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RESUMO

O estudo de substancias naturais visa ndo s6 a caracterizagdo dos seus principios ativos e
efeitos bioldgicos, mas também a compreensdo de fendmenos patofisioldgicos que muitas
vezes sdo reproduzidos experimentalmente por essas substancias. Dentre estas, nos paises
de clima tropical, os venenos ofidicos merecem importancia particular pela riqueza de
constituintes farmacologicamente ativos e pela freqiiéncia dos acidentes causados por
picada de serpentes venenosas, particularmente abundantes em paises tropicais. No Brasil,
esses acidentes adquirem relevancia em termos de saide publica porque podem causar
graves alteracdes sistémicas e no local da picada, sendo o género Bothrops responsavel por
90% deles. Neste trabalho, as alteracdes patoldgicas locais e sistémicas (mionecrose, edema
e hemorragia) induzidas pela injecdo intramuscular (i.m.) do veneno de Bothrops moojeni
(40 pg/mL, 0,1 ml/I00 g do peso do animal) em camundogos foram estudadas
histologicamente, através da contagem de capilares e pela imunomarcacdo do fator de
crescimento endotelial de vasos (VEGF) no musculo gastrocnémio e pelas alteragdes nos
niveis séricos das enzimas creatino kinase (CK), fosfatase acida (AcPase), fosfatase
alcalina (AlkPase), desidrogenase litica (LDH), transaminase oxalo-acética (AST) e da
proteina mioglobina ao longo de 3, 12, 24 horas, 3, 7 e 21 dias (n = 5/periodo) apds o
envenenamento. Os efeitos de protocolos de irradiag@o por lasers de baixa poténcia, HeNe
(632,8 nm) e o diodo AsGa (904 nm), ambos com densidade de energia de 4 J/cm?, sobre
esses parametros foram avaliados. A primeira sessdo de irradiagdo foi administrada logo
apo6s a injecdo i.m. do veneno e depois a cada 24 h, de forma que o nimero de irradiacdes
feito foi uma, uma, duas, 4, 8 e 22, respectivamente, incididas perpendicularmente no local
da injecdo por 120 s (HeNe) e 18,3 s (GaAs) de duracdo de cada sessdo. Para as dosagens
de LDH, AST e mioglobina o tempo zero, sem irradia¢do foi acrescentado. Os resultados
foram comparados com animais controles, injetados com solu¢do salina estéril (0,9%).
Morfologicamente, o veneno produziu imediata série de alteragdes, a qualidade das quais
mostrou-se semelhante das 3 as 24 h (pds-injecao) p.i., porém com aumento do numero de
células mionecrdticas e de infiltrado inflamatério. A fase regenerativa iniciada 3 d p.i.,

mostrou crescente nimero de fibras em regeneracdo, decrescente ndmero de fibras



degeneradas e substituicdo de polimorfos nuclerares por populacdo de macréfagos.
Histologicamente, a irradiacao pelo HeNe atenuou as alteragdes iniciais (3 h), porém a do
AsGa foi mais efetiva em longo prazo (21 d), induzindo ao maior nimero de miotubos e a
melhor citoarquitetura do tecido. A contagem do nimero de vasos sangiiineos no local e
vizinhancgas da lesdo, mostrou que o grupo tratado com veneno e ndo irradiado com laser de
baixa energia teve diminuicdo do nimero médio de capilares na drea afetada, e que a
irradiacao laser acelerou a neovascularizacdo, sendo o HeNe mais eficaz do que o AsGa. Os
resultados também mostraram que o VEGF e seus receptores foram expressos em parte dos
neutréfilos, em esparsas células satélites nos periodos iniciais do envenenamento (3 — 24 h),
nos capilares das dreas periféricas a lesdo, e nos intersticios de fibras em degeneracdo. A
irradiacdo com HeNe induziu o aparecimento desse marcador nos polimorfonucleares, mas
0 AsGa aboliu a positividade a eles. O HeNe promoveu a expressdo de VEGF nos capilares
dos tenddes e nas células musculares intactas. Aos 7 d p.., na regido das fibras
regenerativas a irradiacdo com HeNe levou ao aparecimento de positividade em células do
intersticio semelhantes a fibroblastos, além de marcagdo em células “satélites” de miotubos
em formacgdo. A irradiacdo por ambos os lasers induziu também o aparecimento de VEGF
positivo nos fibroblastos do tenddao que atravessava o musculo, nas camadas média e
adventicia de pequenas artérias e veias e nos fusos neuromusculares, além do intersticio dos
ramos nervosos intramusculares, principalmente nos periodos de 7 e 21 dias. Os resultados
da andlise das enzimas mostraram que a irradiacdo pelo laser HeNe reduziu marcadamente
a atividade de CK de 3 h até 7 dias, enquanto o laser AsGa de 12 h até 21 dias p.i. A
atividade da AcPase aumentou dramaticamente as 12 h p.i., ap6s o que houve um declinio
que foi mais acentuado com o laser AsGa. A irradiagdo com o laser HeNe induziu aumento
gradual da atividade de AlkPase até 24 h e entdo diminuiu-a, ao passo que o laser AsGa
causou um extraordindrio aumento entre 12 h e 24 h, mantendo diferenca signifitiva em
relagdo ao grupo veneno de camundongos nao irradiados. A irradiacdo com HeNe nao foi
eficaz em diminuir os niveis de LDH, ao invés foi prejudicial elevando os seus niveis em
diferentes momentos. J4 a irradiacdo com AsGa foi eficaz em diminuir significativamente
os niveis da enzima ao longo de todos os periodos observados. Com relacdo a AST, a

