos diferentes tempos analisados.
Significancia estatistica pelo teste +Student mostrada como * para p<0,05, ** para p<0,01, *** para
p<0,001. Dados representam a média * desvio padrdo. (n=5 controle e n=5 Bjussu /Tempo).
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Figura 15: Quadro de figuras ilustrativas dos resultados da imunohistoquimica para GDF-8. 24, 48, 72
e 96 horas pos tratamento de veneno (1mg/kg —i.m.). N = Miofibras necréticas; F = Células fantasma;
n = ndcleos de células em proliferagdo; mt = miotubos em formacéo; cabecas de seta = Fibras
nervosas. Expressdo grafica da densidade de pixels dos blots de GDF-8 nos diferentes tempos
analisados. Significancia estatistica pelo teste +-Student mostrada como * para p<0,05, ** para p<0,01,
*** para p<0,001. Dados representam a média * desvio padréo. (n=5 controle e n=5 Bjussu /Tempo).
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Figura 16: Quadro de figuras ilustrativas dos resultados da imunohistoquimica para MuRF-1. 24, 48,
72 e 96 horas pds tratamento de veneno (1mg/kg —i.m.). N = Miofibras necréticas; Pm = Perimisio; Vs
= Vasos sanguineos. Expressao grafica da densidade de pixels dos blots de MuRF-1 nos diferentes
tempos analisados. Significancia estatistica pelo teste +-Student mostrada como * para p<0,05, ** para
p=<0,01, *** para p<0,001. Dados representam a média + desvio padrdo. (n=5 controle e n=5 Bjussu
/Tempo).



52

Taxa de densidade optica (%)

PN P P O

Fbx32 G e Guw o QP @up = aup /D

GAPDH ctme—s epempap e o, 37D

Figura 17: Quadro de figuras ilustrativas dos resultados da imunohistoquimica para Fbx-32. 24, 48, 72
e 96 horas pds tratamento de veneno (1mg/kg —i.m.). N = Miofibras necréticas; F = Células fantasma;
n = Nucleos de células em proliferagado. Expresséao grafica da densidade de pixels dos blots de Fbx-32
nos diferentes tempos analisados. Significancia estatistica pelo teste +-Student mostrada como * para
p=<0,05, ** para p<0,01, *** para p<0,001. Dados representam a média * desvio padrdo. (n=5 controle
e n=5 Bjussu /Tempo).
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MyoD mostrou, no periodo de 24, 48, 72 e 96 horas, marcagéo citoplasmatica de
miofibras em processo necrético e membranas fantasma. No periodo de 96 horas também é
possivel observar marcagao no interior de vasos sanguineos em formacgéao (Figura 13).

A andlise densitométrica em triplicata de imunoblots de MyoD mostrou diferenca
significativa (p<0.01) na expressao relativa de MyoD apenas na comparacao entre os grupos
Sham 96h e Bjussu 96h. Entre os demais grupos nao foram observadas diferencas
significativas no tratamento (Figura 13).

Por meio da anadlise de variancia ANOVA one-way, seguida pelo pés-teste de
Bonferroni, para MyoD néo foi possivel detectar diferengas significativas entre os diferentes
periodos do grupo Sham. Por outro lado, no grupo Bjussu, foram observadas diferencas
significativas na comparacao entre os periodos 24h vs 48h (p<0.01), 24h vs 96h (p<0.05),
48h vs 96h (p<0.001), 72h vs 96h (p<0.01).
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Grafico 1: Expressdo grafica da densidade de pixels dos blots de MyoD nos diferentes tempos
analisados apods injecao i.m. de veneno de Bothrops jararacussu (Bjussu) (1,0 mg/kg) ou solugdo salina
(Sham) (0,9%). Andlise de variancia ANOVA one-way, seguida pelo pos-teste de Bonferroni. Os dados
estdo representados como meédia £+ EP da média. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001representam

significancia quando comparados entre si.

Myog apresentou marcagdao muito semelhante a de MyoD, com marcagéo de fibras
necréticas em todos os periodos e em membranas fantasma nos periodos de 24, 48 e 72
horas (Figura 14).

A andlise densitométrica em triplicata de imunoblots de Myog mostrou diferenga
significativa (p<0.01) na expressao relativa de MyoD apenas na comparacao entre os grupos
Sham 72h e Bjussu 72h. Entre os demais grupos ndo foram observadas diferencas
significativas no tratamento (Figura 14).
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Por meio da analise de variancia ANOVA one-way, seguida pelo pos-teste de
Bonferroni, para Myog néo foi possivel detectar diferencas significativas entre os diferentes
periodos do grupo Sham. Por outro lado, no grupo Bjussu, foram observadas diferencas
significativas na comparacao entre os periodos 24h vs 96h (p<0.01), 48h vs 72h (p<0.01),
48h vs 96h (p<0.01), 72h vs 96h (p<0.001).

Myog
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Grafico 2: Expressao grafica da densidade de pixels dos blots de Myog nos diferentes tempos
analisados apoés injecao i.m. de veneno de Bothrops jararacussu (Bjussu) (1,0 mg/kg) ou solugédo salina
(Sham) (0,9%). Andlise de varidncia ANOVA one-way, seguida pelo pos-teste de Bonferroni. Os dados
estdo representados como média £+ EP da média. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001representam

significancia quando comparados entre si.

Nos periodos de 24 e 48 horas, GDF-8 apresentou marcacao muito semelhante a de
MyoD, localizada em membranas fantasma, miofibras necréticas e citoplasma de mioblastos
em proliferagdo. Ja em 72 horas é possivel observar a marcacdo nuclear de células
proliferativas. No periodo de 96 horas pode-se observar imunomarcacdo em miofibras
necroticas, nucleo e citoplasma de miotubos em formacao, assim como fibras nervosas em
formacéo (Figura 15).

A analise densitométrica em triplicata de imunoblots de GDF-8 mostrou diferenca
significativa (p<0.01) na expressao relativa de GDF-8 apenas na comparagao entre 0s grupos
Sham 96h e Bjussu 96h. Entre os demais grupos ndo foram observadas diferengas
significativas no tratamento (Figura 15).



55

Por meio da analise de variancia ANOVA one-way, seguida pelo pos-teste de
Bonferroni, para GDF-8 nao foi possivel detectar diferencas significativas entre os diferentes
periodos do grupo Sham. Por outro lado, no grupo Bjussu, foram observadas diferencas
significativas na comparagao entre os periodos 24h vs 96h (p<0.001), 48h vs 96h (p<0.001),
72h vs 96h (p<0.01).
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Grafico 3: Expressao grafica da densidade de pixels dos blots de GDF-8 nos diferentes tempos
analisados apoés injecao i.m. de veneno de Bothrops jararacussu (Bjussu) (1,0 mg/kg) ou solucédo salina
(Sham) (0,9%). Andlise de variancia ANOVA one-way, seguida pelo pos-teste de Bonferroni. Os dados
estdo representados como média £+ EP da média. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001representam

significancia quando comparados entre si.

Para MuRF-1, nos periodos de 24, 48 e 72 horas, nota-se imunoexpressao localizada
em citoplasma de miofibras necréticas e perimisio de regides intactas. As 96 horas
exclusivamente a imunomarcacao do interior de vasos sanguineos em formacao (Figura 16),
assim como observado para MyoD (Figura 13).

A andlise densitométrica em triplicata de imunoblots de MuRF-1 mostrou diferenca
significativa (p<0.05) na expressao relativa de MuRF-1 apenas na comparacao entre os
grupos Sham 96h e Bjussu 96h. Entre os demais grupos nao foram observadas diferengas
significativas no tratamento (Figura 16).

