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RESUMO

O tratamento com antivenenos tem se mostrado pouco eficaz para prevenir ou minimizar
os efeitos locais, que rapidamente se desenvolvem mnos acidentes botropicos. Assim,
procedimentos complementares sd0 necessdrios para um tratamento mais efetivo, e voltado
para a prevencgio das lesSes locais. Neste trabalho, descrevemos alguns efeitos da irradiaco
laser HeNe no musculo esquel€tico de rato injetado com veneno bruto de Bothrops
Jararacussu (Bjssu). O musculo tibial anterior esquerdo de ratos Wistar adultos machos (250-
350 g) anestesiados, foi injetado no seu ter¢o médio com veneno (60 ug/0.02 ml) ou solugio
salina (0.9%). Trés doses de laser HeNe (A = 632.8 nm, 3 mW) foram administradas : 3,5
Jjem® -9 seg; 10,5 J/em® - 27 seg (uma tnica exposigio) e 3,5 J/em” - 9 seg (a cada 20 min —
por trés vezes) ap0s 60 min da inoculagdo de Bjssu e o registro miogréafico foi observado
durante 60 — 120 min e comparado com o dos musculos ndo irradiados. Foram feitas a
dosagem do nivel sérico de CK e a analise histopatologica e morfométrica. Os musculos
irradiados com dose de 3,5 J/om® (em tnica ou em trés exposices em intervalos de 20 min
cada) mostrararn uma porcentagem de 4rea lesada significantemente menor (64% e 40.5%,
respectivamente, - 15,9 £ 1,5% e 26,3 = 4,5%, respectivamente, p < 0,05) em comparacéio
com a dres lesada dos misculos nao irradiados (44,2 + 5,7 %), e uma diminuigfio significante
(62%) do bloqueio neuromuscular (3,5 J/em® uma vmica exposicdo) (11,5 + 2,5%, p <0,05)
comparados com o grupo ndo irradiado(28,6 + 4,7%). Houve uma diminuigio significativa
nos niveis séricos de CK no grupo irradiado com laser (3.5 J/em® — uma tnica exposicdo)
quando comparado com o grupo que n#o foi tratado com laser (190.3 + 23.4% vs 455 + 43%,
respectivamente) (p < 0.05). Sugere-se que doses adequadas de irradiaciio com laser de baixa
mtensidade - HeNe, nesse modelo experimental, podem produziu redugfio na necrose pos-

envenenamento por jararacucu ¢ uma melhora na performance muscular.



ABSTRACT

Antivenom therapy is ineffective in neutralizing the severe local tissue damage following
a snakebite envenoming. The need for an effective first-aid regimen aimed at minimizing
these effects is of uttermost importance. Here we describe some effects of HeNe laser
irradiation on muscle injected with B. jararacussu (jararacucu) crude venom. The tibialis
anterior muscle of adult anesthetized Wistar rats were injected in its medium third either with
venom (60 pg/0.02 ml) or saline. Three He-Ne laser incident energy densities (A = 632.8 nm,
3 mW): 3.5 Jem® (single exposure); 3.5 J/om? (three exposures at each 20 min) and 10.5
J/em?® were administered after 60 min post-venom and a myographic record was taken from
60 to 120 min and compared to unirradiated muscles. Serum CK levels measurements and
histopathological/morphometrical analysis were also done. The energy density of 3.5 Jem®
(single or three exposures) induced a significant decrease of 64% and 40.5%, respectively, of
the injured area (15.9 = 1.5% and 26.3 £ 4.5%, respectively, against 44.2 + 5.7% in
unirradiated ones, p<0.05), and a significant (62%) decrease of the neuromuscular blockade
(3.5 Jiem?, single dose) (11.5 £ 2.5%, p<0.05) compared to the unirradiated group (28,6 +
4.7%). Serum CK levels ranged from 455 + 4.5% in unirradiated envenomed rats to 190.3 +
23.4% in irradiated rats (3.5 J/em?, single exposure) (p<0.05). We suggest that HeNe laser
irradiation at appropriate dosage, reduces myonecrosis caused by jararacugu snake venom and

improves muscle performance.
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1 - INTRODUCAO

As lesdes musculares podem ser de ordem fisica, como feridas cirlirgicas ou
trauma mecanico; congelamento, ou calor excessivo; como também podem ser por
alteracfo quimica (anoxia, anestésicos locais, dentre outros) (Grassino et al., 2000).
Dentre as lesdes de ordem quimica podemos citar também as que acontecem em
decorréncia de acidentes ofidicos. Essa condigdo é muito comum nos paises
tropicais. De acordo com dados da Fundagio Nacional de Sande (2001), cerca de
70% dos pacientes picados por serpentes sdo do sexo masculino, e estdo numa faixa
etdria entre 15 ¢ 49 anos. No acidente botropico o indice de letalidade é menor que
no crotalico, mas ele ganha importincia pela alta incidéncia (90,5%) e pelas
caracteristicas de morbidade e efeitos locais do envenenamento.

Dentre as espécies botropicas a Bothrops jararaca é o agente causador mais
freqgiiente (Ribeiro & Jorge, 1990), entretanto outras espécies também possuem
grande importincia médica, como por exemplo, a B .neuviedi, B. erythromelas, B.
moojeni, dentre outras. A B. jararacussu (popularmente conhecida como jararacugu)
¢ a maior serpente do género, chegando, em alguns casos, a medir 2,5 metros, ¢
possui uma grande capacidade de inoculagdo do veneno (400 mg numa unica
extragio) (Vital Brazil, 1982) (Fig 1).

O wveneno da jararacugu possui atividades que levam a distirbios
fisiopatolégicos importantes que incluem destruigdo tecidual (a¢do proteolitica),
alteram o consumo de fibrinogénio (acdo anti-coagulante), ¢ provocam lesdes na

membrana basal dos capilares por acdo das hemorraginas (a¢do hemorragica). Esses
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Figura 1 - Bothrops jararacussu LACERDA, encontrada no Estado de
Mato Grosso, extremo sul da Bahia, sul de Minas Gerais, Espirito Santo,
Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parand, Santa Catarina e noroeste do Rio
Grande do Sul (Campbell & Lamar, 1989). Fonte: Alves et al., 1996.

disturbios fisiopatologicos sdo de carétgr precoce e progressivo e levam a um quadro
clinico de dor, edema inflamatério, flictena, abcesso, formagdo de equimose e
algumas vezes sindrome compartimental (Ribeiro & Jorge, 1989, 1990) . Estes
efeitos ocasionam, dentre outras lesbes, a necrose de tecidos moles, incluindo a
mionecrose (Harris & Cullen, 1990). A perda de tecido muscular no local e em
regides adjacentes pode levar a seqiielas funcionais permanentes (Fig. 2) (Ribeiro &
Jorge, 1990).

Esses fenomenos locais tém sido objeto de estudo em diferentes modelos
experimentais e espécies animais (Rodrigues-Simioni et al., 1983; Oshima-Franco et
al., 2000; Almeida-Silva et al., 2001; De Souza-Queiroz et al., 2002).

O tratamento especifico do envenenamento consiste na administragdo do
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soro antibotrépico, ou, na falta deste, das associa¢des antibotrépico-crotalica ou

Figura 2 - Fasciotomia p6s complicagiio de sindrome compartimental
causada por acidente ofidico pela serpente B. jararacussu. Foto cedida
pelo Hospital Vital Brazil, Sio Paulo,SP.

antibotrdpico-laquética. Sdo também tomadas medidas para controle das reagdes
sistémicas: posicionamento do membro afetado, emprego de analgésicos, hidratacdo
e antibidticoterapia, se necessdrio (Ministério da Satide do Brasil, 1998).

A terapia com antivenenos ndo tem demonstrado um resultado efetivo para
prevenir ou mesmo minimizar as seqiielas locais, ¢ mais especificamente, a
mionecrose que freqilentemente se desenvolve nos acidentes botrépicos.

A gravidade dos efeitos locais tem levado muitos cientistas a investigar nfo
apenas o fendémeno biologico que rapidamente se desenvolve, como também a
compreender a patogénese do envenenamento numa tentativa de encontrar um novo

13



tratamento para preveni-los. Dada a importancia médica, social e econdmica (atinge
pessoas na idade produtiva), a procura de medidas terapéuticas alternativas as ja
existentes € de grande relevancia.

Uma forma de tratamento ndo invasiva que vem ganhando crescente interesse
em ciéncia basica, como também em vérios ramos das ciéncias médicas, € a terapia
com laser de baixa poténcia. Apesar de a utilizagdo da laserterapia ja ter comecado a
quase meio século atrds (década de 60), o seu emprego clinico na pratica médica é
relativamente pouco expressivo. Os efeitos sobre processos bioldgicos, que podem
adquirir interesse terapéutico, vio desde estimulos & angiogénese e/ou ativagio da
microcirculagdo, sanguinea e linfatica, sintese de coldgeno por parte dos fibroblastos
e por consequéncia reparagdo por tecido conjuntivo e outros inimeros efeitos
troficos, anti-inflamatorios (anti-edematosos) e analgésicos.