irradiacdo com HeNe foi eficaz em diminuir os niveis da enzima apenas as 3 h p.i., ap6s o
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que teve efeitos deletérios. Por outro lado, a irradiacdo com AsGa nao foi eficaz em
diminuir os niveis de AST, exceto aos 7 dias, quando houve redugdo significativa
del6,6%. Os niveis elevados de mioglobina sérica causados pelo veneno de B. moojeni,
foram diminuidos significativamente com o laser AsGa das 12 h p.i. até os 7 d, ao passo
que o HeNe s6 mostrou eficicia dos 3 aos 7 d p.i. O grupo de camundongos injetados com
solucdo salina nao mostrou nenhuma diferenca significante em todos os tempos analisados
para esses parametros. Concluimos que a terapia laser de baixa energia, arsenieto de Gélio
aplicada localmente € capaz de alterar o contetudo sérico de biomarcadores de dano da fibra
muscular (CK e mioglobina), como também de marcadores de altera¢des sistémicas, como
o laser HeNe foi eficaz para aumentar a quantidade de vasos sanguineos no tecido lesado. A
fotoestimulacdo promovida pela irradiagdo com laser de baixa energia pode alterar
favoravelmente indicadores de alteracdes locais e sist€émicas causadas por envenenamento
por Bothrops moojeni, apontando esse recurso como promissor na recuperacao do musculo

afetado e nos distarbios sistémicos advindos.

Palavras-chave: B. moojeni, CK, enzimas séricas, morfometria, VEGF, irradiacdo por laser
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1 INTRODUCAO

No Brasil, a regido Centro-Oeste apresenta anualmente um indice elevado de
acidentes ofidicos. A ocorréncia desses acidentes esta possivelmente, relacionada a fatores
climaticos e a atividade humana nos trabalhos de campo.

As condi¢des ambientais de paises tropicais como o Brasil sdo favoraveis ao sucesso na
adaptacdo e sobrevivéncia dos animais peconhentos o que se constitui em fator responsavel
pela existéncia de inimeras espécies desses animais.

No Estado de Matogrosso do Sul, a maioria dos acidentes ofidicos registrados deve-
se a serpentes que pertencem aos géneros Bothrops e Crotalus. Os dados estatisticos
fornecidos pelo CIVITOX (Centro Integrado de Vigilancia Toxicologica - Campo Grande —
MS) no ano de 2005 registram que foram atendidos 131 pacientes que sofreram acidentes
ofidicos por serpentes pegonhentas. Os acidentes ofidicos costumam ocorrer na regido
pantaneira nos meses de verdo (novembro a marcgo), que sao os mais quentes do ano, no
Estado.

O atendimento aos acidentados ndo ocorre de imediato devido ao fato de a
populacdo pantaneira encontrar-se distante (150 a 200 km) do local de atendimento médico
sanitario, que ¢ a cidade de Campo Grande. Em casos de acidentes ofidicos, o uso local de
torniquete, fumo macerado, café, esterco, sangria ¢ muitas vezes praticado pela populagdo
leiga. Esses procedimentos de primeiros socorros, utilizados pela populagado rural (dados do
CIVITOX (2005) indicam que a faixa etaria esta entre 20 a 49 anos; nenhum 06bito e os
meses de maior indice de acidente ofidico sdo: margo, abril € novembro), além de serem
inadequados, podem potencializar os efeitos tdxicos e causar infec¢do, por contribuirem
com uma concentra¢do local do veneno pelo torniquete, ou por agentes potencialmente
infecciosos aplicados topicamente no sitio da picada e adjacéncias afetadas.