Por meio da andlise de varidncia ANOVA one-way, seguida pelo poés-teste de
Bonferroni, para MuRF-1 foram detectadas diferengas significativas entre os diferentes
periodos do grupo Sham: 48h vs 96h (p<0.05) e 72h vs 96h (p<0.05).

No grupo Bjussu, foram observadas diferencgas significativas na comparacao entre os
periodos 24h vs 48h (p<0.05), 24h vs 72h (p<0.05), 48h vs 96h (p<0.05), 72h vs 96h (p<0.05).
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Grafico 4: Expressao grafica da densidade de pixels dos blots de MuRF-1 nos diferentes tempos
analisados apoés injecao i.m. de veneno de Bothrops jararacussu (Bjussu) (1,0 mg/kg) ou solugdo salina
(Sham) (0,9%). Andlise de varidncia ANOVA one-way, seguida pelo pos-teste de Bonferroni. Os dados
estdo representados como meédia + EP da média. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001representam

significancia quando comparados entre si.

A proteina Fbx-32, em 24 e 48 horas, mostra leve imunoexpressao em miofibras em
processo degenerativo com presenca de lesdes delta. As 48 horas também fica evidente a
marcagao nuclear em células proliferativas. No periodo de 72 horas ndo ocorre marcagao
nuclear, apenas no citoplasma de miofibras em processo degenerativo (Figura 17).

A analise densitométrica em triplicata de imunoblots de Fbx-32, demonstrou padréao
muito similar na comparacao dos grupos Sham e Bjussu em todos periodos, sem alteracoes
significativas nas analises (Figura 17).

Por meio da analise de variancia ANOVA one-way, seguida pelo pos-teste de
Bonferroni, para Fbx-32 nao foi possivel detectar diferengas significativas entre os diferentes
periodos do grupo Sham. Por outro lado, no grupo Bjussu, foram observadas diferencas
significativas na comparacgéo entre os periodos 24h vs 48h (p<0.05), 24h vs 72h (p<0.05).
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Grafico 5: Expressdo grafica da densidade de pixels dos blots de Fbx-32 nos diferentes tempos
analisados apoés injecao i.m. de veneno de Bothrops jararacussu (Bjussu) (1,0 mg/kg) ou solucédo salina
(Sham) (0,9%). Andlise de varidncia ANOVA one-way, seguida pelo pos-teste de Bonferroni. Os dados
estdo representados como meédia + EP da média. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001representam

significancia quando comparados entre si.

Nos grupos Sham nao foi observada a marcag¢ao de nenhuma das proteinas analisadas acima
(ndo mostrado).

6.2 — Analise de expressao protéica com Bothropsina — 1 (BthTx-1)

e MyoD

A analise densitométrica em triplicata de imunoblots de MyoD, demonstrou padrao muito
similar na comparacao dos grupos Sham e BthTx1 em todos periodos, sem alteracoes
significativas nas analises.
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Por meio da analise de variancia ANOVA one-way, seguida pelo pés-teste de Bonferroni,
para MyoD foram detectadas diferencas significativas entre os diferentes periodos do grupo
BthTx1 na comparagao entre os periodos 24h vs 48h (p<0.001), 24h vs 72h (p<0.05), 48h

vs 72h (p=<0.01).
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A anadlise densitométrica em triplicata de imunoblots de Myog mostrou diferenga
significativa (p<0.001) na expressao relativa de Myog apenas na comparagao entre 0s grupos
Sham 48h e BthTx1 48h. Entre os demais grupos nado foram observadas diferengas

significativas no tratamento.
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Grafico 8: Expressdo grafica da densidade de pixels dos blots de Myog nos diferentes tempos
analisados apés injecéo i.m. de Bothropsina — 1 isolada (2,5 mg/kg) ou solugéo salina (0,9%). Teste t
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de Student. Os dados estdo representados como média + EP da média. *p<0.05, **p=<0.01,

***p=<0.001representam significancia no teste f de Student quando comparados aos controles.

Por meio da analise de variancia ANOVA one-way, seguida pelo pds-teste de Bonferroni,
para Myog, nao foram detectadas diferengas significativas entre os diferentes periodos do
grupo BthTx1.

Myog

Grafico 9: Expressao grafica da densidade de pixels dos 1804

blots de MyoD nos diferentes tempos analisados ap6és
injecdo i.m. de Bothropstoxina-I isolada (BthTx1) (2,5
mg/kg). Analise de varidancia ANOVA one-way, seguida
pelo pés-teste de Bonferroni. Os dados estao
representados como média + EP da média. *p<0.05,

Taxa de densidade o6ptica (%)

**p<0.01, ***p=<0.001representam significancia quando
comparados entre si.

e GDF-8

A andlise densitométrica em triplicata de imunoblots de GDF-8 mostrou diferenca
significativa (p<0.01) na expressao relativa de GDF-8 apenas na comparagéo entre 0s grupos
Sham 48h e BthTx1 48h. Entre os demais grupos nado foram observadas diferengas
significativas no tratamento.
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Taxa de densidade 6ptica (%)
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e

Grafico 10: Expressdo grafica da densidade de pixels dos blots de GDF-8 nos diferentes tempos

analisados apés injecéo i.m. de Bothropsina — 1 isolada (2,5 mg/kg) ou solugéo salina (0,9%). Teste t



60

de Student. Os dados estdo representados como média + EP da média. *p<0.05, **p=<0.01,

***p=<0.001representam significancia no teste f de Student quando comparados aos controles.

Por meio da analise de variancia ANOVA one-way, seguida pelo pds-teste de Bonferroni,
para GDF-8 foram detectadas diferengas significativas entre os diferentes periodos do grupo
BthTx1 na comparacéao entre os periodos 24h vs 72h (p<0.01), 24h vs 96h (p=<0.05).

GDF8
g 100- E : l
Grafico 11: Expressdo grafica da densidade de & :
pixels dos blots de GDF-8 nos diferentes tempos f% 80+
analisados apds injecao i.m. de Bothropstoxina-I % 60-
isolada (BthTx1) (2,5 mg/kg). Andlise de variancia "E
ANOVA one-way, seguida pelo pos-teste de 5 -
Bonferroni. Os dados estao representados como § 204
média + EP da média. *ps0.05, **ps0.01, & "
***p<0.001representam  significancia quando o
comparados entre si. ,\.{*q' <
& & P Ny

e Fbx-32

A analise densitométrica em triplicata de imunoblots de Fbx-32 mostrou diferencas
significativas entre os grupos Sham 48h e BthTx1 48h (p<0.01) e entre os grupos Sham 96h
e BthTx1 96h (p<0.05). Na comparagéo dos demais grupos néo foram observadas diferencas
significativas.

Grafico 12: Expressdo grafica
da densidade de pixels dos blots Fbx32
de Fbx-32 nos diferentes tempos
analisados apoés injecdo i.m. de
Bothropsina — 1 isolada (2,5
mg/kg) ou solugao salina (0,9%).
Teste t de Student. Os dados

DSham
Bl sthTx

estdo representados como
média + EP da média. *p<0.05,
**p<0.01,

***p<0.001representam PPN G R SO SO S

Taxa de densidade éptica (%)

significancia no teste t de

. e
Student quando comparados Fbx-32 w= == P W = . e 42kDa

aos controles. GAPDH o anp e e > a»> e ),
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Por meio da analise de variancia ANOVA one-way, seguida pelo pds-teste de Bonferroni,
para Fbx-32, ndo foram detectadas diferencgas significativas entre os diferentes periodos do
grupo BthTx1.