Tem sido demonstrado de forma crescente que a energia transferida, sob a forma
de luz, pela irradiagéo laser de baixa energia, num tecido, induz alteragdes que vio
desde ativacdo da sintese de ATP, e portanto do metabolismo celular (Pastore ef al.,
1996); ativagio da sintese de DNA e por conseqiiéncia, a atividade mitética
(Schwartz et al., 2002); fungdio das células satélites, que sdo células mesenquimais
quiescentes responsdveis pela regeneracdo do musculo esquelético (Shefer ef al.,
2002); ativagdo de fatores de crescimento endotelial de vasos (Bibikova et al.,
1994), até a proliferagdo de fibroblastos que s@o importantes no papel cicatricial e
reparo tecidual (Enwemeka, 1992). Essas pesquisas tém sido feitas em diversos

sistemas biologicos como tecido Osseo e cartilaginoso (Akai ef al., 1997; Kovach &
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Athanasiou, 1997; Luger et al., 1998; Freitas et al., 2000), nervos (Rochkind ef al.,
1989; Anders er al., 1993); pele (Surinchak er al., 1983; Tatarunas et al., 1998),
tenddes (Enwemeka ef al, 1990), vasos (Bibikova et al., 1994) e misculos
(Bibikova & Oron, 1993). Mais recentemente, Amaral et af. (2001), observaram
uma melhora significativa no processo de regeneracdo do misculo tibial anterior de
camundongos injetados com a miotoxina ACL (Agkistrodon contortrix laticinctus) e
irradiados com laser de baixa intensidade HeNe.

Levando em consideracfio a patogénese das lesdes locais causadas pela acdo do
veneno de Bothrops jararacussu e a agdo biomoduladora da irradiacdo direta do
laser de baixa energia HeNe nos tecidos, a laserterapia pode ser uma alternativa de
tratamento para proteger, ou mesmo minimizar, 0 desenvolvimento da mionecrose

aguda induzida por venenos ofidicos ou de outros animais pegonhentos.

1.1 Aspectos Historicos do Laser

Desde os tempos antigos a irradiagdo luminosa (entdo a luz solar) foi utilizada
com fins terapéuticos. Os indianos (1400 AC) recomendavam uma substincia
fotossensibilizadora obtida de plantas, que aplicada sobre a pele dos pacientes
promovia a absor¢do da luz solar para curar a discromia causada pelo vitiligo.
Diversas formas de terapia com luz solar foram difundidas pelos arabes, gregos e
romanos para tratamento de doencgas de pele (Brugnera & Pinheiro, 1998).

Em 1703, o fisico inglés Isaac Newton publicou o resultado de experimentos

pioneiros com luz solar, em seu livro intitulado Optiks. Ele foi o primeiro a
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demonstrar que a luz branca (solar) quando passada através de um prisma se dividia
em sete comprimentos de onda do espectro colorido visivel. Em 1805 dois fisicos
alemdes, John Herschel e Johann Ritter descobriram que a luz solar também
continha componentes ndo visiveis do espectro eletromagnético, o0s raios
infravermelhos e ultravioletas (Mc Donagh, 2001).

Durante os séculos 18 e 19 a luz solar foi utilizada para tratamento de diversas
enfermidades: feridas cuténeas, lupus vulgaris (tuberculose da pele), artrite,
raquitismo, depressdo (Hockberger, 2002).

Um dos grandes avancos da bioengenharia, no século XX, foi o
desenvolvimento dos equipamentos de laser (Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation). Em 1917, Albert Einstein, tomando como base a teoria
quéntica de Plank (1900), enumerou no seu artigo “Zur Quantum Theorie der
Strahlung”™ (teoria quantica da radiagfo) conceitos sobre a radiagdo eletromagnética
em termos de absorgdo e emissdo espontdnea de radiagdio (Tarac & Stojanovic,
1999).

As ondas eletromagnéticas (Raios Gama, Raios X, Ultravioleta, Luz visivel,
Microondas, Radio e Infravermelho) podem ser definidas por seus comprimentos de
onda, ¢ freqiiéncia. Quanto menor o comprimento de onda, maior a energia
associada. A maioria do espectro eletromagnético ¢ invisivel ao olho humano, s6
uma pequena faixa compreende a luz visivel. A radiagdo laser é um tipo de fonte
luminosa eletromagnética. Os raios laser t€ém um comprimento de onda que varia

aproximadamente entre 190 e 10600 nm (Colls-Cruafies, 1984).

16



O primeiro equipamento de laser, foi feito a partir de um cristal de rubi (3=694 nm),
em 1960 por Theodore Maiman (Tarac & Stojanovic, 1999). Seis meses depois Ali
Javan inventou o primeiro laser 6ptico continuo a gas Hélio Nednio (Pfan, 2002).
Posteriormente outros tipos de laseres foram desenvolvidos: semicondutores como o
Arsenieto de Galio (AsGa) (1962); o de Neodimio-Yitrium Aluminium Garnet
(Nd:YAG), o de argdnio (Ar) e o de Diodxido de Carbono (CO,) (1964) (Steen,
1998).

Em 1961 foi fundado o primeiro laboratoério de laser para aplicacdes médicas, na
Universidade de Cincinnati, por Leon Goldman, onde foram realizadas as primeiras
experiéncias em animais (Goldman, 1981). Desde entdo o uso do laser na medicina
tem sido amplo, por exemplo em processos cirdrgicos na oftalmologia,
dermatologia, oncologia, dentre outras especialidades. A laserterapia de baixa
energia € uma denominagdo voltada para laseres com poténcias menores quel W,

As aplicagOes clinicas do laser de baixa poténcia (HeNe), com efeitos térmicos
minimos, foram primeiramente estudadas por Mester no final da década de 60 ¢
inicio dos anos 70, ¢ compreendiam radiacio com emissdo na regido do visivel. Ele
demonstrou o efeito da irradiago por laser de baixa intensidade na “bioestimulagio”
(termo utilizado por ele) dos tecidos, principalmente no processo de cicatrizacgdo e
regeneracdo do tecido conjuntivo (Mester er al., 1985). Nos dltimos anos as
pesquisas sobre a agdo da irradiagdo do laser de baixa energia se intensificaram com
estudos em diferentes areas: funcdo celular (Karu ez al., 1995; Pastore ef al, 2000),

estudos com diferentes modelos experimentais em animais (Bibikova & Oron, 1995;
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Tatarunas et al., 1998; Fisher et al., 2000; Amaral ef al., 2001; Garavello et al, in
press), ¢ estudos pré-clinicos e clinicos (Rochkind & Quaknine, 1992; Giavelli ef

al., 1998; Schindl ef al., 2002).

1.2 Consideracoes Tedricas da Irradiacio Laser

A radiacéo laser é uma fonte luminosa que utiliza a luz emitida por um atomo ou
molécula para estimular a emissdo de mais luz por outros dtomos ou moléculas, e,
neste processo, amplificar a luz original.

O sistema atdmico € composto por um ntcleo, positivamente carregado e
orbitado por elétrons, negativamente carregados. Esses elétrons se posicionam em
niveis de energia bem definidos, denominados orbitais. Essas camadas eletronicas
(as orbitais) sdo representadas pelas letras K, L, M, N, O, P ¢ Q. Apenas um
determinado ntimero de elétrons pode ocupar um dado nivel de energia ¢ nenhuma
forma de radiag@o acontece quando os elétrons se mantém em seus niveis orbitais.
As camadas eletronicas mais proximas do niicleo apresentam menor quantidade de
energia. Um atomo esta em estado fundamental quando seus elétrons ocupam as
camadas menos energeticas.

Quando um 4tomo recebe energia térmica ou elétrica, o elétron pode saltar para
uma camada mais externa (mais energética), deixando o dtomo instavel. Esse estado
de excitagdo ndo € normal, ele retém essa energia por uma fragio de segundo, e a
seguir volta ao seu estado estdvel (repouso) liberando-a sob forma de fotons de luz.

Quando o numero de atomos do estado excitado for maior que no estado
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fundamental (situac@io denominada inversdo de populagio) havera um aumento da
intensidade do feixe luminoso e uma amplificagio da radiacio (Tarac & Stojanovic,
1999).

No laser de Hélio-Nebnio, de luz vermelha, o meio ativo é uma mistura dos
gases nobres Hélio (He) (90%) e Nednio (Ne) (10%). O namero atdmicodoHe é2 ¢
o do Ne é 10, e sua configuragio eletrénica é 1s*, 2s°, 2p6. Apés uma descarga
elétrica no interior do gas, muitos atomos de He passam para o estado instavel
deslocando-se de 1s a 2s. As colisGes entre os 4tomos instaveis de He e Ne, contidos
numa cavidade laser deslocam elétrons de Ne para os niveis 4s ou 5s, nivel de
energia muito semelhante ao 2s do He. Uma vez transferida a sua energia os 4tomos
de He voltam ao estado fundamental irradiando uma onda eletromagnética (Colls-
Cruafies, 1984).

A cavidade laser (também chamada de Perot-Fabry), € uma cimara que varia de
tamanho dependendo do meio ativo que contém e da poténcia do aparelho de laser,
geralmente tem a forma cilindrica com dois espelhos posicionados em suas
extremidades. Um deles ¢ totalmente refletivo (100%), € o outro é parcialmente
refletivo (99%) e com um orificio, o que permite a saida da radiacdo de dentro da
cavidade, formando o raio laser (Brugnera & Pinheiro, 1998).

