IVUINIC Jr

Encontro Latino Americano

XIVINIC X.EPG
Encontro Latino Americano Encontro Latino Americano
de P6s Graduacgao

de Iniciagao Cientifica
EFEITO DO LASER DE BAIXA INTESIDADE E LED NA ATIVID ADE HEMORRAGICA
INDUZIDA PELO VENENO DA SERPENTE BOTHROPS JARARACA .

de Iniciagdo Cientifica Junior

Santos, C.M. !, Pereira, E.S.2 Rabelo, N.S.3 Zsamuner, S.R. * Barbosa, A. M. °, Cogo,
J. C.

! Universidade do Vale do Paraiba (UNIVAP) / Laboratério de Fisiologia e Farmacodinamica®>>*>® Brasil,

Fone:+55 12 3947 1106; caroll.mds@hotmail.com, laine_souper@hotmail.com, natan rabelo@hotmail.com,
szamuner@unicamp.br, abarbosa0l@yahoo.com.br, jccogo@univap.br

Resumo- A hemorragia local € um sério problema ocasionado pelo veneno da serpente Bothrops jararaca.
O tratamento preconizado para o acidente ofidico é a soroterapia poliespecifica. Entretanto, a soroterapia
tem se mostrado ineficaz na neutralizagdo dos efeitos locais. Esta pesquisa estudou in vivo os efeitos da
terapia Laser de Baixa Poténcia (LBP) e do LED (Light Emition Diode) terapia na atividade hemorragica
induzida pelo veneno da serpente Bothrops jararaca em camundongos. Os animais foram divididos em
grupos (n=4). O 1° grupo recebeu apenas 0 veneno; 0 2° recebeu veneno e a terapia com LBP, o 3°
recebeu veneno e a terapia LED e o 4° solugcdo salina-controle. Ambas as terapias foram aplicadas
perpendicularmente a uma distancia de 1 cm do local da injecdo do veneno (60s). Apés 2 horas, 0s
camundongos foram sacrificados, a pele removida, o halo hemorragico mensurado em mm e a area
hemorragica demarcada. Os dados do presente estudo demonstraram que os tratamentos com as terapias

foram capazes de reduzir o efeito hemorragico causado pelo veneno.
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Area do Conhecimento: Ciéncias da Saude
Introducéo

Os acidentes causados pelas serpentes do
género Bothrops ndo apresentam alta letalidade
(0,31 %), porém devido a alta incidéncia e as
sequelas deixadas nos acidentados, séo
consideradas de grande importancia
epidemiolégica no pais (BRASIL, 2001).

Os venenos botrépicos induzem reacdes locais
imediatas como a hemorragia (RODRIGUES et al.,
2001).

O tratamento utilizado em casos de acidentes
ofidicos é a soroterapia especifica. Porem, apesar
da eficacia do soro antiofidico em diminuir a
letalidade e reverter os efeitos sistémicos, as
lesbes locais ndo sdo neutralizadas de modo
eficiente (PICOLO et al., 2002). Dependendo do
grau de envenenamento, essa dificuldade de
neutralizacdo pode resultar na perda total do
tecido afetado (ZAMUNER et al., 2004, BARBOSA
et al, 2009). Algumas alternativas tém sido
propostas para substituir ou combinar com o uso
de soroterapia, entre elas algumas baseadas na
utilizacdo de plantas medicinais (CAVALCANTE et
al.,, 2007). Outra possibilidade que comeca a ser
implementada com muito sucesso por alguns
autores € a utilizagdo de laserterapia (BARBOSA
et al., 2008; DOIN-SILVA et al., 2008).

Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar in
vivo os efeitos da terapia laser de baixa poténcia
(LBP) e do LED terapia na atividade hemorragica
induzida pelo veneno total da serpente Bothrops
jararaca na regido dorsal de camundongos.

Materiais e Métodos

Veneno: O veneno da serpente Bothrops
jararaca foi fornecido pelo Serpentario do CEN
(Centro dos Estudos da Natureza) da UNIVAP. O
veneno liofilizado foi mantido sob refrigeracdo a
4°C, sendo diluido em solucdo salina (0,9%)
somente no momento do uso.