Fbx32

150
Grafico 13: Expressao grafica da densidade de pixels dos

blots de Fbx-32 nos diferentes tempos analisados apds
injecdo i.m. de Bothropstoxina-l isolada (BthTx1) (2,5
mg/kg). Andlise de variancia ANOVA one-way, seguida

pelo pos-teste de Bonferroni Os dados estdo

representados como média + EP da média. *p<0.05,

Taxa de densidade optica (%)

**p=<0.01, ***p=<0.001representam significancia quando

comparados entre si.

e MuRF-1

A analise densitométrica em triplicata de imunoblots de MuRF-1 mostrou diferenca
significativa (p<0.01) na expressao relativa de MuRF-1 apenas na comparag¢do entre os
grupos Sham 48h e BthTx1 48h. Entre os demais grupos nao foram observadas diferencas
significativas no tratamento.

MuRF1
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Grafico 14: Expressao grafica da densidade de pixels dos blots de MuRF-1 nos diferentes tempos
analisados apéds injecdo i.m. de Bothropsina — 1 isolada (2,5 mg/kg) ou solugao salina (0,9%). Teste t
de Student. Os dados estdo representados como média + EP da média. *p<0.05, **p<0.01,

*k*k

p<0.001representam significancia no teste t de Student quando comparados aos controles.
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Por meio da analise de variancia ANOVA one-way, seguida pelo pds-teste de Bonferroni,
para MuRF-1, ndo foram detectadas diferencas significativas entre os diferentes periodos do
grupo BthTx1.

MuRF1

< 1504
Grafico 15: Expressao grafica da densidade de pixels dos blots §
de MuRF-1 nos diferentes tempos analisados ap6s injegao i.m. g 1001
de Bothropstoxina-1 isolada (BthTx1) (2,5 mg/kg). Andlise de §
variancia ANOVA one-way, seguida pelo poés-teste de % ]
Bonferroni. Os dados estao representados como média + EP da % 6
média. *p<0.05, **p=<0.01, ***p<0.001representam significancia - \,»‘:e \»‘5“ \,\q}‘ \qé‘
quando comparados entre si. °§‘+ 0$+ °§~* 069

6.3 — Analise de expressao protéica com Bothropsina — 2 (BthTx-2)

e MyoD

A analise densitométrica em triplicata de imunoblots de MyoD mostrou diferenca
significativa (p<0.01) na expressao relativa de MyoD apenas na comparacao entre 0s grupos
Sham 24h eBthTx2 24h. Entre os demais grupos ndo foram observadas diferengas
significativas no tratamento.
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Grafico 16: Expressado grafica da densidade de pixels dos blots de MyoD nos diferentes tempos
analisados apés injecéo i.m. de Bothropsina — 2 isolada (2,5 mg/kg) ou solugéo salina (0,9%). Teste t
de Student. Os dados estdo representados como média + EP da média. *p<0.05, **p=<0.01,

***p<0.001representam significancia no teste t de Student quando comparados aos controles.

Por meio da analise de variancia ANOVA one-way, seguida pelo pds-teste de Bonferroni,

para MyoD foram detectadas diferencas significativas entre os diferentes periodos do grupo
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BthTx2 na comparagao entre os periodos 24h vs 48h (p<0.001), 24h vs 72h (p<0.001), 24h
vs 96h (p<0.001), 48h vs 72h (p<0.001), 48h vs 96h (p<0.001).

MyoD

;\; 150_ '[ ok :
Grafico 17: Expressao grafica da densidade de pixels dos g | . :
blots de MyoD nos diferentes tempos analisados ap6s ? w00 ! !
injegdo i.m. de Bothropstoxina-Il isolada (BthTx2) (25 8 PP
mg/kg). Andlise de variancia ANOVA one-way, seguida é 50+
pelo poés-teste de Bonferroni. Os dados estao %
representados como média + EP da média. *p<0.05, :_fé 0=
*k *kk . g A . 'bh‘\ @‘\ 4\"‘\ 0?‘(\

p=0.01, p<0.001representam significAncia quando & & & &

comparados entre si. & & & &

e Myog

A andlise densitométrica em triplicata de imunoblots de Myog mostrou diferenga
significativa (p<0.01) na expressao relativa de Myog apenas na comparagao entre 0s grupos
Sham 48h e BthTx2 48h. Entre os demais grupos nao foram observadas diferencas
significativas no tratamento.

Myog
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Gréfico 18: Expressdo grafica da densidade de pixels dos blots de Myog nos diferentes tempos
analisados apds injegcéo i.m. de Bothropsina — 2 isolada (2,5 mg/kg) ou solugéo salina (0,9%). Teste t
de Student. Os dados estdo representados como média + EP da média. *p<0.05, **p<0.01,

*k*k

p<0.001representam significancia no teste t de Student quando comparados aos controles.

Por meio da andlise de variancia ANOVA one-way, seguida pelo pos-teste de Bonferroni,
para Myog, nao foram detectadas diferencas significativas entre os diferentes periodos do
grupo BthTx2.
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Myog
150+
Grafico 19: Expresséao grafica da densidade de pixels dos

blots de Myog nos diferentes tempos analisados apds
injecdo i.m. de Bothropstoxina-l isolada (BthTx1) (2,5
mg’kg). Andlise de variancia ANOVA one-way, seguida pelo
pbs-teste de Bonferroni. Os dados estao representados

Taxa de densidade optica (%)

como média + EP da média. *p<0.05, **p<0.01,

i A o ol o 8>
p<0.001representam significancia quando comparados <F <F <F <F
entre si.

e GDF-8

A analise densitométrica em triplicata de imunoblots de GDF-8 mostrou diferencas
significativas entre os grupos Sham 24h e BthTx2 24h (p<0.01) e entre os grupos Sham 48h
e BthTx2 48h (p<0.01). Na comparagdo dos demais grupos néo foram observadas diferencas
significativas.
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Grafico 20: Expressao grafica da densidade de pixels dos blots de GDF-8 nos diferentes tempos
analisados apéds injecéo i.m. de Bothropsina — 2 isolada (2,5 mg/kg) ou solugao salina (0,9%). Teste t
de Student. Os dados estdo representados como média + EP da média. *p<0.05, **p<0.01,

***p<0.001representam significancia no teste t de Student quando comparados aos controles.

Por meio da analise de variancia ANOVA one-way, seguida pelo pds-teste de Bonferroni,
para GDF-8 foram detectadas diferencas significativas entre os diferentes periodos do grupo
BthTx2 na comparacéao entre os periodos 24h vs 48h (p<0.001), 24h vs 72h (p<0.001), 24h
vs 96h (p<0.001).
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Grafico 21: Expressao grafica da densidade de pixels dos blots S —— '
. e & L

de GDF=8 nos diferentes tempos analisados apés injecao i.m. 2 00+
de Bothropstoxina-Il isolada (BthTx2) (2,5 mg/kg). Analise de §

c 50-
variancia ANOVA one-way, seguida pelo poés-teste de %

©
Bonferroni. Os dados estao representados como média + EP da g o
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e Fbx-32

A andlise densitométrica em triplicata de imunoblots de Fbx-32 mostrou diferenca
significativa (p<0.01) na expressao relativa de Fbx-32 apenas na comparacao entre 0s grupos
Sham 24h e BthTx2 24h. Entre os demais grupos nao foram observadas diferencas
significativas no tratamento.
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Grafico 22: Expressao grafica da densidade de pixels dos blots de Fbx-32 nos diferentes tempos
analisados apoés injecao i.m. de Bothropsina — 2 isolada (2,5 mg/kg) ou solucao salina (0,9%). Teste t
de Student. Os dados estdo representados como média + EP da média. *p<0.05, **p=<0.01,

***p<0.001representam significancia no teste t de Student quando comparados aos controles.

Por meio da andlise de variancia ANOVA one-way, seguida pelo pos-teste de Bonferroni,
para Fbx-32 foram detectadas diferencas significativas entre os diferentes periodos do grupo
BthTx2 na comparacgao entre os periodos 24h vs 48h (p<0.001), 24h vs 72h (p<0.001), 24h
vs 96h (p<0.001), 48h vs 72h (p<0.001), 72h vs 96h (p<0.001).