De acordo com o CIVITOX, os critérios utilizados nos centros de atendimento sdo
baseados nos sinais clinicos apresentados pelo paciente, os quais permitem, em alguns
casos, a identificagdo da serpente, tendo em vista que ¢ pouco freqliente que o paciente, ou
a familia, tragam a serpente que causou o acidente. Apds a identificagdo da serpente, o
paciente ¢ investigado quanto ao tempo de coagulacdo da amostra de seu sangue,

procedimento este ja sob internacdo hospitalar. Os técnicos do CIVITOX informaram que
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quando o paciente apresenta dor intensa com edema acentuado, o acidente possivelmente
foi provocado por serpentes do género Bothrops, e quando os sintomas locais sdo mais
brandos, por Crotalus.

O veneno das serpentes ¢ produzido por um par de glandulas exocrinas
especializadas, que s3o glandulas salivares modificadas, situadas na boca. A secrecio
produzida por essas glandulas ¢ constituida por uma complexa mistura de moléculas, de
natureza quimica diversa, que apresenta diferentes acdes, tanto no homem quanto nas
presas que sdo utilizados pelas serpentes como alimento (Tu, 1977; Jiménes-Porras, 1964).

A posi¢ao e estrutura dos dentes inoculadores de peconha (presas) constitui uma das
principais caracteristicas taxononomicas distintivas de Elapidae e Viperidae. Existe uma
relacdo direta entre o numero de acidentes ofidicos e as caracteristicas da denticdo e a
eficiéncia na inoculacdo do veneno. Tais caracteristicas permitem a classificacdo dessas
serpentes em Solendglifas, Proteréglifas, Opistoglifas e Aglifas. As principais
caracteristicas distintivas da familia Viperidae sdao: 1 fosseta loreal, 2) cabega triangular
recoberta com escamas pequenas, 3) dentes inoculadores de veneno (presas) grandes,
ponteagudos, moveis e ocos, situados na frente da boca (solenoglifodontes), 4) parte
superior do corpo recoberta por escamas sem brilho, em forma de quilha, e 5) cauda
diferenciada para cada género da familia, ou seja, cauda lisa, com guizo ou chocalho ou
cauda com escamas arrepiadas no final (Brasil. Ministério da Satde, 1991).

As serpentes Solendglifas apresentam o aparelho inoculador do veneno mais
eficiente em relagdo as outras serpentes e possuem as presas anteriores mais desenvolvidas
e com grande mobilidade, e um canal central que se comunica pela base com o ducto
excretor da glandula de veneno (Goin; Goin, 1971). Dessa forma, a inocula¢do do veneno
em suas vitimas, ou presas, ¢ muito eficiente em relagdo a velocidade e quantidade de
veneno injetado, e, portanto, com efeitos mais severos, causando um grande nimero de
acidentes. As articulagdes frouxas entre os ossos da cabeca destas serpentes e a extrema
mobilidade dos mesmos, devido a musculos cranianos apropriados, possibilitam o
direcionamento das presas para frente, em posicdo de ataque, permitindo que a serpente
possa ferir e injetar o veneno enquanto sua boca permanece aberta formando um angulo de

aproximadamente 90 graus. Um sistema do tipo seringa ¢ assim formado, o qual, junto com
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longas presas, permite uma penetracdo profunda e a eficiente injecdo do veneno (cf.

Kochva, 1987).

1.1 Género Bothrops

O género Bothrops (ordem Squamata, familia Viperidae) ¢ constituido por varias
espécies de serpentes que estdo distribuidas nas Américas, desde o México até a Argentina
(Hoge; Romano-Hoge, 1972). Este género estd representado por aproximadamente 32
espécies que se distribuem por todo o Brasil. As principais espécies brasileiras do género
Bothrops sao: B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni, B. leucurus, B. neuwiedi, B.
insularis, dentre outras. Algumas espécies sdo de maior importadncia por sua extensa
distribuicdo geografica como, por exemplo, a B. atrox na Amazonia, B. erythromelas no
Nordeste, B. moojeni no Centro-Oeste e Sudeste, B. jararaca na regiao Sul, Sudeste e
Centro-Oeste.

No Estado de Sao Paulo, nos casos em que houve a identificagdo da serpente
causadora do acidente as serpentes do género Bothrops foram responsaveis por 83,3% dos
4.685 casos notificados a Sao Paulo. Secretaria de Saude (1993), entre os anos de 1986 a
1988. De acordo com a WHO. Organiza¢do Mundial da Satde (OMS-1981), em algumas
regides brasileiras, a mortalidade tem sido estimada em 2,4% e, pode até mesmo ser mais
alta que 8%, quando o individuo vitimado ndo recebe tratamento com o antiveneno
adequado.

O género Bothrops ¢ de grande importancia médica, cientifica e social, pelo fato de
ser responsavel por 90% do total de acidentes ofidicos notificados Brasil. Ministério da
Saude, 1991; Rosenfeld, 1971; Ribeiro et al., 1991; Ferreira et al., 1992; Barraviera;
Pereira, 1994).

