Acéao da radiacao laser de (GaAlAs, 780nm) em musculo tibial de ratos inoculados
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Resumo- Desde os tempos antigos a luz é utilizada para fins terapéuticos, mas a grande
ascendéncia da utilizacao da luz na area médica surgiu com o aparecimento do laser na década 60. Existem
varias formas de les6es e uma lesdo por ordem quimica é decorrente de acidente ofidico. O objetivo deste
trabalho é avaliar os efeitos da irradiagcao direta do laser de GaAlAs, no comprimento de onda de 780nm,
sobre as alteragbes na contracdo muscular produzidas pela injegdo do veneno de Bothrops leucurus no
musculo tibial de ratos in vivo. Os experimentos foram realizados utilizando o laser de 780nm com
densidade de energia variando de 4J e 12J com 1 ou 3 doses de aplicagdo. Os valores obtidos nos
experimentos demonstram que com uma aplicacédo de 12J e 3 aplicagdes de 4J foi possivel reverter o efeito
do veneno na contragdo quando empregada em poucas doses.
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Introdugao

Desde os tempos antigos a radiagao
luminosa (entdo luz solar) foi utilizada com fins
terapéuticos. Os indianos (1400 AC) criaram uma
substancia fotossensibilizadora obtida de plantas,
que era aplicada sobre a pele dos pacientes,
assim promovendo a absor¢ao da luz solar para
curar a discromia causada pelo vitiligo (Brugnera e
Pinheiro, 1998).

A partir desta descoberta os gregos,
arabes e romanos difundiram diversas terapias
para o tratamento de doengas da pele (Brugnera e
Pinheiro, 1998).

No ano de 1916, Albert Einstein langou os
fundamentos da invengao do laser, o maser, a
partir da lei de Max Planck. A teoria ficou
esquecida até o final da Segunda Guerra Mundial
(wikipedia).

No ano de 1953, Charles Hard Townes,
James P. Gordon e Herbert J. Zeiger produziam o
primeiro Maser, um dispositivo similar ao laser,
mas que produz microondas em vez de luz visivel
com um meio ativo a base de amdnia. O primeiro
oscilador quantico a operar no espectro visivel foi
o laser de rubi, apresentado em 1960 por T. H.
Maiman.

Nos anos seguintes, muitas novidades surgiram,
pois Javan, Bennett e Herriot apresentaram o laser
de He-Ne que foi o primeiro laser a operar no
modo continuo. Johnson desenvolveu o laser de
Nd:YAG, em 1964, enquanto Patel e
colaboradores apresentaram o laser de Didéxido de
Carbono (CO,). Os laseres de Gaélio e Aluminio
(semicondutores) foram apresentados em 1962.
(wikipedia).

A designagdo Laser, na realidade,
originou-se da abreviagao de Light Amplification by
Stimulated emission of Radiation.

As lesdes musculares podem ser de
ordem fisica, como feridas cirirgicas ou traumas
mecanicos; congelamento ou calor excessivo;
como também podem ser por alteragdo quimica
(anoxia, anestésicos locais, dentre outros).
(Botelho, et al. 2005).

A contragdo muscular é considerada um
mecanismo natural de lesdo, pois ocorre em
condigbes mais fisiolégicas quando comparada a
outras formas de inducdo. Além disso, a lesao
causada pela contragdo é muito comum, sendo
responsavel por mais de 30% do acometimento do
musculo durante a pratica desportiva. (Botelho et
al 2007)

Nas lesdes de ordem quimica, podemos
citar também as lesbes que acontecem em
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decorréncia de acidentes ofidicos. Principalmente
nos paises tropicais. Nos acidentes botropicos o
total de letalidade € menor que no crotalico, porem
€ bastante importante pelo alto indice de
incidéncia (90,5%). (Barravieira, 1994)