66

Fbx32
9 I i
5 150 j "I' ’
Grafico 23: Expressao grafica da densidade de pixels dos blots % Ly
de Fbx-32 nos diferentes tempos analisados apds injecao i.m. § 100
de Bothropstoxina-1l isolada (BthTx2) (2,5 mg/kg). Analise de g
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variancia ANOVA one-way, seguida pelo poés-teste de E 50
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significancia quando comparados entre si. g g g <
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e MuRF-1

A analise densitométrica em triplicata de imunoblots de MuRF-1 mostrou diferenca
significativa (p<0.01) na expressao relativa de MuRF-1 apenas na comparagao entre os
grupos Sham 24h e BthTx2 24h. Entre os demais grupos nao foram observadas diferencas
significativas no tratamento.
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Grafico 24: Expressao grafica da densidade de pixels dos blots de MuRF-1 nos diferentes tempos
analisados apds injecao i.m. de Bothropsina — 2 isolada (2,5 mg/kg) ou solugao salina (0,9%). Teste t
de Student. Os dados estdo representados como média + EP da média. *p<0.05, **p<0.01,

***p<0.001representam significancia no teste t de Student quando comparados aos controles.

Por meio da anadlise de variancia ANOVA one-way, seguida pelo pés-teste de
Bonferroni, para MuRF-1 foram detectadas diferencas significativas entre os diferentes
periodos do grupo BthTx2 na comparagao entre os periodos 24h vs 48h (p<0.01), 24h vs
48h (p<0.01), 24h vs 96h (p<0.01).



Grafico 25: Expressao grafica da densidade de pixels dos
blots de MuRF-1 nos diferentes tempos analisados apos
injecdo i.m. de Bothropstoxina-Il isolada (BthTx2) (2,5 mg/kg).
Analise de variancia ANOVA one-way, seguida pelo pés-teste
de Bonferroni. Os dados estao representados como média +
EP da média. *p<0.05, **p=<0.01, ***p=<0.001representam

significancia quando comparados entre si.

6.4 — Analise da funcao motora dinamica
6.4.1 — Apoio

As Tabelas 2 e 3 apresentam os valores médios do Apoio (s), seguidos pelo desvio

Taxa de densidade optica (%)
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padrao da média dos diferentes grupos experimentais (Sham e Bjussu) no decorrer dos
diferentes periodos de tempo (pré-lesao, 3, 24, 48, 72h e 96h po6s-lesédo (n=5 e 3 corridas

coletadas por animal).

Tabela 2 — Valores médios e desvio padrao do Apoio (s) do membro esquerdo

Membro esquerdo (contralateral)

Grupo

s Pré-injuria |3 horas 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
Sham |0.11 £0.04 |0.07 £0.01 |0.07 £0.03 |0.07 £0.01 |0.06+0 0.08 £ 0.04
Bjussu |0.08 £0.01 |0.08 £0 0.07 £0.01 |0.06 £0.01 |0.06 £0.02 [0.07 +0.01
Tabela 3 — Valores médios e desvio padrao do Apoio (s) do membro direito

Membro direito (tratado)

Grupo

s Pré-injuria |3 horas |24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
Sham [0.10+0.02 |0.07+0 [0.08 £0.02 |0.07+0.01 |0.06+0 0.08 £ 0.04
Bjussu |0.07 £0.01 |0.04+0 |0.06 0 0.07+0.01 |0.05+0.03 [0.06+0
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A analise estatistica baseada no comportamento individual no decorrer dos
diferentes tempos revelou diferencgas significativas do parametro Apoio (s) do membro

direito, na comparacao entre os grupos Sham e Bjussu nos periodos de Pré-injuria (p<0.01),
3h e 48 (p=<0.001).

Stand - Right Hindlimb

(=]
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DSham
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Grafico 26 — Comportamento do Apoio (s) do membro direito para os grupos Bjussu e Sham nos
diferentes periodos analisados. Teste t de Student. Os dados estao representados como média + EP

da média. *p=<0.05, **p=<0.01, ***p=<0.001representam significancia no teste t de Student quando
comparados aos controles.

Na comparagéo baseada no comportamento individual no decorrer dos diferentes
tempos revelou diferencas significativas do parametro Apoio (s) do membro esquerdo

(contralateral), na comparacao entre os grupos Sham e Bjussu nos periodos de 72h e 96h
(p=0.05).
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Grafico 27 — Comportamento do Apoio (s) do membro esquerdo (contralateral) para os grupos Bjussu
e Sham nos diferentes periodos analisados. Teste t de Student. Os dados estédo representados como
média + EP da média. *p<0.05, **p=<0.01, ***p<0.001representam significAncia no teste t de Student
quando comparados aos controles.

Também foi realizada a andlise da comparac¢ao do parametro Apoio (s) entre 0 membro
direito e 0 esquerdo (contralateral) para cada periodo de tratamento (24, 48, 72 e 96h) dos
dois grupos Bjussu e Sham.

Os animais do grupo Sham apresentaram um padrdo de comportamento muito

semelhante para ambos 0s membros, ndo apresentando assim diferengas significativas.
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Grafico 28 — Andlise da comparagdo do comportamento do Apoio (s) entre os membros direito e

esquerdo (contralateral) para o grupo Sham nos diferentes periodos analisados. Teste fde Student. Os
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dados estao representados como média + EP da média. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001representam
significancia no teste t de Student quando comparados aos controles.

Animais do grupo Bjussu apresentaram alteragdo no padrdo de comportamento

significativas na comparacdo entre os membros direito e esquerdo nos periodos de 3h
(p=0.001) e 96h (p=0.05).
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Grafico 29 — Analise da comparacdo do comportamento do Apoio (s) entre os membros direito e
esquerdo (contralateral) para o grupo Bjussu nos diferentes periodos analisados. Teste t de Student.
Os dados estao representados como média + EP da média. *p<0.05, **p<0.01, ***p=<0.001representam
significancia no teste t de Student quando comparados aos controles.

6.4.2 — Intensidade Maxima
As Tabelas 4 e 5 apresentam os valores médios da Intensidade Maxima (u.a.),
seguidos pelo desvio padrao da média dos diferentes grupos experimentais (Sham e Bjussu)

no decorrer dos diferentes periodos de tempo (pré-lesao, 3, 24, 48, 72h e 96h pds-lesao
(n=5 e 3 corridas coletadas por animal).

Tabela 4 — Valores médios e desvio padrdo da Intensidade Maxima (u.a.) do membro esquerdo

Membro esquerdo (contralateral)

Grupo

s Pré-injuria |3 horas 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas




Sham

179.7 £9.0

170.2+8.4

150.8 £ 4.6

129.8 £3.8

129.8 £3.8

71

162.4 +10

Bjussu

141.3+4.4

147.7 £4.3

155.0 £ 6.1

1545 +2.5

134.8 £4.7

166.3 + 2.1

Tabela 5 — Valores médios e desvio padrao da Intensidade Maxima (u.a.) do membro direito

Membro direito (tratado)

Grupo

s Pré-injuria |3 horas 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
Sham (196.0+59 |[1629+7.0 |114.1+£53 [140.0£54 |126.4+4.5 |144.4+5.8
Bjussu (129.6 £+4.8 |[0+0 116.6 £5.8 |1454+1.0 [133.9+23 |161.8 6.0

A analise estatistica baseada no comportamento individual no decorrer dos

diferentes tempos revelou diferengas significativas do pardmetro Intensidade Maxima (u.a.)

do membro direito, na comparacéao entre os grupos Sham e Bjussu nos periodos de Pré-
injuria e 3h (p<0.001).
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Grafico 30 — Comportamento da Intensidade Maxima (u.a.) do membro direito para os grupos Bjussu

e Sham nos diferentes periodos analisados. Teste t de Student. Os dados estao representados como

média + EP da média. *p=<0.05, **p<0.01, ***p<0.001representam significancia no teste t de Student

guando comparados aos controles.