Animais: Foram utilizados camundongos Swiss
machos (30 g), provenientes do biotério da Anilab,
Paulinia, SP. Os animais foram pré-tratados com
antiparasitarios e mantidos com &gua e
alimentacdo ad libitun, em sala com temperatura e
humidade constante (24°C — 60%), com ciclo claro
—escuro (12/12 horas).

Protocolo de Etica: A conducgéo cientifica desta
pesquisa seguiu as normas e registros da
resolucdo CNS 196/96 do Conselho Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP) e foi realizada
somente apés aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da UNIVAP sob o n°
A037/CEP/2009.
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Protocolo de Eutanasia: Os animais foram
anestesiados com 10 mg/Kg de Xilazina (Virbaxyl
2% injetavel; 0,1 mg/Kg i.p.) + 100 mg/Kg de
Ketamina (Dopolen injetavel; 1 mL/Kg i.p.). Em
seguida, sob o efeito do anestésico, foi
administrada overdose de Cloreto de Potassio a
10% (intracardiaco) (FLECKNELL, 2000).

Curva dose-resposta: Para determinar a melhor
dose do veneno para induzir um halo hemorragico
de 1 cm, os animais foram injetados (s.c.) com 3
doses diferentes, 10, 20 e 40 ug/50 uL do veneno.
Os animais foram sacrificados 2 horas apés de
acordo com o protocolo de eutanasia acima citado
e o halo hemorragico foi mensurado.

Avaliacdo da atividade hemorragica: Os
animais foram distribuidos aleatériamente em
grupos (n=4). Para este protocolo o primeiro grupo
recebeu somente veneno; o segundo grupo
recebeu veneno mais a terapia com o Laser, o
terceiro grupo recebeu veneno mais a terapia LED
e 0 quarto grupo solucdo salina-controle. A terapia
LED foi aplicada perpendicularmente a uma
distancia de 1 cm do local da injecdo de veneno. O
controle foi feito injetando 0 mesmo volume de
salina apirogénica. O efeito hemorragico foi
induzido através de injecdo por via subcutdnea
(s.c.), na regido dorsal de cada animal. Apos 2
horas, os camundongos foram sacrificados com
overdose de anestésico de acordo com o
protocolo de eutanasia acima citado, a pele foi
removida, o halo hemorragico foi mensurado em
mm e a area hemorragica demarcada, para a
contagem do diametro da é&rea hemorragica,
através da expressao:

r= 2.\ |a
T
Onde:
a=area
r =raio

Laser terapia: Foi utilizado o aparelho de
laser (Thera Laser D.M.C.) semicondutor de modo
continuo, operando em 685 nm, com poténcia de
10 mW, na dose 2,2 J/cmz, tempo de irradiacdo de
60 segundos e area de 0,8 cm’. Esta dose foi
escolhida com base em estudos prévios
mostrando o efeito benéfico da terapia laser de
baixa poténcia no processo de regeneracdo
tecidual (KITCHEN,1998).

LED terapia: Foi utilizado o aparelho de LED
infravermelho, nos  seguintes  parametros:
irradiancia de 20 mw, fluéncia de 2,5 J/icm?
durante 60s.

Os animais foram inoculados pbr via
subcutanea (s.c.) com veneno total de Bothrops
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jararaca na regido dorsal. O grupo controle
recebeu solucdo salina estérii em volume
constante de 50 pL. A concentracdo de 10
pg/animal de veneno foi utilizada, por causar halo
hemorragico mensuravel e sem atingir tecidos
adjacentes. Todos o0s grupos receberam terapia
laser de baixa poténcia e terapia LED 1 hora apos
a injecdo do veneno. Ambas as terapias foram
aplicadas diretamente no local da injecdo de
veneno e/ou solucdo salina estéril, de forma
perpendicular a uma distancia de 1 cm do local da
injecdo do veneno. Tanto terapia laser quanto a
terapia LED foram aplicadas 1 hora ap6s inducéo
de hemorragia.