A tabela a seguir mostra os meios ativos € o comprimento de onda de alguns

tipos de laseres (Brugnera & Pinheiro, 1998):
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o COMPRIMENTO DE ONDA
MEIOQ ATIVO | TIPO DE LASER (dados em nm) |
Gasoso Argdnio _ 431 — azul .
514 - vermelho :
Hélio-Nednio 632.8 - vermelno
Isolantes dopados 7 EnYAG | 2940
' Ho:YAG " 2100
N """ "Rodamina 6G T 580
Corantes D, e, i
Cumarina 2 3 450
— S I PR
Semicondutores . b - e
Diodo AsGa ‘} 558
Excimeros KrF L 248 -
’ XeCl | 308

A luz laser possui trés propriedades: A) monocromaticidade (uma sé cor, com
mesmo comprimento de onda). O comprimento de onda € importante para
determinar os efeitos terapéuticos do tratamento por laser. B) colimagéio (todos os
raios sdo paralelos entre si, mantendo essa caracteristica mesmo em longas
distancias). C) coeréncia (as ondas luminosas estdo em fase, isto €, o0s picos ¢ vales
dos campos elétrico e magnético ocorrem todos ao mesmo tempo — coeréncia
temporal — € viajam na mesma dire¢dio — coeréncia espacial) (Baxter, 1994).

O raio luminoso sai da cavidade laser com uma determinada concentracdo de
luz. Essa poténcia da fonte luminosa dividida pela 4rea de emissdo denomina-se
densidade de poténcia (DP) ou irradidncia (DP = W/em®). Multiplicando-se a
irradidncia pelo tempo de exposi¢iio (dado em segundos) obtém-se a densidade de

energia (DE) ou fluéncia, descrita em J/em®. Entfio, pode-se definir densidade de
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energia, ou fluéncia, como sendo a quantidade de energia (Joules) concentrada numa

determinada superficie (DE = J/cm?).

1.3 Efeitos da Irradiaciio Laser Sobre os Tecidos

A bioestimula¢o decorrente da irradiacdo pelo laser de baixa energia pode ser
um fendmeno fotobiolégico, desde que a absorgfo da irradiacdo pelos tecidos ocorra
por meio de seus cromoforos naturais, como por exemplo os pigmentos heme
presentes na hemoglobina, mioglobina e bilirrubina, o pigmento citocromo da cadeia
respiratoria na mitocondria, o pigmento melanina e outras substincias que fazem
fotoreagdes (Van Gemert et al, 1989; Karu, 1989; Wilson & Jacques, 1990). A
energia absorvida pelos tecidos através dos campos eletromagnéticos, provocara
uma espécie de ressonancia desses campos com as biomoléculas, alterando cargas
especificas nas membranas e nas superficies das proteinas. Ou seja, a frradiagfio de
um tecido com laser, introduz energia no sistema biolégico, a qual sera utilizada
apds conversdo em outro tipo de energia apto ao seu consumo. Esse fenémeno pode
provocar modifica¢des na conformacdio molecular ou configuragio espacial dessas
substdncias, podendo desencadear diferentes respostas (Charman, 1990). Por
exemplo, 0 mecanismo de agdo da laserterapia de baixa energia em nivel celular
pode estar baseado no aumento do metabolismo oxidativo na mitocondria causado
por excitagdo eletrbnica dos componentes da cadeia respiratéria (Karu et al., 2001).
Esse efeito pode permanecer por varias horas apds a irradiagdo (Fedoseyeva et

al, 1988).
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O indice de absor¢do da irradiagdo depende do comprimento de onda, da
densidade de energia e da natureza do tecido. A dose de irradiag@o ou densidade de
energia € o parametro mais importante na laserterapia. Se a dose for demasiado
baixa (< 0,1 J/em?), ou muito alta (> 10 J/em?®) ndo se obtém estimulagio. Sob este
ponto de vista, deve-se ter em mente que o efeito da irradiagdo a laser é cumulativo,
se varias aplicacdes forem feitas. Portanto, irradiagdes com baixa densidade de
energia promovem a regulagio do metabolismo celular, por outro lado, irradiagdes

com alta densidade de energia inibem o mecanismo fotodindmico (Karu, 1989).

1.4 Estrutura do misculo esquelético

O muisculo esquelético pode se constituir em estrutura compartimentada
complexa. Anatomicamente ¢ formado por células contriteis, normalmente
chamadas fibras musculares devido & sua caracteristica morfoldgica alongada. Essas
fibras possuem uma estrutura de suporte, composta de tecido conjuntivo, em forma
de bainhas ou fascias. O tecido conjuntivo que envolve individualmente as fibras
musculares, ¢ chamado endomisio, o que envolve os fasciculos (agrupamento de
fibras) chama-se perimisio, € 0 que envolve o0 misculo externamente € denominado
epimisio. Os vasos sanguineos € nervos penetram nos misculos através do epimisio,
perimisio até o endomisio de cada célula muscular.

As fibras musculares séo células alongadas € multinucleadas, com 10 a 100 pﬁl
de didmetro, ¢ que podem medir poucos milimetros a varios centimetros de

comprimento. Os nticleos dessas fibras se localizam na periferia da célula, abaixo da
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membrana plasmatica (sarcolema). A 14mina basal separa a fibra muscular da matriz
extracelular (endomisio); entre ela e o sarcolema encontram-se células satélites, que
sdo células mesenquimais indiferenciadas responsaveis pelo por eventual reparo
parcial de lesdes do musculo esquelético e processos regenerativos. Em msculos
normais adultos essas células sf3o quiescentes. Apés uma lesfo nas fibras
musculares, essas células sdo ativadas, proliferam e fundem-se para formar novas
fibras musculares, ou para repararem segmentos danificados de fibras musculares
existentes.

O citoesqueleto das células musculares é organizado em miofibrilas e ocupa
grande volume do sarcoplasma. As miofibrilas possuem miofilamentos grossos e
finos. O miofilamento fino ¢ constituido pela actina, tropomiosina e troponina, € o
miofilamento espesso é constituido pela miosina. A distribuicdo dos miofilamentos é
sempre igual ao longo da miofibrila e gracas a essa regularidade e periodicidade, as
miofibrilas apresentam faixas alternadas claras e escuras. As faixas mais claras
chamam-se banda I (isotrépica) e contém apenas os miofilamentos de actina, bem
como as proteinas, tropomiosina e troponina. No centro da banda I existe uma linha
que se cora mais intensamente, denominada linha Z, que € o local onde se inserem
as extremidades dos filamentos de actina de sarcOmeros adjacentes, presos pelas
proteinas o - actinina e desmina. A faixa central, mais escura, ¢ chamada banda A
(anisotrépica), e € formada por filamentos de miosina e pelo embricamento de
filamentos de actina e miosina nas laterais da banda. Dentro da banda A existe uma

regifo mediana mais clara — a banda H ~ que contém apenas miosina. Um sarcomero
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compreende o segmento entre duas linhas Z, consecutivas sendo constituido
portanto pela banda A e duas hemi-bandas L. E a unidade morfofuncional contratil
da fibra muscular, pois ¢ a menor por¢io da fibra muscular com capacidade de
encurtamento € distensdo. A contragdo da fibra muscular esquelética ocorre
quando hé o deslizamento dos filamentos de actina sobre os de miosina. Ha dois
sistemas na membrana da fibra muscular esquelética que estdo relacionados com a
contragdo muscular — o reticulo sarcoplamético e¢ o sistema T. O reticulo
sarcoplasmatico RS envolve o grupo de miofilamentos formando uma rede de
cisternas que se justapdem de forma estreita com os tibulos T. O sistema T é um
conjunto de invaginacGes tubulares transversais do sarcolema. O tdbulo T esta
sempre envolvido pelas cisternas terminais do RS, constituindo triades, que por sua
vez localizam-se nas jungdes das bandas A e I de cada sarcémero. Esse sistema ¢
responsavel pela transmissdao do impulso nervoso de forma a proporcionar a
contracdo sincronizada das miofobrilas constituintes de cada fibra muscular estriada
esquelética (Fig. 3). Para revisdo ver: Harris & Cullen, 1990; Spence, 1991;

Junqueira & Carneiro, 1999; Renault ez al., 2000.