Também foi realizada a analise da comparagao do parametro Intensidade Maxima

(u.a.) entre 0 membro direito e 0 esquerdo (contralateral) para cada periodo de tratamento

(24, 48, 72 e 96h) dos dois grupos Bjussu e Sham.



Os animais do grupo Sham apresentaram um padrao de comportamento muito

semelhante para ambos 0s membros, ndo apresentando assim diferengas significativas.
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Grafico 31 — Analise da comparagdo do comportamento da /Intensidade Maxima (u.a.) entre os

membros direito e esquerdo (contralateral) para o grupo Sham nos diferentes periodos analisados.
Teste t de Student. Os dados estédo representados como média + EP da média. *p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001representam significancia no teste t de Student quando comparados aos controles.

Animais do grupo Bjussu apresentaram alteracdo no padrdo de comportamento

significativas na comparacéao entre os membros direito e esquerdo nos periodos de pré-injaria
(p=<0.05), 3h (p<0.001), 24h (p<0.001) e 48h (p=<0.01).
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Grafico 32 — Analise da comparagdao do comportamento da Intensidade Maxima (u.a.) entre os

membros direito e esquerdo (contralateral) para o grupo Bjussu nos diferentes periodos analisados.

Teste t de Student. Os dados estédo representados como média + EP da média. *p<0.05, **p<0.01,

***p<0.001representam significancia no teste { de Student quando comparados aos controles.

6.4.3 — Velocidade de Balanco

As Tabelas 6 e 7 apresentam os valores médios da Velocidade de Balango (cm/s),

seguidos pelo desvio padrao da média dos diferentes grupos experimentais (Sham e Bjussu)

no decorrer dos diferentes periodos de tempo (pré-leséo, 3, 24, 48, 72h e 96h pds-lesao

(n=5 e 3 corridas coletadas por animal).

Tabela 6 — Valores médios e desvio padrdo da Velocidade de Balanco (cm/s) do membro esquerdo

Membro esquerdo (contralateral)

Grupo

s Pré-injuria |3 horas 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
Sham [70.3+5.7 [90.8+5.8 |92.4+3.5 108.9+4.0 |94.3+52 [122.0+7.3
Bjussu (1029 +5.2 |96.7+8.0 |107.6+18.0 [103.3+6.9 |121.3+1.7 |1149+7.8

Tabela 7 — Valores médios e desvio padrao da Velocidade de Balango (cm/s) do membro direito
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Membro direito (tratado)

Grupo

s Pré-injuria |3 horas 24 horas |48 horas |72 horas 96 horas
Sham (876146 |1059+6.0 |[83.5+£7.9 |96.4+3.4 |(946+7.1 103.6 £+ 11.8
Bjussu [82.5+11.6 |0.0+0.0 89.9+56 [988+53 [1322+11.4 |108.0+17.8

A analise estatistica baseada no comportamento individual no decorrer dos

diferentes tempos revelou diferencas significativas do parametro Velocidade de Balango

(cm/s) do membro direito, na comparacao entre os grupos Sham e Bjussu nos periodos de

Pré-injuria (p<0.001), 3h (p<0.001) e 24h (p=<0.01).
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Grafico 33 — Comportamento da Velocidade de Balanco (cm/s) do membro direito para os grupos

Bjussu e Sham nos diferentes periodos analisados. Teste tde Student. Os dados estao representados

como média + EP da média. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001representam significancia no teste t de

Student quando comparados aos controles.

Também foi realizada a analise da comparagao do parametro Velocidade de Balango

(cm/s) entre 0 membro direito e 0 esquerdo (contralateral) para cada periodo de tratamento
(24, 48, 72 e 96h) dos dois grupos Bjussu e Sham.
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Os animais do grupo Sham apresentaram um padrao de comportamento muito
semelhante para ambos 0os membros, porém foram observadas diferengas significativas

para os periodos de pré-injuria, 3h e 48h (p<0.05).
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Grafico 34 — Andlise da comparacao do comportamento da Velocidade de Balanco (cm/s) entre os
membros direito e esquerdo (contralateral) para o grupo Sham nos diferentes periodos analisados.
Teste t de Student. Os dados estédo representados como média + EP da média. *p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001representam significancia no teste t de Student quando comparados aos controles.

Animais do grupo Bjussu apresentaram alteracdo no padrdo de comportamento
significativas na comparacao entre os membros direito e esquerdo somente no periodo de 3h
(p=0.001).
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Grafico 35 — Analise da comparagao do comportamento da Velocidade de Balango (cm/s) entre os

membros direito e esquerdo (contralateral) para o grupo Bjussu nos diferentes periodos analisados.
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Teste t de Student. Os dados estdo representados como média + EP da média. *p<0.05, **p<0.01,

***p=<0.001representam significancia no teste f de Student quando comparados aos controles.

6.4.4 — Comprimento da passada

As Tabelas 8 e 9 apresentam os valores médios do Comprimento da passada (cm),

seguidos pelo desvio padrao da média dos diferentes grupos experimentais (Sham e Bjussu)

no decorrer dos diferentes periodos de tempo (pré-lesédo, 3, 24, 48, 72h e 96h pds-lesao).

Tabela 8 — Valores médios e desvio padrdao do Comprimento da Passada (cm) do membro esquerdo

Membro esquerdo (contralateral)

Grupo

s Pré-injaria 3 horas 24 horas |48 horas |72 horas 96 horas
Sham |5.7 £0.1 82104 7.0x05 6.4+0.6 7107 7.0x0.8
Bjussu 8.0 £ 0.3 7.3+£0.0 7.7+03 76+0.2 6.7+1.1 75+1.2

Tabela 9 — Valores médios e desvio padrdao do Comprimento da Passada (cm) do membro direito

Membro direito (tratado)

Grupo

s Pré-injuria 3 horas 24 horas |48 horas |72 horas 96 horas
Sham |6.1+0.2 73+01 |7.3+0.1 6.8 £0.5 7.3+0.2 5.8+0.8
Bjussu | 7.9 £0.0 0.0£0.0 8.1 £0.1 7.8x+0.2 76x0.0 7312

A analise estatistica baseada no comportamento individual no decorrer dos

diferentes tempos revelou diferencas significativas do parametro Comprimento de Passada

(cm) do membro direito, na comparacao entre os grupos Sham e Bjussu nos periodos de

Pré-injria (p<0.001), 3h (p<0.001) e 24h (p<0.01).
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Grafico 36 — Comportamento do Comprimento de Passada (cm) do membro direito para os grupos
Bjussu e Sham nos diferentes periodos analisados. Teste tde Student. Os dados estao representados
como média + EP da média. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001representam significancia no teste t de

Student quando comparados aos controles.

Também foi realizada a andlise da comparagdo do parametro Comprimento de
Passada (cm) entre 0 membro direito e 0 esquerdo (contralateral) para cada periodo de
tratamento (24, 48, 72 e 96h) dos dois grupos Bjussu e Sham.

Os animais do grupo Sham apresentaram um padrao de comportamento muito
semelhante para ambos 0os membros, porém foram observadas diferengas significativas
para os periodos de pré-injuria e 3h (p<0.05).