Das espécies botrépicas, Bothrops
leucurus (Bleu), popularmente conhecida como
jararaca-do-rabo-branco, € o agente causador
mais frequente acidentes na regido da cidade de
salvador no estado da Bahia. (Barravieira, 1994)

O veneno de serpente € uma mistura de
substancias simples e complexas, sendo que, 90 a
95% do seu peso seco é constituido de proteina e
componentes nao-protéico, como amina bioativas,
aminoacidos, peptideos, enzimas (fosfolipases,
peptidases, fosfodiesterases). (Brazil, 1982)

A peconha botrépica é caracterizada por
apresentar acbes coagulante, hemorragica,
citotoxica e antiflamatéria, sendo o choque a
principal causa de morte. (Brazil, 1982) Também,
€ visivel no local da picada, edema e necrose.
(Brazil, 1982)

O objetivo deste trabalho é avaliar os
efeitos da irradiagao direta com laser de GaAlAs,
no comprimento de onda de 780nm com energia
variando de 4J e 12J, sobre as alteragbes na
contracdo muscular produzidas pela injecdo do
veneno de Bothrops leucurus no musculo tibial de
ratos in vivo.

Metodologia

Protocolo de ética: este experimento foi
submetido e aprovado integralmente pelo Comité
de Etica e Pesquisa (CEP) da Univap, processo
A016/2006/CEP.

Condicao Experimental: a parte experimental
foi realizada no Laboratério de Fisiologia e
Farmacodinamica do IPD, Univap.

Animais: foram utilizados ratos machos Rattus
novergicus albinus, linhagem Wistar com peso
variando de 180 a 230 g. Os 47 animais foram
mantidos acondicionados em gaiolas em ambiente
higienizado, com controle de temperatura e
luminosidade, ciclo de claro e escuro de 12 horas
€ com acesso a agua e ragao ad libitum.

Protocolo de anestesia: os animais foram
anestesiados com cloridrato de ketamina,
100 mg/kg por via intramuscular (i.m) e
analgesiado com Turbogesic®, dose de 0,1 mg/kg
via (i.m.). Para eutanasia, foi adotada a
administragéo intracardiaca de KCI (10%).

Veneno: o veneno bruto e liofilizado de
Bothrops  leucurus  (Bleu) utilizado  nos
experimentos foi gentilmente cedidos pelo Intituto
Butantan, Sdo Paulo.

Técnica de Estimulagdo do Musculo Tibial
Anterior de rato: apdés anestesia, o animal foi
fixado numa mesa cirirgica em decubito dorsal
com os membros em abdugéo e com respirador de

oxigénio fixado ao focinho para a manutengao da
homeostasia. Foi realizada uma incisdo na regido
antero-distal da perna esquerda na qual a pele e
tecidos adjacentes foram divulcionados e o
musculo e tendao correspondente foram expostos
e isolados. Na insergao muscular proxima a regiao
plantar do metatarso, o musculo através do tendao
foi posicionado horizontalmente e conectado
através de uma linha de algoddo a um transdutor
isométrico (BG-25 GM Kulite, semiconductor
products Inc) e este ao fisiégrafo (GEMINI7070,
Ugo Basile) para registro. O musculo, durante todo
o protocolo experimental, foi mantido umidecido
com solugéo de Tyrode (37°C). O nervo ciatico foi
liberado dos tecidos adjacentes com bisturi de
vidro e fixado a um eletrodo conectado a um
estimulador (Grass-S4) que produziu estimulos
indiretos, supramaximais, com duragao de 2 ms e
frequéncia de 1 Hz. O musculo entdo foi
submetido a uma tensdo constante de 10g,
estando pronto para o protocolo experimental.

A luz Laser incidiu perpendicularmente ao
musculo, na por¢ao umterco distal.