1.4.1 Junciio Neuromuscular

A unidade motora é a unidade funcional do musculo esquelético. E formada pelo
neur6nio motor ¢ as fibras musculares inervadas por ele. Os neurdnios motores
formam sinapses com fibras musculares, através dos axOnios, em regides

especializadas da membrana muscular chamadas de placas motoras ou jungdo
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neuromuscular. O nervo motor se divide, na altura dos ndédulos de Ranvier, em
diversos ramos com aproximadamente 2 um de espessura. Cada ramo forma
dilatacdes multiplas, os botdes sinapticos, que sdo cobertas por uma fina camada de
células de Schwann. Esses botdes sdo separados da membrana da fibra muscular por
uma fenda sindptica de 50 nm. Cada botdo pré-sindptico contém mitocOndrias e
vesiculas sindpticas agrupadas em torno das zonas ativas que sdo os sitios de

liberagdo da acetilcolina.
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Um potencial de aclio no neurdnio motor pré-sindptico faz com que a
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acetilcolina seja liberada nas zonas ativas. Ela se difunde pela fenda sinaptica e se
fixa ao receptor nicotinico de acetilcolina na jung¢do neuromuscular, resultando na
abertura dos canais aos cations ( Na* ¢ K'), e um influxo de Na” gera um potencial
de agdo muscular, que se propaga na membrana da fibra muscular nas duas dire¢des
do musculo. O potencial de agfo despolariza a membrana da fibra muscular ¢
penetra no interior desta fazendo com que o reticulo sarcoplasmdtico e o sistema T
libere o célcio ali armazenado para o citoplasma. Ao entrar em contato com as
miofibrilas o Ca™ desbloqueia os sitios de ligagdo da actina e permite que esta se
ligue & miosina dando inicio a contragdo muscular (Fig. 4).

A energia para a contragdo muscular € suprida por moléculas de ATP produzidas
durante a respiracdo celular. O ATP atua tanto na ligacdo da miosina a actina quanto
em sua separagio. Para revisdo ver: Harris & Cullen, 1990; Kandel er al., 1991;
Guyton, 1998; Grassino et al., 2000; Carlsen & Villarin, 2002; Mazzarello ef al,

2003.

1.4.2 Reacio Muscular a Agressiio

Os mecanismos de necrose muscular sdo semelhantes ¢ independem da sua
causa (traumas mecédnicos ou agentes quimicos). Eles estdo relacionados com a
destruicio do sarcolema e um influxo importante de fons calcio (Ca™) para o
interior da célula induzindo a ativacdo de véarias enzimas degradantes como as
fosfolipases e proteases dependentes de calcio, que destroem a membrana celular e

das mitocondrias (Carpenter & Karpati, 1989). O aumento do Ca™ citoplasmatico
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tem um efeitc desestabilizador do citoesqueleto, incluindo a ruptura das unides
intercelulares, o que altera a forma das células ¢ também o transportc e a
comunicacdo intercelular (Grassino ef «l, 2000). Como o tecido muscular €
ricamente vascularizado ocorre rapidamente uma hemorragia no sitio da les8o. As
lesties musculares podem também ser complicadas pela destrui¢iio de terminagdes
nervosas intramusculares que podem ocasionar a denervagic parcial ou total do
masculo (Rantanen ef g/, 1995).

A primeira reagdo da célula para minimizar a necrose conseqiiente da agressdo

muscular € separar as porgdes necrosadas das recuperfveis. Isso € feito, nas
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primeiras horas ap6s a lesdo, através da formacdo de uma nova membrana que
envolve as regides recuperaveis (Chambers & McDermott, 1996). Em seguida ocorre
o processo de fagocitose dos restos de mitocOndrias, sarcomeros e membranas.
Leucdcitos polimorfonucleares predominam na fase aguda, mas sfo logo seguidos
por mondcitos 0s quais s3o transformados em macrofagos (Tidball, 1995). A
fagocitose € seguida pela revascularizagdo, criacdo de novos miotibulos e

reinervagdo (Grassino ef al., 2000).

1.5 Patogénese das lesdes causadas por venenos botréopicos

A peconha das serpentes do g€nero Bothrops produz efeitos biolégicos
importantes no sitio da picada, que se manifestam clinicamente com dor intensa,
edema, equimose, flictena, necrose tecidual. Isso ocorre devido a trés acdes
principais dos venenos botropicos: coagulante, hemorragica e proteolitica
(Ministério da Satde do Brasil, 1998).

Acfo coagulante — a ativagio do fator X ¢ da protrombina da cascata de
coagulagdo convertem o fibrinogénio em fibrina podendo ocasionar
incoagulabilidade sanguinea por deplecfio do fibrinogénio. Por outro lado, quando
ocorre a ativagio do fator X, pode haver também consumo dos fatores V e VII e
plaquetas, proporcionando a formacéo e deposi¢do de microtrombos na rede capilar,
levando a um quadro de coagulacdio intravascular disseminada, o que pode
contribuir para desencadear a insuficiéncia renal aguda (Kamiguti ez al., 1986; Havt

etal., 2001).
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Acdo hemorragica - € decorrente da agfo vasculotoxica de fatores hemorragicos
denominados hemorraginas. Elas agem sobre os capilares, destruindo inicialmente a
membrana basal € depois a integridade da parede endotelial, causando assim a sua
ruptura. O edema, que rapidamente ocorre no local da picada, pode ser decorrente da
acdo das hemorraginas associadas a outras toxinas que liberam substéncias — agentes
inflamatorios (como a histamina). Estes sfo responsdveis pelo aumento da
permeabilidade vascular e do fluxo sanguineo, ocasionando edema pelo
extravasamento de fluidos e infiltrado inflamatorio de leucocitos. (Nahas ez
al ,1979).

Acdo proteolitica — decorre, possivelmente, da atividade de proteases,
hialuronidases e fosfolipases, presentes nos venenos, ¢ da liberacdo de mediadores
da resposta inflamatéria, da acdo das hemorraginas sobre o endotélio vascular e da
acdo pro-coagulante do veneno. A agio proteolitica do veneno botrépico provoca,
no local da picada, reagdes como eritema, edema, flictena ¢ necrose das partes
moles, inclusive a mionecrose. Esta Gltima é causada devido a agfo direta de
miotoxinas (com estrutura de fosfolipase A;) sobre a membrana plasmatica das
c€lulas musculares (Gutiérrez & Lomonte, 1989; Arni & Ward, 1996).

A resposta muscular & agressdo quimica causada pelo veneno botrépico ¢é
semelhante as reagdes de ordem fisica. Evidéncias histologicas, ultraestruturais e
bioquimicas indicam que o sarcolema € a primeira estrutura celular afetada por
miotoxinas botrépicas (Gutiérrez & Lomonte, 1995). O rompimento da membrana

plasmética da célula muscular permite um influxo abrupto de Ca™" no interior da

29



célula desencadeando o processo de degeneragiio das fibras musculares, o que de
acordo com Mebs & Ownby (1990) comeca minutos apds a exposicdo do tecido ao

veneno.
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2. OBJETIVOS GERAIS

Este projeto teve como objetivo principal investigar os efeitos da irradiagio
direta do laser de baixa intensidade HeNe sobre o desenvolvimento das alteracdes
musculares produzidas pela injecdo do veneno bruto de Bothrops jararacussu no
musculo tibial anterior de ratos in vivo, mimetizando um acidente ofidico, na busca
de uma alternativa de tfratamento para atenuar o desenvolvimento das lestes

mionecroticas locais.

2.1 Objetivos especificos:
Realizar um estudo sobre a agdo do veneno bruto de Bothrops jararacussu, em
modelo experimental in vivo, previamente testado; aplicar um programa de
tratamento com laser de baixa energia HeNe nos musculos injetados com veneno
bruto de Bothrops jararacussu, através da anélise dos dados miograficos,
morfolégicos, morfométricos e bioquimicos (dosagem de CK) coletados durante

o tratamento com laser HeNe.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Veneno
O veneno bruto de Bothrops jararacussu (Bjssu), liofilisado, foi doado pelo

Instituto Butanta, Séo Paulo, SP.

3.2 Animais

Rattus norvegicus albinus, linhagem Wistar, machos, adultos (200 a 300 g),
fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Unicamp foram acomodados no Biotério
do Departamento de Farmacologia da Faculdade de Ciéncias Médicas, em ambiente
higienizado, com controle de temperatura (25 + 3°C) e iluminagio (ciclo de 12
horas) e livre acesso a dgua e ragdo balanceada. Este projeto, sob o protocolo n® 425-
1 (anexo), foi integralmente aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacio

Animal (CEEA-IB-UNICAMP).

3.3 Procedimento cirdrgico e estudo miografico

Os ratos foram anestesiados por via intraperitonial com solu¢dio de hidrato de
cloral a 10% na dose de 300 mg/kg de peso corporal. O animal foi colocado em
dectibito dorsal e fixado a uma base de cortiga com os membros em abdugdo. Uma
seringa de 10 ml foi adaptada como méscara de oxigénio e acoplada ao focinho (Fig.
5 A).

Ap6s a tricotomia, foi feita uma incisdo na regifio antero-distal da perna
esquerda. A pele e os tecidos adjacentes foram divulsionados € o tenddo do
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musculo tibial anterior esquerdo foi exposto na sua porgdo distal, seccionado, atado
a um fio de algoddo e conectado ao fisiégrafo Gould RS 3400 (Ohio, USA) através
de um transdutor isométrico (BG-50). Em seguida foi feita uma incis@o na porcéo
postero-lateral da coxa esquerda no trajeto do nervo ciatico popliteo externo (Dal
Belo et al., 2002). A tibia foi fixada bilateralmente a um degrau de corti¢a mais alto
que a base (ver fig. 5 B). Pele e musculos foram divulsionados. O nervo exposto foi
delicadamente liberado dos tecidos adjacentes com um bisturi de vidro e conectado
ao estimulador Grass S 48 (Quincy, MA, USA), que produziu estimulos indiretos,
supramaximais de 3 volts, duragfio de 2 ms e freqiiéncia de 1 Hz (Fig. 5 C e 5 D),

usando eletrodos AG-AgCl (Almeida-Silva e/ al.,2001).