Sham - Stride Lenght

10
& |m L
2 6
S
2 [ Right Hindlimb
£ ] Left Hindlimb
S 2
0 L] I L] L] I I
5 &S At & AN o N
& T ST T S
0\0 O
<€ <€

Grafico 37 — Andlise da comparagdo do comportamento da Comprimento de Passada (cm) entre os

membros direito e esquerdo (contralateral) para o grupo Sham nos diferentes periodos analisados.
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Teste t de Student. Os dados estédo representados como média + EP da média. *p<0.05, **p=<0.01,

***p=<0.001representam significancia no teste f de Student quando comparados aos controles.

Animais do grupo Bjussu apresentaram altera¢cao no padréao de comportamento

significativas na comparacao entre os membros direito e esquerdo somente no periodo de
3h (p=<0.001).
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Grafico 38 — Analise da comparacdo do comportamento da Comprimento da Passada (cm) entre os
membros direito e esquerdo (contralateral) para o grupo Bjussu nos diferentes periodos analisados.
Teste t de Student. Os dados estdo representados como média + EP da média. *p<0.05, **p<0.01,

***p<0.001representam significancia no teste t de Student quando comparados aos controles.
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7 — DISCUSSAO

7.1 — Expressao protéica em modelo de injuria reproduzido com veneno bruto de
Bothrops jararacussu

As serpentes peconhentas apresentam os mecanismos de cacga e defesa integrados
mais avangados da natureza, ja que seus venenos sao complexas misturas de centenas de
proteinas e peptideos cuja fungéo € de imobilizar, matar ou auxiliar na digestao das presas
(MENEZES et al, 2006). Esse perfil farmacolégico diversificado é resultado do processo de
evolugdo ocorrido a cerca de 60 a 80 milhdes de anos atras, quando se tem registro do
surgimento das glandulas de veneno (FRY, 2005).

As proteinas que compdem o veneno das serpentes sd0 em sua maior parte
fosfolipases do tipo A2 (PLA;) (ANDRIAO-ESCARSO et al, 2000), sendo que necrose
muscular, perda permanente de tecido, amputagdo e incapacitacdo de membros sao
consequéncias dos efeitos locais de envenenamento de muitas espécies (GUTIERREZ &
LOMONTE, 1995).

As serpentes do género Bothrops sao as que mais causam acidentes na América
Latina (ZAMUNER et al, 2001; DOURADO et al, 2011).

Envenenamento por serpentes desse género apresentam principalmente sintomas
locais relacionados a necrose muscular, enquanto que também pode apresentar sintomas
sistémicos como coagulopatia e hemorragia (WHITE, 2005). Considerando que os efeitos
descritos sdo decorrentes da acao de uma série de proteinas, enzimas e peptideos presentes
no veneno, como fosfolipases A2, metaloproteinases, serinoproteases, L-amino-acido
oxidases (LAAOQ), fator de crescimento de nervos (NGF), lectinas do tipo C e proteinas ricas
em cisteina (CORREA-NETO et al, 2010).

Ao mesmo tempo em que ocorre a agao das enzimas hemorragicas e proteoliticas,
ocorre também destruicdo dos vasos sanguineos, tendo a faléncia da microcirculagéo e dano
por anoxia como consequéncia indireta do envenenamento. Além disso ocorre a destruigcao
de nervos motores, 0 que contribui ainda mais para a perda de funcionalidade muscular
(MEBS & OWNBY, 1990; QUEIROZ et al, 2002; VERONESE et al, 2003).

Sendo que o Unico tratamento disponivel para esses casos de envenenamentos é a
soroterapia: soro antibotrépico (SAB) ou soro antibotrépico-laquético (SABL). Contudo, além
da utilizagao da soroterapia representar risco de reagdes alérgicas a vitima, ela nao é eficiente
na reducao do avango dos danos teciduais locais.

As toxinas animais representam ferramentas importantes na investigacdo dos mecanismos
celulares e moleculares envolvidos nos processos de degradacao e regeneragao tecidual

decorrentes de acidentes ofidicos.
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Nesse contexto, esse estudo visou elucidar os mecanismos moleculares envolvidos
na evolugéo do quadro de remodelamento do tecido muscular apés acidente com serpente do
género Bothrops, para enfim subsidiar no futuro o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas mais eficientes para tratamento das vitimas.

Como esperado, qualquer estimulo quimico, fisico ou que ocasione a desestabilizacao
da membrana basal, é suficiente para ativar a resposta regenerativa do tecido muscular
esquelético, e consequentemente as células satélite (HAWKE & GARRY, 2001; CHARGE &
RUDNICKI, 2004; HOLTERMAN & RUDNICKI, 2005).

No modelo de lesdo desenvolvido em nosso estudo, apds realizada analise qualitativa
de expressao protéica (IHQ), foi possivel observar que apos a inje¢cao de veneno bruto de
Bothrops jararacussu, como esperado mostrou o processo de ativagdo dos fatores de
transcricdo miogénicos (MRFs) MyoD e Myog em todos os periodos de andlise (24, 48, 72 e
96 horas). Considerando que as fibras em processo necrético e membranas fantasma
(membranas basais) foram as estruturas que mais apresentaram as marcagdes positivas.

Interessantemente MyoD, durante a miogénese embrionaria, estd diretamente
relacionado a especificacao e determinacao da linhagem miogénica, e durante o periodo pés
natal esta relacionado tanto a funcdo de proliferacdo de mioblastos para reposicao de
miofibras (MEGENEY et al, 1996), quanto ao processo de diferenciacao terminal, e junto a
Myog, ambos atuam como promotores da diferenciacado terminal de mioblastos (HAWKE &
GARRY, 2001; CHARGE & RUDNICKI, 2004; GREFTE et al, 2007).

Na analise de Western Blotting para MyoD, em comparacao entre os grupos Sham e
Bjussu, foi possivel observar aumento de expressao significativo apenas para o grupo Bjussu
no periodo de 96 horas. Ja para Myog foi possivel observar aumento significativo de
expressao para o grupo Bjussu somente no periodo de 72 horas.

Esses resultados sugerem que, no nosso modelo de injuria muscular induzida por
veneno bruto de Bothrops jararacussu, os fatores de transcricdo MyoD e Myog apresentam
funcao importante no processo de diferenciagéo celular terminal, ou seja, na diferenciagéo de
mioblastos para miécitos e na formagéo e fusdo de miotubos.

A miostatina ou GDF-8 € uma proteina circulante da superfamilia TGF-f, cuja fungao
€ de atuar como regulador negativo da hipertrofia e hiperplasia muscular (HAWKE & GARRY,
2001; KOLLIAS & MCDERMOTT, 2008; MCFARLANE, 2007; PATEL & AMTHOR, 2005;
TOBIN & CELESTE, 2005; WEHLING et al., 2000; WHITTEMORE et al., 2003).

Segundo experimentos realizados por Whittemore et al (2003), a inibicao de GDF-8
através da administragdo farmacoldgica de anticorpos anti-GDF-8 resulta em aumento de
massa muscular do gastrocnémio em aproximadamente 23% e para o quadriceps em até
30%.
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Zhang et al (2011) também realizou em seus experimentos, a inibicado de GDF-8 in vivo em
modelo de doenga renal crénica utilizando administragdo farmacolégica de anticorpos anti-
GDF-8. E como resultado observou aumento significativo de massa muscular 7 dias apos
tratamento e que persistiram até 28 dias depois.

Em nosso modelo de lesdo, a expressao da miostatina nos periodos de 24 e 48 horas

foi observada nas miofibras necréticas e membranas fantasma, nos periodos de 72 e 96 horas
€ possivel observar sua expressao nos mionucleos em proliferagao, miotubos em formacao e
fibras nervosas. Na analise de Western Blotting, a injegdo com veneno bruto de Bothrops
jararacussu promoveu aumento significativo de expressao de GDF-8 somente no periodo de
96 horas.
Esse resultado pode reforgar, no nosso modelo, o papel como modulador negativo de GDF-
8, indicando que essa proteina pode ter fungao crucial no interrompimento do processo de
proliferagdo celular. E também participagdo no controle de diferenciacao terminal, junto a
MyoD e Myog.