Método Estatistico: Para todos os dados obtidos
foram realizados célculos de média e erro padréo
da média. As diferencas entre os grupos foram
analisadas utilizando-se o teste de variancia
ANOVA com posteste de Turkey-Kramer para
comparacdo multipla onde foram considerados
significativos quando p < 0,05.

Resultados

Para determinar a melhor dose do veneno da
serpente Bothrops jararaca, que induzise um halo
hemorragico com 1 cm de didmetro, os animais
receberam 3 doses diferentes do veneno, sendo
10, 20 e 40ug (Fig. 1). A dose selecionada foi de
10 pg, por apresentar um halo hemorragico ideal
sem atingir tecidos adjacentes. As terapias LBP e
LED mostraram uma reducdo significativa no
efeito hemorragico (p< 0,5) em comparagdo com
0S grupo que recebeu somente o veneno. Ambas
as terapias inibiram a formacdo hemorragica,
sendo LBP 36 % e a LED 28 %, no tempo de 2 hs,
respectivamente (Fig. 2). O grupo que recebeu
somente salina estéril ndo apresentou efeito
hemorragico (dados ndo mostrados).
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Figura 1: Efeito hemorragico causado pelo veneno
bruto da serpente Bothrops jararaca na regiao
dorsal de camundongos nas doses de 10, 20 e
40ug/ animal. Os dados representam a média +
E.P.M. n = 4 animais (p<0,05).
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Figura 2: Neutralizacdo da atividade hemorragica
induzida pelo veneno bruto da serpente Bothrops
jararaca, pelas terapias LED e Laser. Os animais
foram injetados com a dose de 10 ug de veneno
diluido em solucdo salina estéril. Os dados
representam a média + E.P.M. n = 4 animais
(p<0,05).

Discussao

A hemorragia local causada pelo envenenamento
botrépico é de responsabilidade das
metaloproteinasases presentes nos venenos das
serpentes (BJARNASON and FOX, 1994;
SANT'ANA et al., 2007). Estes efeitos tém sido
associados com a atividade das toxinas em
proteinas da matriz extracelular (BJARNASON
and FOX, 1994; RODRIGUES et al., 2001).

O resultado do presente estudo mostra que a
injecdo do veneno da serpente Bothrops jararaca
causou hemorragia. Este resultado também foi
observado por Goncalves e Mariano (2000)
estudando o mesmo veneno. Os animais que
receberam somente solucdo salina ndo
apresentaram presenca hemorragica. @]
tratamento da terapia laser e terapia LED foram
capazes de reduzir a hemorragia causada pelo
veneno da serpente Bothrops jararaca. O uso de
terapia laser e da terapia LED mostra que os
animais que receberam ambos os tratamentos
apresentaram redugdo do Halo hemorragico
comparando com 0 grupo que recebeu somente
veneno no mesmo periodo de tempo. A literatura
ainda apresenta poucos trabalhos mostrando a
eficacia da terapia laser no envenenamento
botrépico, tais como inflamacdo e mionecrose
(DOIN-SILVA et al, 2008; BARBOSA et al,
2008/2009) e nenhum trabalho com terapia LED.
Por outro lado, varios trabalhos tém mostrado a
efichcia do tratamento com terapia laser na
inflamacg&o (VLADMIROV et al., 2004; ALBERTINI
et al., 2007), regeneracdo tecidual (SCHINDL et
al., 2003) e LED no tratamento para alivio da dor
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(VINCK et al., 2005). Ambas as terapias causaram
uma reducédo significativa da hemorragia induzida
pelo veneno. Este efeito mostra que na auséncia
de tratamento com soroterapia € possivel fazer
uso de terapia laser e terapia LED ou ainda ser
utilizado como coadjuvante no tratamento. Futuros
estudos devem ser feitos para identificar possiveis
mediadores envolvidos neste processo.

Conclusao

Os tratamentos com terapia LTB e LED terapia
foram capazes de reduzir o efeito hemorragico
induzido pelo veneno de Bothrops jararaca.
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