Figura 5 - A - Animal submetido ao procedimento cirurgico - vista de cima. B - A tibia foi
fixada a uma base de cortica mais elevada; o nervo ciatico popliteo esterno foi liberado dos
tecidos adjacentes e conectado ao eletrodo. C - Transdutor isométrico BG 50 g; B- Eletrodo
AG-AgCl. D - Estimulador Grass S 48; B- Fisiégrafo Gould RS 3400.
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3.4 Microscopia optica
3.4.1 Analise histopatologica e morfométrica

Apds o registro miografico os musculos foram rapidamente dissecados,
removidos e fixados em Bouin ou formalina 10% por um periodo de 24 a 48 horas.
As amostras foram coletadas sempre de uma mesma regi&o padronizada deixando a

lesdo no centro.

Apos fixado, o material foi desidratado em solugdes de concentragbes crescentes
de dlcool etilico (50, 70, 80, 95%) , com durag@o de 30 min cada, chegando até
alcool absoluto (3 banhos), depois alcool absoluto + historesina (Leica Instruments
Gmbh, Nubloch/Heidelberg) (1:1) por 2 horas e em seguida historesina pura. A
polimerizagdo foi feita em dissecador a vacuo durante 12 horas, a 4° C, e entéo

incluido em historesina e colocado em estufa (60°) por 24 h.

O material foi montado em blocos e cortado em micrétomo Leica RM 2035. As
seccOes (2 um de espessura) foram coletadas em laminas de vidro e coradas com
azul de toluidina 0,5% (Vetec, Sdo Paulo) ¢ Bérax 5% (Quimesp, Sdo Paulo). Os
cortes transversais ¢ longitudinais de todas as secgdes obtidas dos misculos foram
analisados ac microscopio foténico Axiophot Zeiss onde se obteve fotomicrografias
em cores ¢ preto e branco com filmes Kodak Gold e Tmax, respectivamente. A
avaliagdio quantitativa das alteragdes morfoldgicas foi feita pelo seguinte calculo:
indice de area lesada = [(soma da area das regides lesadas : drea total do corte) X

100]. As éareas foram medidas no sistema de processamento de imagens Neophot
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3232 (Carl Zeiss, Esslingen, Germany) e Leica Q-500 MC (Leica Imaging Systems

Ltd, Cambridge, England), sem identificacdo prévia de cada grupo.

3.5 Estudo para determinacio do efeito dose-resposta do veneno de Bjssu na

preparacio neuromuscular in vivo.

Foram feitos varios experimentos piloto com o objetivo de padronizar a dose
adequada do veneno bruto de Bothrops jararacussu (Bjssu) para o estudo in vivo.
Vinte ¢ trés animais foram submetidos ao procedimento cirurgico. Apds a
estabilizacio do registro miografico foi administrado o veneno de Bjssu (20ug —
n=3; 60ug — n=7; 180ug — n=7; diluido em 0,02 ml de solucdo salina (0,9%)), por
via i.m., no ter¢o médio do miisculo tibial anterior esquerdo e o registro miografico
foi observado por mais 120 minutos (Fig. 6). As doses foram escolhidas respeitando
uma progressao geométrica de razio 3.

O estudo do controle foi feitc em dois grupos, da seguinte forma: um grupo
denominado controle (n=3) que foi apenas submetido ao procedimento cirtirgico
sem a administracdo de qualquer solugfo intramuscular € outro que foi submetido ao
procedimento cirtrgico e injetado com solugfio salina 0,9% no terco médio do

misculo tibial anterior esquerdo (n=3).

3.6 Programa de tratamento com irradiacio laser HeNe

Foi usado um equipamento de laser de baixa energia HeNe (KLD, Amparo, SP,
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Figura 6 - Registro miografico da preparagéo in vivo.

Brasil) (Fig. 7), A= 632.8 am., com poténcia de 3 mW, didmetro do feixe de 0,8 mm
e emissdo continua. O raio laser foi aplicado com um angulo de incidéncia

perpendicular (90°) & 4rea onde o veneno foi injetado.

Figura 7 - Equipamento Laser de baixa energia - KLD - modelo PLASMAXIV.

A tabela abaixo mostra a dosimetria que foi usada para os diferentes grupos
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experimentais tratados com laser:

DOSE ' 60MIN & 80MIN | 100 MIN

A | 35Yem |

105 Jom? |

o

C | 3.5Jm’ | 35¥em | 3.5 Vem?

Os grupos receberam densidades de energia diferentes (3.5 J/em® — 9 seg; 10.5
Jem® - 27 seg e 3.5 J/em? ~ trés exposi¢des de 9 seg a cada 20 min) comegando 60
min ap0ds a inje¢do do veneno. O efeito foi observado por 120 min (n = 5/dose). As
densidades de energia da irradiacdo laser tiveram como base de escolha estudos que
mostram que baixas doses tém sido mais adequadas para promover efeitos positivos
no processo regenerativo dos tecidos que doses mais altas (Mester ef al., 1985 e

Bibikova & Oron, 1994).

3.6.1 Descricio dos grupos experimentais

Para estudar o efeito da irradiac8o laser HeNe, os animais foram divididos em
quatro grupos experimentais: grupo dos ratos intactos (GRI), grupo com salina (GS),
grupo com veneno irradiado (GVI) e grupo com veneno + laser HeNe (GVL). Os
procedimentos utilizados em cada grupo e os pardmetros investigativos analisados

estdo descritos na tabela a seguir:
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Grupos f Procedimentos por grup Pardmetros
| experimentais | | investigativos
- Grupo dos | animais intactos (controle) (nfio receberam injecfio | miografia
ratos intactos  de veneno ou salina e nfio foram tratados nas trés  histologia
- (GRD) . doses de laser) (n=5)
3 . animais que ndo receberam injegdo de veneno ou
. salina e foram tratados nas trés doses de laser (n=5
j - para cada dose) -
Grupo com  animais que foram injetados com salina (0,9%) e miografia
- Salina nfio foram tratados com laser (controle) (n=5) - morfometria
- (GS)  animais injetados com salina e tratados nas trés histologia
. doses de laser (n=5 para cada dose)
Grupocom  animais injetados com veneno (60 pg/0.02 ml)  miografia
- veneno - (0=5) )
irradiado animais injetados com veneno diluido (60 1g/0.02 |
(QVDWW_ ml) e irradiado com laser HeNe (3.5 Jem®) (n=5) |
Grupo com animais injetados com veneno (60 ng/0.02 ml) miografia
veneno + (controle) (n=5) morfometria
Laser HeNe: .. . :.: histologia :
animais injetados com veneno (60 pg/0.02 ml) e
(GVL) tratados nas trés doses de laser (n=5 para cada dose) gKS %3/ dozs)e taser |
S5 Jem

3.7 Determinaciio dos niveis séricos de Creatino Quinase (CK)

Apés anestesia, os animais foram divididos em dois grupos: o primeiro grupo, os

ratos foram injetados com 60 pg de veneno de Bjssu, no tergo médio do musculo

tibial anterior esquerdo e ndo foram irradiados com laser. No segundo grupo, os

ratos foram injetados com 60 pg de veneno de Bjssu, no tergo médio do musculo

tibial anterior esquerdo, e submetidos a irradiacdo laser (3,5 J/cm®) 60 min apos a

injego de veneno. As amostras de sangue (3 — 5 ml) foram colhidas por pungdo

cardiaca antes da injegdo (0 min) de veneno e ap6s 120 min (n=5 /grupo). A

atividade da creatino quinase foi dosada de acordo com as instrucdes do “kit” para

diagndstico enzimatico Granutest® 2.5, MERCK, Darmstadt, Germaﬁy.
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3.8 Anailise estatistica

Os resultados do registro miogréafico, da analise morfométrica e da determinacdo
sérica do CK foram expressos como média + erro~-padrio da média (SEM). A
significincia das diferencas que foram observadas entre os grupos controle e
tratados, foi determinada utilizando-se o teste “s-Student” e ANOVA (pacote
estatistico do Data Analysis and Graphing Software Origin 5.0), com valor P<0.05

considerado significativo.
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4. RESULTADOS

4.1 Estudo para determinacfio do efeito dose-resposta de veneno de Bjssu na

preparaciio neuromuscalar in vivo.

Os grupos estudados (20 pg, 60 pug ¢ 180 pg/0.02 mi de veneno de Bjssu)

apresentaram diferengas significativas quanto 4 intensidade do blogqueio

neuromuscular, em relagdo ao controle, ¢ entre si (7,6 + 2,1%, 26 + 3,3 % e 46 £

4,9%, respectivamente) aos 60 min, ¢ manteve-se relativamente estavel até os 120

min (10.2 £ 3.2%, 30 = 52% e 48 + 5.7%) (Fig. 8) Nido houve diferengas

significativas entre o grupo denominado controle e o grupo injetado com solugfo

salina (0,9%) nem aos 60 min ¢ nem aos 120 min.