A via ubiquitina-proteassomo é a maior via nao lisossomal responséavel pela quebra de
proteinas nas células eucarioticas (TAILLANDIER et al, 2004). A superexpressao dessa via
pode ser observada em varias condi¢coes patoldégicas humanas, como por exemplo: esclerose
amiotréfica lateral (LEGER et al, 2006), faléncia renal, doencas neuromusculares,
imobilizacdo, diabetes, sépsis, caquexia induzida por cancer, sindrome de cushing e
hipertiroidismo (MITCH & GOLDBERG, 1996; LECKER et al, 1999).

Independentemente da causa, a superexpressao da via ubiquitina-proteassomo leva
ao mesmo resultado: a perda extensiva de massa muscular, podendo ter como consequéncia
a perda de funcionalidade do tecido e assim aumento de letalidade (LECKER et al, 1999;
BALTGAVIN et al, 2008; SCHWARTZ & CIECHANVOER, 2009; SENF et al, 2008; KHARRAZ
et al, 2013).

Nos nossos experimentos, demonstraram que a injuria produzida pelo veneno bruto
de Bothrops jararacussu nao afetou a expressao de Fbx32, uma das proteinas marcadoras
da via ubiquitina-proteassomo. Por outro lado, em comparagédo dos grupos Sham e Bjussu,
observou-se que o grupo Sham apresentou aumento de expressao significativo para MuRF-
1, outro marcador da via ubiquitina-proteassomo, no periodo de 96 horas.

Esse resultado indica, dentro da limitagdo do nosso modelo de injuria, que a via
ubiquitina-proteassomo nao participa de forma significativa na degradagéo de proteinas e
perda de massa muscular, assim essa via possivelmente ndo participa de forma direta nas
sequelas causadas por acidentes botropicos.

Além disso, segundo experimentos realizados por Tintignac et al (2005) demonstram
que Fbx-32 tem MyoD como proteina alvo de ubiquitinacdo. Assim o fato de ter ocorrido

elevacao de expressao protéica de MyoD no grupo Bjussu e no periodo de 96 horas, enquanto
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que a expressao de Fbx-32 se mantém inalterada, pode indicar que a via do proteassomo nao
se apresenta ativa.

Porém, para confirmar essa hipétese seria necessario desenvolver, com a mesma
toxina, periodos de pdés envenenamento mais longos, e realizar experimentos que testem a
atividade proteolitica das proteinas em questdao (Fbx-32 e MuRF-1), além de outros
componentes da via, como por exemplo o proteassomo 26S.

Em nosso estudo o musculo gastrocnémio foi coletado e homogeneizado em sua
totalidade, sendo descartadas apenas a regido proximal e distal. Messa (2008) descreve que
a distribuicdo dos MRFs ao longo da fibra muscular é bastante contraditéria (CARSON &
BOOTH, 1998; ZADOR et al, 1999; HILL & GOLDSPINK, 2003). Podendo a expressdo dos
genes Fbx-32 e MuRF-1, possivelmente também seguir essa ldgica, explicando 0 aumento de
expressao de MuRF-1 no grupo Sham em comparagdo ao grupo Bjussu no periodo de 96
horas.

7.2 — Expressao protéica em modelo de injuria reproduzido com botropsinas | e Il
isoladas de veneno bruto de Bothrops jararacussu

As fosfolipases Az sdo enzimas de expressao ubiqua que catalisam ligacbes éster sn-
2 dos fosfolipidios liberando acidos graxos, lisofosfolipidios e acido araquidénico, estando
esse ultimo envolvido com o desencadeamento do processo inflamatério, podendo seu papel
também estar relacionado a uma série de condicoes patoldégicas como aterosclerose,
esquizofrenia e Alzheimer. (MURAKAMI et al, 2008).

Venenos de serpentes representam uma fonte abundante de PLA2s, que exibem uma
vasta gama de atividades farmacol6gicas que incluem: efeitos miotdxicos, hemoliticos,
hipotensivos, formacéo de edema e neurotoxicidade pré e pos sinaptica (MURAKAMI et al,
2008). A partir do veneno de Bothrops jararacussu foram isolados dois tipos basicos de
miotoxinas BthTX-l1 e BthTX-Ill, sendo a primeira uma Lys49 e a segunda uma Asp49,
respectivamente (HOMSI-BRANDENBURGO et al, 1988, VERONESE et al, 2005;
MURAKAMI et al, 2008).

Segundo estudos realizados por Cintra et al (1993) a BthTx-I € uma proteina de cadeia
simples composta por 121 residuos de aminoacidos. Também pode ser considerada
homdloga a isolada de B. atrox, Agkistrodon piscivorus piscivorus, T. flaoorividis | e I,
Bothrops asper, assim como as PLA2s pancreaticas.

Em estudo realizado por Murakami et al (2008), a inje¢ao de BthTx-1 (2.5ug/g) foi capaz
de alterar significativamente as concentragbes de CK plasmatica, indicando assim intensa

atividade miotdxica.
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Estudos realizados por Gutierrez et al (1991) demonstram que a BthTx-Il afeta
primariamente as fibras musculares e nao afeta outras estruturas como os vasos sanguineos,
nervos e membrana basal, promovendo um processo regenerativo satisfatorio.

Em analise de Western Blotting apds a inje¢ao de botropsina |, foi possivel observar
que para a expressao da proteina MyoD, o tratamento ndo causou alteracdes significativas
em nenhum dos periodos analisados.

Para a Myog e MuRF-1, em comparacao do grupo Sham com BthTx1 ocorreu diferenga
significativa para o grupo BthTx1 no periodo de 48 horas. E para Fbx-32 foram observadas
diferencas significativas para os periodos de 48 e 96 horas, em comparagao do grupo BthTx1
com Sham. Porém fica evidente que essas diferengas detectadas no periodo de 48 e 96 horas,
na comparagao realizada, ocorreu devido a uma queda de expressao do grupo Sham. Ja que
ao mesmo tempo, quando comparados entre si, ndo foram observadas diferencas
significativas entre nenhum dos periodos do grupo BthTx1, para nenhuma das proteinas
mencionadas acima.

O mesmo ocorreu para GDF-8, porém feitas comparagdes entre todos os periodos do
grupo BthTx1, foram detectadas diferencas significativas somente entre 24 e 72 horas, e 24 e
96 horas, nado influenciando no periodo de 48 horas. Sendo assim, mais uma vez a diferenca
encontrada em 48 horas na comparacgao entre o grupo Sham e BthTx1 ocorreu devido a uma
queda de expressao do grupo Sham.

Por fim, os resultados acima indicam que todas as diferencas significativas observadas
entre os grupos Sham e BthTx1, ocorreram somente devido a queda de expressdo dos
animais do grupo Sham, ja que a injecao de botropsina | ndo alterou os niveis dos MRFs
MyoD e Myog, do fator GDF-8 e nenhum dos marcadores da via ubiquitina-proteassomo.

Na analise dos grupos tratados com botropsina Il, foi possivel observar que para MyoD
ocorreu diminuigdo significativa do grupo BthTx2 em comparagdo com o grupo Sham no
periodo de 48 horas.

Para Myog, ocorreu diferenca significativa entre os grupos Sham e BthTx2 no periodo
de 48 horas, mas novamente a diferenga detectada nesse periodo, na comparagéo entre
grupo Sham e BthTx2, ocorreu devido a uma queda de expressao do grupo Sham. Ja que ao
mesmo tempo, quando comparados entre si, ndo foram observadas diferencas significativas
entre nenhum dos periodos do grupo BthTx2.