Parametro do Laser: o Laser utilizado Twin
Laser (MM Optics, S&do Carlos) gerou um feixe de
780nm de comprimento, energia de 4J e 12J,
densidade de energia 20,4 Jlcm? e 61,2 Jicm?,
poténcia de 40 mW, densidade de poténcia de
0,20 W/cm?, area do feixe de 0,196 cm? com
tempo de duragao de 100 e 300 segundos.

Protocolo Experimental: os animais foram
agrupados de forma aleatéria, em 11 grupos
experimentais: grupo (1) controle: animais sob
estimulacdo por 120 minutos (n=5); grupo (2)
salina: foram injetados no musculo tibial esquerdo,
50 pl de salina e estimulagdo por 120 minutos
(n=5); grupo (3) Laser (780nm/4J/1 dose): musculo
irradiado 30 minutos apods inicio da estimulagéo,
estimulagao total de 120 minutos (n=5); grupo (4)
Laser (780nm/4J/3 doses): musculo irradiado 30,
60 e 90 minutos apds inicio da estimulagao,
es.timulagao total de 120 minutos (n=5); grupo (5)
Laser (780nm/12J/1 dose): musculo irradiado 30
minutos apods inicio da estimulagao, estimulagao
total de 120 minutos (n=5); grupo (6) Laser (780
nm/12J/3 doses): musculo irradiado 30, 60 e 90
minutos apods inicio da estimulagao, estimulagéo
total de 120 minutos (n=5); grupo (7) Veneno
Bothrops leucurus: administragdo (i.m.) de 100
Jg/animal de veneno e estimulagdo por 120
minutos (n=3); grupo (8) Veneno + Laser (780nm/
4J/1 dose): administragéo (i.m.) de 100 pg/animal
de veneno e irradiagdo com Laser apds 30
minutos do inicio da estimulagdo (n=5); grupo (9)
Veneno  + Laser  (780nm/4J/3  doses):
administragao (i.m.) de 100 yg/animal de veneno e
irradiagdo com Laser apods 30, 60 e 120 minutos
do inicio da estimulagéo (n=3); grupo (10) Veneno
+ Laser (780nm/12J/1 dose): administragdo (i.m.)
de 100 pg/animal de veneno e irradiagdo com
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Laser apés 30 minutos do inicio da estimulagéo
(n=5); grupo (11) Veneno + Laser (780nm/12J/3
doses): administragéo (i.m.) de 100 ug/animal de
veneno e irradiagdo com Laser apds 30, 60 e 120
minutos do inicio da estimulagéo (n=3).

Andlise Estatistica: para todos os dados
obtidos, foram calculados a média e o erro padrao
da média. A diferenga entre os grupos controle e
tratados e entre os tratados foram analisados pelo
teste ANOVA seguido do teste de Tukey para
comparagao multipla. Foram considerados

significativos valores de p<0,001, p<0,01 e
p<0,05.

Resultados

A figura 1 representa a comparagao entre o
grupo controle e o grupo irradiado com Laser, com
apenas 1 dose de irradiagdo. Observou-se que a
radiacdo promoveu facilitagdo na contragao
muscular, sendo que de forma significativa no
grupo irradiado com 4J de energia.
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Figura 1: Gréfico comparativo do efeito sobre a contragdo
muscular das duas doses aplicada. *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001 (comparagdo Laser com controle); #p<0,05
(comparagao Laser 12J com 4J).

Para a energia aplicada sobre o musculo em 3
doses distintas, a facilitagdo foi significativa para a
menor energia utilizada.(Figura 2)

Os animais administrados com salina né&o
apresentaram diferenga comparativamente com
aqueles que so foram estimulados (controle).