Resposta Contratit (%)

120

W%%%ﬁ%?%“%“%wémgfg

100 e S W S . S
m?%gm?m@m@mﬁwﬁmymgﬁm% W(con{{oie) (n=3}
=~f-(gol, salina - 0.9%} (n=3)
80+ == (Bigsu 20 pg/0.02 mb (n=3)
s (Bissu 60 ug/0.02 mi) (n=7)
N T oo (Bssu 180 pg/0.02 mi) (n=7)
% - ﬁw%%zﬁ_%%:” e —
S S S o
40
20
a T T T T * T 1 T T
a 20 40 80 80 100 120

Tempo {min}

Obs: as trés doses de veneno sdo significativamente diferentes
do controle e entre si em todos as pontos.

Figara 8 — Curvas dose-resposta resultantes do efeito do veneno de Bjssu sobre a forga de
contrag@o muscular em preparacdo de rato in vivo. Preparagdes nervo ciatico popliteo externo
~ tibial anterior, sob estimula¢io elétrica indireta. Diferentes concentragdes de veneno foram
injetadas no masculo (i.m.). Cada ponto representa a média + o erro padrio, p < 0.05

(ANOVA).
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Na andlise histopatologica qualitativa observou-se que o grupo que recebeu a
dose de 20 pg/0,02ml de veneno de Bjssu apresentou diferentes graus de alteragdes
das fibras musculares, porém a maioria das fibras ainda mantiveram-se normais. No
grupo que recebeu 60 1g/0,02 ml de veneno de Bjssu observou-se que um maior
numero de células foi afetado, as miofibrilas degeneradas apresentaram formas de
“fitas” tortuosas condensadas, resultante da sua aglutinagfio, foi observado também
um infiltrado neutrofilico permeando as fibras. O grupo que recebeu 180 pg/0,02 ml
mostrou um maior nimero de células afetadas, sugerindo que quanto maior a
concentracio de veneno, mais extensa € a mionecrose.

Os resultados do estudo da agdio do veneno in vivo revelaram que hd uma
correlagdo positiva entre as alteragbes miograficas (bloqueio neuromuscular) e
morfoldgicas (mionecrose), € que esta depende da concentracdo de veneno utilizada
na injecdo (ver fig. 8 € 9~ A, B, C e D) e em todas elas (20 pg, 60 pg ¢ 180 pg /
0.02 ml } a intensidade maxima do bloqueio neuromuscular foi alcancado aos 60
min ap6s a injegdo do veneno. O aspecto das alteracSes mionecrdticas sio

semelhantes nas trés doses de Bjssu (20 pg, 60 ug 180 ug).

4.2 Programa de tratamento com irradiacio laser HeNe

Os registros miograficos dos animais dos GRI e GS n#o apresentaram diferencas
significativas na forca de contragdo muscular entre os que foram submetidos as

diferentes densidades de energia de laser HeNe e o seu controle (Figs. 10 e 11).
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Figura 9 - Secgles transversais e longitudinais do musculo tibial anterior: A-salina
(transversal); B- salina (longitudinal); C- 60 pg (transversal); D - 60 ug (longitudinal).
Azul de Toluidina. Barras = 30 pm.

O GVI ndo mostrou diferenca significativa no bloqueio neuromuscular entre os animais
injetados com 60 ng de veneno dg Bjssu (controle) e os animais injetados com 60 pg de
veneno de Bjssu irradiado com laser HeNe (3.5 J/cmz); ou seja, veneno irradiado se
comporta do mesmo modo que veneno ndo submetido & irradiag@o por laser HeNe na dose

de 3.5 J/em® (Fig. 12).

No GVL os resultados mostraram que a irradia¢fo laser com densidade de energia de
3,5 J/cm? (uma tinica irradiagdo) produziu uma diminuigio significativa do bloqueio

neuromuscular (11,5 * 2,5%)enquanto trés irradiagcdes (com 20 min de intervalo entre
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Resposta contrétil (%)

120

80 -

=== Raios intactos (controle}
st Lager 3.5 Jiom'

= Lager 10.5 Jiem’

wigem | aser 3.5 Jiom’ (3 doses)

40

. - —
20 40 80 0 100 120
Terapo {min)

Figura 10 — Representago grafica comparando os efeitos das trés densidades de energia
emitidas pela irradiacio laser HeNe sobre a forga de contrag@o muscular em preparacéo de
rato in vivo, Cada ponto representa a média = S.E.M. de cinco experimentos (ANOVA).

Resposta Contratil (%)

==iifl=n Salina (controle)

=== Salina + Laser 3.5 Jiem®
=di—=Salina + Laser 10.5 Jfem’
==dbes B alina + Laser 3.5 Jicm® (3 doses)

¥ v T T 3 4 T ? ¥ T T
20 40 80 a0 100 120

Termpo {min)

Figura 11 - Comparacio dos efeitos das tr8s densidades de energia emitidas pela
irradiagdo laser HeNe sobre a for¢a de contragdo muscular em preparagéio de rato in vivo,
injetados com solugdo salina (0,9 %/ 0,02 mi). Cada ponto representa a média + S.E.M.
de cinco experimentos (ANOVA).
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120 4

Bjssu 60 ug/0.02 ml (controle)
Bjssu 60 pg/0.02 ml irradiado com laser 3.5 Jem®

100

Resposta contratil (%)
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Figura 12 - Curva da resposta contratil de preparagdio de rato in vivo, exposta a aglo
do veneno bruto de Bjssu (60 g /0.02 ml) irradiado com laser HeNe (3.5 Yem?).
Cada ponto representa a média + $.E.M. de cinco experimentos; p<0,05 (ANOVA).

cada uma) ndo levaram a alteracGes significativas (25,4 * 6,8%), em comparagdo
com o grupo que recebeu s6 veneno (controle) (60 ng/0,02 ml) (28,6 £ 4,7%) num
tempo de 120 min. O controle demorou 10 min ¢ 70 min para determinar 0 mesmo
nivel de bloqueio neuromuscular obtido com as doses de 3.5 J/em?® (em dose tnica)
e 3.5 J/em® (irés exposigdes), respectivamente, no tempo de 120 min. O tratamento
com laser HeNe retardou o inicio e a intensidade do bloqueio neuromuscular nos
musculos submetidos a essas densidades de energia. Apenas o grupo irradiado com
3,5 J/em® (em dose Ginica) revelou um aumento significante (62%) na amplitude da
resposta contratil, comegando logo aos 10 min apds a irradiagdo (p<0,05), e se
mantendo estavel até o fim dos 120 min. O grupo tratado com a densidade de
energia de 10,5 Jem? apresentou um nivel de bloqueio neuromuscular semelhante
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ao controle (31,4 + 5,0% vs 28,6 + 4,7%, respectivamente) (Figs. 13 ¢ 14).

Bjssu 120 min

20 g

Bissu 120 min

Bissu 120 min

120 min

Bissu

Figura 13 - Efeitos de trés densidades de energia emitidas pela irradiagfio laser HeNe (60 min
apds a injegdo do veneno) sobre o registro da forga de contragio muscular em preparagfo nervo
ciatico popliteo externo - tibial anterior (estimulo indireto). A ilustra o registro miografico do
efeito do veneno de Bjssu (60 pg/0.02 ml); B (3.5 Jem?), C (10.5 Jem®) e D (3.5 Jem® - 3
exposi¢les) n=5.
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Figura 14 - Comparagio dos efeitos das trés densidades de energia emitidas pela
irradiagio laser HeNe sobre a forca de contragdo muscular em preparagdo de rato in
vivo, exposta 4 acdo do veneno de Bjssu (60 pg /0.02 ml). Cada ponto representa a
média + S.E.M. de cinco experimentos; p<0.05 (ANOVA).

Quanto & influéneia da irradiagdio laser sobre a drea lesada pelo veneno, os
musculos irradiados com a dose de 3,5 Jem” (uma ou trés exposigBes) apresentaram
uma diminui¢o significativa na porcentagem da 4rea lesada em comparagdo com o
grupo controle (15,9 + 1,5% e 26,3 * 4,5%, respectivamente vs 44,2 + 5,7%)
(p<0,05). Nenhuma diferen¢a no indice de 4rea lesada (porcentagem de area
mionecrdtica) foi observada entre o grupo tratado com laser € o seu conirole, quando
foi aplicada a dose de 10,5 Jem?® (36,3 + 4,1% vs 44,2 + 5,7%) (Fig. 15).

Na analise morfolégica observa-se que o grupo controle injetado com salina
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P saina
Bjssu (60 pg/0,02) {controle}

? Bissu (60 pg/0,02) + laser 3.5 Jiom’
| Bjssu (80 ug/0,02) + laser 10.5 Jiem®
. Bjssu {80 ngf0,02) + laser 3.5 Jfem’ (3 dosss)

80

50 T

Area lesada (%)

Figura 15 - Indice de drea lesada: o grafico mostra a porcentagem de érea lesada do
musculo tibial anterior, na preparacio in vivo, exposta a acdo do veneno de Bjssu (60
1g/0.02 ml) e irradiado com 3.5 Jem®, 10.5 Jem® , 3.5 Jem® (trés exposices) de laser
HeNe; mais os grupos salina e controle. A porcentagem de area lesada na dose de 3.5 J/em®
(uma ou tr8s exposigbes) foi significantemente menor em comparagdo com o grupo
controle, Dados expressos em média + S.E.M.; * p<0.05 (ANOVA).

apresenta uma aparéncia normal nas sec¢des transversais (Fig. 16A}. As células
apresentam um aspecto poligonal, as fibras estfo organizadas e os fasciculos sfo
regulares.