Em relagdo a GDF-8 ocorreu queda significativa de expressao do grupo BthTx2 no
periodo de 24 horas, e aumento no periodo de 48 horas, que assim se manteve nos periodos
subsequentes.

Para os marcadores da via ubiquitina-proteassomo, MuRF-1 e Fbx-32, ocorreu a

diminuicao significativa para ambos, 24 horas pds administracao de toxina.
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Os dados da analise da resposta muscular a injecao de botropsina Il isolada,
aparentemente indicam que ela é capaz de ativar a resposta regenerativa, pois apesar de
terem sido observadas alteracdes significativas nas analises de MyoD e Myog somente nos
periodos de 24 e 48 horas respectivamente, observa-se que os graficos apresentam uma
tendéncia de aumento nos primeiros trés periodos, até que em 96 horas ocorre uma aparente
estabilizagéo.

Para ser possivel comprovar a hipdtese deveriam ser realizadas andlises com
periodos mais posteriores a 96 horas, para assim efetivamente observar se a expressao dos
genes citados acima realmente se mantenha continua.

Ao mesmo tempo em que a botropsina Il aparenta ser capaz de ativar uma resposta
regenerativa atrasada, ela ndo promove alteragées na via ubiquitina-proteassomo nos
periodos de 72 e 96 horas, considerados mais tardios do nosso modelo, e consequentemente

ndo pode ser capaz de, isoladamente, causar as sequelas relacionados a acidentes
botropicos.

7.3 — Analise de funcao motora apds injuria por veneno bruto de Bothrops jararacussu

Segundo Hebert & Xavier (1998) a marcha pode ser definida como um conjunto de
movimentos ritmicos e alternados do tronco e extremidades visando a locomog¢éao do corpo.

Para que a marcha ocorra de forma coordenada e eficiente, € necesséaria a
manutencdo do sistema nervoso central, sendo que qualquer alteracdo na integridade da
postura corporal acarreta em seu comprometimento.

O envenenamento botrépico causa também, além das les6es musculares extensas, o
processo de desnervacao.

Sendo assim a analise funcional pode representar um excelente método de avaliacao
motora e sensitiva, apds qualquer lesdo que comprometa a integridade de marcha de maneira
semelhante ao processo de desnervacdo, como por exemplo a lesdo muscular (VAREJAO et
al, 2002).

Dessa maneira foi utilizado o sistema CatWalk, para realizar andlise de fungdo motora
dindmica de camundongos injetados com veneno bruto de Bothrops jararacussu (BOZKURT
etal, 2011).

Na comparacdo entre membros direitos dos animais do grupo Sham com 0 grupo
Bjussu, para todos os parametros, foram observadas diferencas significativas para os
periodos de pré-injuria e 3 horas apés tratamento.

Levando em conta que a explicacdo mais plausivel para a diferenca encontrada no
periodo de pré-injuria € a de que os animais de cada grupo ja apresentavam diferencas
individuais de marcha, podendo ser consideradas caracteristicas intrinsecas dos animais

(VANDEPUTTE et al, 2010), ou podendo levar em consideragdo que essa situacao pode ser
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considerada comum para varios outros fatores em animais de linhagem heterogénica (RICE
& O'BRIEN, 1980; SHULIANG et al, 1993).

Ja as quedas significativas encontradas no periodo de 3 horas ap6s envenenamento
para o membro direito do grupo Bjussu, podem ser consideradas como resultados “nulos”,
indicando que os animais nao realizaram apoio. Sendo possivel caracterizar uma postura
reflexiva a sensacao dolorosa provocada pelo veneno e o edema subsequente.

Quando realizadas comparagdes entre 0s membros contralaterais dos grupos Sham e
Bjussu, para os parametros Comprimento de passada e Velocidade de balango observa-se
aumentos significativos para o grupo Bjussu nos periodos de pré-injuria e 48 horas. Para o
parametro de Intensidade Maxima ocorreu aumento no periodo de 24 horas e queda
significativa nos periodos de pré-injuria e 3 horas.

Nas comparagdes entre o membro tratado e o contralateral dos animais do grupo
Sham, para analisar se a lesdo mecanica da inje¢ao juntamente ao volume de solugéo salina
0,9% provocavam alguma alteracdo na fungdo motora, foram observadas alteracdes
significativas apenas para os parametros Comprimento de Passada (periodos de pré-injuria e
3 horas) e Velocidade de Balanco (pré-injaria, 3 e 48 horas).

Porém, mais uma vez ambos resultados podem ser explicados possivelmente pelas
diferencas intrinsecas dos animais.

Na analise do parametro apoio foram observados aumentos significativos para o grupo
Bjussu do membro contralateral em comparacao ao grupo Sham nos periodos de 72 e 96
horas.

Segundo Iwata et al (2010), a recuperacao funcional do musculo-esquelético ocorre
previamente a regeneracao estrutural, ao passo que é necessaria 90% da forca muscular para
reestabelecer a locomog&o normal. Em nosso estudo, ndo foram realizados teste de forga
muscular, porém os animais do grupo Bjussu apresentaram restituicdo de fungdo motora 24
horas apds tratamento, corroborando com a idéia de que o retorno da fungédo precede a
normalizagdo da estrutura muscular, que ainda se apresentou afetada no periodo de 72h e 96
horas apoés leséo.

No entanto a escassez de dados dificulta promover qualquer discussao mais profunda
acerca da relagao entre recuperacao morfologica e funcional do tecido muscular.

Os estudos de analise motora através do sistema CatWalk até o momento mostraram
eficiéncia em modelos de dor (Gabriel et al., 2007; Gabriel et al., 2009), lesdo de nervo
isquiatico (DEUMENS et al., 2007; BOZKURT et al., 2008), osteoartrite induzida (ANGEBY-
MOLLER et al, 2008; FERREIRA-GOMES et al, 2008).

Em nosso estudo, pela primeira vez, o método foi utilizado para avaliar a fungdo motora
de animais com lesdo muscular induzida por veneno bruto de Bothrops jararacussu. Os

parametros analisados apresentaram as maiores alteracoes relacionadas a incapacitacao
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funcional, principalmente no periodo de 3 horas poés-injuria, tendo apresentado um
reestabelecimento de sua funcionalidade normal nos periodos subsequentes.



87

8 — CONCLUSOES

O veneno bruto de Bothrops jararacussu foi capaz de promover a ativagdo molecular
do processo regenerativo através da regulacdo de expressao das proteinas MyoD,
Myog e GDF-8, que ocorreu até o periodo de 96 horas pés-injuria.

No nosso modelo experimental, a injdria muscular induzida por veneno bruto de
Bothrops jararacussu nao causou alteragdes significativas nas proteinas Fbx-32 e
MuRF-1, marcadoras da via ubiquitina-proteassomo. Dessa maneira, a via ubiquitina-
proteassomo nao participa das sequelas musculares causadas por acidentes
botropicos.

A botropsina | isolada nao foi capaz de promover alteracdes nas proteinas MyoD, Myog
e GDF-8, que regulam o processo regenerativo, assim como também n&o causou

alteracdes nos marcadores da via ubiquitina-proteassomo.

A botropsina |l isolada foi capaz de promover ativacdo molecular da resposta
regenerativa, através de MyoD, Myog e GDF-8, mas assim como a botropsina I,
também nao foi capaz de promover alteragdo nos marcadores da via ubiquitina-

proteassomo, Fbx-32 e MuRF-1.

O método CatWalk foi capaz de mensurar as alteragées da fungdo motora dindmica
no nosso modelo de envenenamento por Bothrops jararacussu no periodo mais
precoce, 3 horas apds tratamento. Considerando os parametros analisados, os
animais apresentaram assim uma recuperacao de fungdo motora a partir do periodo

de 24 horas pos tratamento.
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