Os musculos tratados com a pecgonha
obtiveram um bloqueio de contragdo de 55% apods
120 minutos de observacéo. (Figura 3)

Para os grupos administrados com veneno e
tratados com Laser com uma Unica aplicagdo, a
energia empregada de 12J apresentou diferenga
significativa quando comparada com o grupo
administrado somente com o veneno da serpente.
(Figura 4)
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Figura 2: Grafico comparativo do efeito sobre a contragdo
muscular das duas doses aplicadas.*p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001 (comparagdo Laser com controle); ###p<0,001
(comparagéo Laser 12J com 4J)
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Figura 3: Curva do efeito da peconha de Bothrops leucurus
sobre a contragdo do musculo tibial anterior de rato.**p<0,01;
***p<0,001 (comparagéo veneno com controle)

—u— Veneno Bothrops leucurus - (100 pg/animal) (n=3)
—e— Veneno + Laser (780 nm/4J/1 dose) (n=5)
—a—Veneno + Laser (780 nm/12J/1 dose) (n= 3)
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Figura 4: Gréfico comparativo do efeito sobre a contragdo
muscular das duas doses aplicadas com agao do veneno de
Bothrops leucurus. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (comparagao
grupo Laser + veneno com grupo veneno); #p<0,05; ##p<0,01;
###p<0,001 (comparagao grupo veneno + Laser 4J com grupo
veneno + Laser 12J)

X1 Encontro Latino Americano de Iniciacéo Cientifica e

589

VIl Encontro Latino Americano de Pés-Graduacéo — Universidade do Vale do Paraiba



A Figura 5 representa a comparagéo entre os
grupos administrados com veneno e tratados com
Laser (4J e 12J) em 3 aplicagdes com intervalo de
30 minutos entre elas. Neste caso, observou-se
facilitagdo na contragcdo muscular de forma
significativa para o grupo de 4J, principalmente
apos a segunda aplicacdo de Laser (60 minutos
apos a administragdo do veneno).

—=u— Veneno Botrops leucurus - (100 pg/animal) (n=5)
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Figura 5: Grafico comparativo do efeito sobre a contragdo
muscular das duas doses aplicadas com agao do veneno de
Bothrops leucurus. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (comparagao
grupo Laser + veneno com grupo veneno); #p<0,05; ##p<0,01;
###p<0,001 (comparagao grupo veneno + Laser 4J com grupo
veneno + Laser 12J)

Discussao

O resultado obtido da contragdo muscular sob
acdo do veneno de Bothrops leucurus, em
experimento in vivo, mostra que a redugdo é
parcial conforme Prianti-dJunior (2001), constatou
em preparacdo neuromuscular em musculos de
aves. Resultado semelhante obteve Almeida Silva.
(2003), em preparagdo neuromuscular in vivo
utilizando o veneno de Bothrops jararacussu.

Conforme a literatura especializada, Laser de
Baixa Poténcia é capaz de proteger ou até mesmo
acelerar processos regenerativos, desde que seja
aplicado corretamente e com dosimetria adequada
sobre o tecido biolégico (Enwemeka et al., 1990;
Bibikova & Oron, 1993 e 1994; Nissan et al., 1996;
Luger et al., 1998; Tatarunas et al., 1998; Freitas
et al., 2000; Amaral et al., 2001; Garavello et al in
press IN Almeida Silva, R, 2003).

Os dados obtidos mostraram que energia de
4J gerada por um Laser de Baixa Poténcia foi mais
eficiente em reverter a agdo do veneno de B.
leucurus. Corroborando com estes dados, Almeida
Silva (2003), o efeito da radiagdo Laser de He-Ne
na dose de baixa densidade de energia (3.5
J/cmz) promove acao protetora no musculo lesado
por veneno de serpente.

Concluséo
Com os dados obtidos pdde-se concluir que:

a) O veneno de Bothrops leucurus induz o
bloqueio irreversivel da  contragao
muscular em musculo tibial de rato in vivo
de forma tempo dependente;

b) A energia de 4J tem a capacidade de
reverter o efeito da peconha na contracao
muscular de forma mais eficiente, tanto
em dose Unica quanto em doses multiplas;

c) Energia maior se torna mais eficiente em
reverter o efeito do veneno na contracao
quando empregada em poucas doses.
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