As alteragBes mionecrdticas produzidas pelo veneno parecem ser
qualitativamente similares em ambos os grupos (controle e tratado com laser), mas
do ponto de vista quantitativo, a extensfio da 4rea lesada foi significativamente
menor no grupo tratado com laser (com excecdo para a dose de 10,5 J/em?®) (F ig. 16
B).
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Figura 16 - Secgdes transversais do musculo tibial anterior: - (A) veneno de Bjssu (60
1g/0.02 ml), (B) injetado com veneno de Bjssu (60 ug/0.02 ml) e irradiado com laser:
3.5 J/em®. O grupo B apresenta um padrio de alteragdes mionecréticas similar ao grupo
A. Azul de Toluidina. Barras = 30 pm.
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4.3 Determinacio dos niveis séricos de Creatino Quinase (CK)

Os resultados revelaram uma diminuigdo significativa nos niveis séricos de
CK no grupo irradiade com laser (3.5 J/em® — uma unica exposigdo) quando
comparado com o grupo que ndo foi tratado com laser (190.3 + 23.4% vs 455 £
43%, respectivamente) (p < 0.05) (Fig. 17). Esses resultados corroboram a analise

miografica e morfométrica.

500

400
| 60 ug de Bjssu

300~ 60 ug de Bjssu + laser 3,5 Jicm?

200+

100~

Concentracdo de creatino quinase (%)

Figura 17 — Dosagem do nivel sérico de CK: o grafico mostra a porcentagem de
aumento do nivel sérico de CK em amostras de sangue de animais injetados no terco
médio do musculo tibial anterior esquerdo com veneno de Bjssu (60 pg/0.02 mi) e
irradiado com 3.5 J/em® de laser HeNe. A porcentagem de aumento do nivel de CK
no grupo irradiado (3.5 J/em®) foi significantemente menor em comparagio com o
grupo ndo irradiado. Dados expressos em média = S.EM.; * p<0.05 (ANOVA)
(n=5).
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5. DISCUSSAO
5.1 Estudo para determinacio do efeito dose-resposta do veneno de Bjssu na
preparacio neuromuscular in vivo.

Os resultados que foram obtidos no estudo da agfo do veneno de Bjssu na
preparagdo neurormuscular in vivo mostraram que o veneno bruto de B. jararacussu
produz uma diminuigdo parcial da resposta contratil durante os primeiros 60 min, a
qual permanece constante até os 120 min, ao contrario de prepara¢Bes neuro
musculares in vifro em rds, (Rodrigues-Simioni ef a/,1983) e em camundongos
(Oshima-Franco er al, 2000). Essas diferencas foram consideradas como
decorrentes de modelos experimentais diferentes e concentragdes de veneno
diferentes. No presente modelo, havia a reagéio do organismo do animal, enquanto
no modelo in vitro, a intera¢do se dd exatamente entre veneno e musculo isolado.
Oshima-Franco ef al (2000) administron 50 pg/ml de Bjssu na preparagio
neuromuscular do musculo extensor longo dos dedos (EDL) de camundongos, e
observaram um bloqueio da forga de contragio muscular de aproximadamente 60%
ja aos 60 min e que mostrou-se progressivo e praticamente completo aos 120 min
(83%). Esse bloqueio pode resultar, pelo menos em parte, dos efeitos da BthTX,
uma miotoxina presente no veneno de B. jararacussu (Rodrigues-Simioni et ai.,
1983; Queiroz et al, 1984, Oshima-Franco et al, 2000), bem como da agfo
neurotéxica atribuida ao veneno (De-Souza-Queiroz er al., 2002). A preparagdo
neuromuscular de rato in vivo parece ser menos sensivel 4 agio miotéxica do veneno

de Bjssu pois o animal tem condi¢es de usar mecanismos para neutralizar agressoes
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ao seu organismo. Na preparacdo in vivo, o bloqueio neuromuscular aos 60 min foi
de 26% enquanto que na preparacio neuromuscular i# vitro o bloqueio foi de 60%
aos 60 min, (para a dose de 60 pg/0.02ml na preparacio ir vivo) (Oshima-Franco et
al., 2000).

Na analise morfoldgica deste estudo, semelhantemente aos achados relatados por
Oshima-Franco ef al, (2000), as fibras musculares apresentaram estagios
mionecréticos caracteristicos dos estagios iniciais, intermediarios e avancgados do
envenenamento (Ownby & Colberg, 1988). A presenca desses diferentes estigios de
mionecrose depende da concentragdo da dose; ou seja, quanto maior a dose do
veneno, maior a presenca de estados patoldgicos caracteristicos dos estigios
avangados de mionecrose foram encontrados. Foram observadas diversas alteracées
como: lesdes delta, evidéncias indiretas da descontinuidade do sarcolema,
desorganizacdo das miofibrilas com condensagdo em fitas dos miofilamentos e
aparecimento de zonas desprovidas de estrutura. Essas alteragdes mionecrdticas
também foram observadas por Queiroz et al., (1984) no muisculo tibial anterior de

camundongo inoculado com 80 pg de veneno bruto de Bjssu.

5.2 Determinaciio dos niveis séricos de creatino quinase

Lesdes e disfungdes no musculo esquelético liberam enzimas musculares na
circulagdo ¢ aumentam a atividade enzimdtica. A creatino quinase € a enzima que
apresenta maior concentragdo no tecido muscular, e em diversas disfuncdes

musculares mostra um indice elevado de incidéncia (Plebani, 2001). Estudos
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demonstraram aumento dos niveis de CK no soro de animais injetados com veneno
de serpentes (Mebs er al., 1983; Nakada er al., 1984; Cogo et al, 1993).

No presente estudo foi determinado o nivel de CK no grupo de animais injetados
com veneno de Bjssu (60 pg/0.02ml) e no grupo de animais injetados com veneno
de Bjssu (60 pg/0.02m!) e irradiados com laser HeNe na dose tnica de 3,5 J/em?, 9
seg, visto que essa densidade de energia apresentou alteragdes significativas na
analise miografica ¢ morfométrica. Observou-se uma diminui¢io significativa na
porcentagem de aumento do nivel sérico de CK no grupo de animais irradiados com
laser (190.3 + 23.4% vs 435 + 43%, respectivamente) {(p < 0.05), o que corrobora 0s

dados miograficos e morfométricos.

5.3 Programa de tratamento com irradiacio laser HeNe

A dose de 180 ng/0,02 ml de veneno de Bjssu seria a mais indicada para o
tratamento com laser, uma vez que, no acidente ofidico por Bothrops jararacussu, a
serpente pode inocular na vitima uma grande quantidade de veneno; porém, a
analise dos resultados obtidos do estudo da agcéio do veneno de Bjssu em preparagio
neuromuscular in vivo revelou um bloqueio neuromuscular intenso e significativo
(46 £ 4,9 %) ja aos 60 min e uma porcentagem elevada de area lesada (68,4 + 4,9%).
Em geral, grandes doses de vemeno (> 60 pg/0,02 ml) produzem um efeito
miotoxico severo impedindo a observacio de outras alteragdes que podem ocorrer.
Levando em considerag@o a abordagem inovadora deste estudo, a falta de referéncia

literaria neste aspecto, e o fato de a ac¢o da irradiagfo laser depender, dentre outros
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fatores, do estado de preservagdo celular (Karu, 2001), optou-se por uma dose
intermediaria (60 ug/0,02 ml) que permitia avaliar com maior seguranga »os dados
obtidos. O tratamento com laser foi feito 60 min apds a injecdo do veneno,
levando-se em consideracdo ser esse o tempo de bloqueio maximo alcancado nos
grupos de estudo da ac@o do veneno de Bjssu em preparagio neuromuscular in vivo.

No presente estudo, pode-se observar que a irradiacio laser HeNe de baixa
energia ndo produziu alteragdes significativas sobre a for¢a de contragio muscular
em animais intactos ou que foram injetados apenas com solugfo salina (0,9%/0,02
ml) (GRI e GS). Observou-se também que a irradiagdo no local da injecio ndo
alterou a conformagdo de macromoléculas do veneno, uma vez que 0 veneno
irradiado n&o perdeu a toxicidade (GVI).

A literatura especializada tem revelado que o uso de irradiacdo por laser de
baixa energia diretamente sobre tecidos, submetidos a varios agentes lesivos, tem se
mostrado 1til em proteger ou acelerar os processos regenerativos (Enwemeka et al.,
1990; Bibikova & Oron, 1993 e 1994; Nissan er al., 1996; Luger et al., 1998;
Tatarunas ef al., 1998; Freitas et al., 2000; Amaral ef al., 2001; Garavello e/ al, in
press). Uma baixa intensidade de energia ao atingir as células de um tecido, incidira
sobre a bi-camada da membrana plasmatica, e sobre a membrana das organelas
celulares, principalmenté as mitocondrias. A energia dos fotons de uma radiagéio
laser sera transformada pela célula em energia quimica e utilizada em processos
bioquimicos da fungdo celular, principalmente na cadeia respiratoria da célula, o que

constituiria, segundo Karu (1989) o foto-sinal e portanto a fotobiomodulagio. A
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transformacdo de energia luminosa em energia quimica encontra varios exemplos
tanto em organismos animais, como em vegetais (Pastore ef al., 1996).

Corroborando os dados da literatura, efeitos positivos da irradiaciio laser HeNe
também foram observados no presente estudo (GVL). A densidade de energia de 3,5
Jem2 (9 seg) em apenas uma exposi¢do promoveu uma atenuagdo significativa
(»<0,05) e imediata (10 min apés o tratamento com laser) no bloqueio
neuromuscular. Essa resposta rapida sobre a contragio muscular pode levar a
suposi¢do de que o laser possa ter agido no terminal nervoso, modulando a sua
performance, uma vez que tanto o misculo quanto o nervo foram expostos &
irradiagdo laser (ver fig. 7). A literatura ndo traz uma posi¢do consensual a respeito
do efeito da itradiagio laser na condutividade do nervo, enquanto alguns autores
relatam efeitos benéficos (Rochkind et al, 1987; Rochkind & Quaknine, 1992;
Schwartz, 2002), outros encontraram um efeito indcuo na irradiac8o laser (Bagis et
al., 2002; Comelekoglu er al, 2002). Entretanto, além da literatura sobre esse
assunto ser escassa, tem faltado também, nesse campo, um estudo sistematico que
permita uma comparago mais precisa entre modelos experimentais similares, isto €,
que apresentem 0 mesmo tipo de laser, com comparaveis densidades de energia,
comprimentos de onda e periodos de irradiaco. A auséncia de protocolos
experimentais, ou clinicos, com parametros similares, tem dificultado uma avaliagio
congruente dos efeitos do laser.

Os beneficios da irradiagdo laser de baixa energia HeNe em nervos periféricos

tem sido reportada em outra referéncia; Nissan ef al, (1996) observaram aumento
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significante no potencial de a¢do do nervo cidtico de ratos irradiado com laser HeNe
(irradiacdo transcuténea - 4 a 10 J/em®)

No presente estudo, dependendo da densidade de energia utilizada, foram
encontradas trés condigdes: um aumento notavel na amplitude da resposta contratil
do muscule inoculado com veneno de Bjssu, ¢ com uma diminui¢do analoga e
significativa da area de lesdo muscular e nivel sérico de CK (dose Gnica de 3,5
J/em?, 9 seg); uma condigdo na qual houve uma diminuico significante na érea
muscular afetada, mas nfo no blogueio neuromuscular (3 X 3,5 Jem? 3X 9 seg,
num intervalo de 20 min cada); ¢ finalmente uma condigdo na qual ndo foi
encontrado qualquer efeito protetor pelo tratamento utilizando a irradiagfio laser
(10,5 J/em?, 27 seg). Assim como em outros estudos (Bibikova & Oron, 1993;
Amaral ef al., 2001) também observamos que densidades de energia baixas ¢ em
exposicdo tnica, usada como tratamento de lesdes teciduais, produzem resultados
mais satisfatorios, quando comparada 2 protegfio exercida por irradiagdo de laser
com densidade de energia mais elevada. Como ja mencionado anteriormente, as
doses de irradiacéo inferiores a 0,1 Jem® e superiores a 10 J/em® sdio ineficazes para
os propositos de bioestimulagdo. Além disso, hd um efeito cumulativo quando ha
mais de uma sessfio de irradiacio. No presente modelo experimental, a utilizagdo de
trés sessdes de irradiagdo na dose de 3,5 J/cm’, extrapola os limites bioefetivos e ¢
uma explicagfo para a ineficacia do tratamento em relagfo a prevencgio dos efeitos
mionecroticos e da forga contratil do misculo.

Os dados obtidos também permitem inferir que a terapia com laser de baixa
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energia HeNe € capaz de influenciar processos celulares modulando-os, como
demonstrado em vérios procedimentos relatados com investigag¢do laser, como por
exemplo na regeneragdo do musculo esquelético pos-agressdo cirargica (Weiss &
Oron, 1992; Bibikova & Oron, 1995), na neoformacdo de capilares durante o
processo regenerativo do miisculo gastrocnémio (Bibikova er al., 1994), cicatrizagio
de tenddes (Enwemeka, 1992; Reddy er al., 1998), e na reparagio de lesdo do nervo
ciatico (Rochkind et al., 2001). Consecutivamente ao efeito do laser sobre a cadeia
respiratoria das mitocondrias na célula, Karu (1989; 2001) descreve que ha aumento
da forca fotomotiva, do gradiente de prétons, do potencial elétrico redox, e oxidagdo
do NADH, aumentando a relagéo entre sodio e hidrogénio. Isto resulta em aumento
de Na', K” e ATPase intracelular € em seguida diminuigdo da concentragio de H'.
Como consequéncia ha alteracSes na concentracio de calcio intracelular e do AMPc.
Entretanto, a escolha da dosimetria apropriada para um programa de tratamento
com laser (dose/tempo/nimero de exposi¢des) que proporcione uma absorgdo
adequada da incidéncia de energia pelo tecido se faz necessaria para se obter um
efeito fotomodulador positivo nos processos de reparagio. Os mecanismos pelos
quais a irradiag@o laser produz fotoestimulagdio ou fotoinibigio, respectivamente
acelerando ou deprimindo o processo biolégico regenerativo nfio é perfeitamente
conhecido, dada as inlimeras varidveis que estio envolvidas na interagdo tecido :
laser .

Neste modelo experimental, como o tempo entre a inoculagio do veneno de

Bjssu e a aplicago da irradiacdo laser foi de 60 min, e foi observado em um periodo
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restrito de 120 min, os resultados morfométricos e miograficos obtidos nesse curto
espaco de tempo permitem avaliar apenas a a¢do preventiva e nfo a reparativa do
laser. Pode-se especular que os efeitos do veneno sobre as fibras musculares tenha
sido modulado pela radiagéo laser por via mitocondrial através dos fotoaceptores a
irradiacdo laser HeNe (Karu et al., 1995; 2001; Pastore et al., 1996; 2000; Yu et al.,
1997), aumentando o metabolismo oxidativo por excitacdo eletrdnica dos
componentes da cadeia respiratoria, ativando o potencial elétrico da membrana,
eventualmente aumentando a sintese de ATP, prolongando a ativacdo metabolica
das fibras musculares irradiadas. No presente trabatho, a dose de 3,5 J/cm” mostrou
efeitos positivos significativos sobre os pardmetros analisados (efeitos mionecréticos
e fun¢do muscular através do registro miografico) e estd em conformidade com a
literatura que proclama que em doses baixas a irradiacfio produz efeitos positivos,
enquanto doses altas favorecem danos fotodindmicos (Karu, 1989).

O presente modelo experimental nfio possibilita validar essa hipdtese, porém,
desde que a excitacdo de fluor6éforos endoégenos, principalmente os citocromos
mitocondriais, pelo laser ja foi demonstrado (Karu, 1989), € plausivel considerar que
essa via esteja envolvida, mormente o fato de ser o tecido muscular o objeto de
estudo. O mecanismo exato pelo qual essa modulagdo ocorre é um tema que

demanda futuras investigagdes.
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6. CONCLUSAO

A irradiagio com laser HeNe per se ndo interfere na for¢a de contragio da

prepara¢io neuromuscular de ratos normais in vivo.

A irradiacdo com laser de baixa energia HeNe na dose de (3.5 Jem®) exerceu
acfio protetora no tecido muscular contra a agdo miotoxica imediata induzida pelo
veneno bruto de B. jararacussu em preparagdo neuromuscular de ratos in vivo.

Essa agdo protetora foi evidenciada:

a) mediante a eficacia em impedir a intensidade do bloqueio neuromuscular.

b) diminuir a drea de lesdio muscular.

A dosagem da irradiagdo € um fator decesivo na modulacio da resposta do
musculo, podendo ser protetora (como assinalado acima), ou ser deletaria (dose de

10,5 J/em?).

O efeito de fotoestimulagdo ou de fotoinibicdo, sobre os pardmetros estudados
(exceto para a determinag3o do nivel sérico de CK, que ndo foi avaliado em todas as

doses) depende da densidade de energia e do nimero de exposigoes.

A agdo protetora da irradiac@o laser HeNe parece ser direta sobre os fendmenos
envolvidos na fun¢do muscular e na preservagdo da estrutura normal do tecido, e ndo

indireta, através de atenuaco da toxicidade do veneno. Essa conclusdo baseia-se no
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fato de a pré-irradiacdo do veneno ndo ter afetado a sua toxicidade, como é sugerido

pelos resultados da miografia com veneno in natura e com veneno irradiado.

A laserterapia pode ser uma ferramenta co-adjuvante, ndo invasiva, promissora
para ser explorada na prevencio dos efeitos locais no acidente ofidico por B.

Jararacussu.
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