Essas serpentes apresentam cauda lisa, habito noturno e sido consideradas muito
agressivas. Habitam de preferéncia locais imidos, como matas e areas cultivadas, locais de
proliferacdo de roedores (paidis, celeiros, depdsitos de racio) e as zonas rurais e periféricas
das grandes cidades. Os nomes utilizados pela populacdo para identificar essas serpentes

sdo: ‘“jararaca”, ‘“‘jararaca-do-rabo-branco” (nome atribuido ao filhote), “jararacussu”,
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2% ¢

“cotiara”, “urutu” e outros. Destas serpentes, a “jararaca” ¢ a responsavel pela maioria dos
acidentes ofidicos no sudoeste do Brasil (Brasil. Ministério da Satude, 1991; Barraviera;

Pereira, 1994).

1.2 Atividades biolégicas e constituicao quimica dos venenos botrépicos

Os venenos ofidicos sdo compostos por uma mistura complexa de componentes
protéicos (enzimaticos € ndo enzimaticos) € nao-protéicos (organicos € inorganicos), que
podem variar na composi¢ao e toxicidade de acordo com a origem geografica (Chippaux, et
al., 1991; Cardoso et al., 1993).

A peconha botropica €, provavelmente, de composi¢do mais complexa dentre as de
outros géneros. Contém vinte ou mais componentes, sendo que mais de 90% do peso seco
do veneno ¢ constituido por proteinas, compreendendo grande variedade de enzimas,
toxinas ndo-enzimaticas e proteinas nao-toxicas. Os componentes enzimaticos sdo as
fosfolipases, fosfodiesterases, fosfatases, acetilcolinesterases e enzimas proteoliticas
(Bieber, 1979; Bjarnason; Fox, 1994).

O componente nao protéico do veneno botropico ¢ pouco expressivo em quantidade
e menos ativo biologicamente, porém desempenha importante papel coadjuvante na acao
enzimatica. Dentre os componentes ndo protéicos encontram-se substincias inorganicas e
organicas

Dentre os constituintes inorganicos estao os metais, que sao cations € anions, € estes
tem o papel de neutralizar as cargas dos constituintes protéicos do veneno, especialmente os
cations monovalentes, nos quais o soédio esta presente em maior quantidade. Estes ions
monovalentes ndo tém grande significado em termos bioldgicos nas atividades enzimaticas.
No entanto, alguns metais bivalentes atuam como co-fatores para diferentes atividades
bioldgicas e enzimadticas e na constitui¢do de metaloproteinas. A fragdo dos metais varia de
um veneno para outro, mas os que geralmente sdo encontrados sdo: célcio, zinco, magnésio,
sodio, potassio, cobre, ferro e niquel. O célcio é um metal bivalente que se encontra em
quantidades moderadas nos venenos ofidicos e parte deste ¢ utilizado para a ativagao da

fosfolipase A, (PLA,) (Hidalgo, 1999).
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Os constituintes organicos sao classificados em aminodacidos livres e pequenos
peptideos, nucleotideos e compostos relacionados, como: carboidratos, lipidios ¢ aminas
biogénicas (Hidalgo, 1999).

Dentre os constituintes organicos encontrados no veneno botropico esta a
bradicinina, uma amina biogénica responsavel pela dor no local da picada (Barraviera;
Pereira, 1994).

O veneno das espécies pertencentes ao género Bothrops tem efeito
predominantemente proteolitico, coagulante, hemorragico, inflamatorio, edematogénico e
miotoxico (Da Silva et al., 1979; Furtado et al., 1991; Sao Paulo. Secretaria de Estado de
Satde de Sao Paulo, 1993; Souza et al., 2001; Teibler et al., 2001; Monteiro et. al, 2002).
Verificou-se através de técnicas bioquimicas de separagdo, que cerca de 70 proteinas, com
ou sem a¢do enzimatica, € peptideos, podem ser detectados em um tinico veneno (Perkins et
al., 1993) e com ampla variacdo de agdes farmacologicas e toxicas.

Os sinais clinicos exibidos pelo envenenamento botropico sao decorrentes dos
diversos componentes que ja foram isolados dessas secrecdes, tais como o fator
hemorragico (Mandelbaum et al., 1984), proteases que atuam em etapas da coagulagdo
sangiiinea causando disturbios de coagula¢dao (Hofmann; Bon, 1987), enzimas proteoliticas
(Assakura et al., 1985) e as miotoxinas (Gutiérrez; Cerdas, 1984; Gutiérrez; Lomonte,
1989; Homsi-Branderburgo et al., 1988; Moura-da-Silva et al., 1991b; Fuly et al., 2003).
Dentre as principais proteinas enzimaticas com atividade miotoxica encontradas nos
venenos ofidicos, estdo as enzimas proteoliticas e as fosfolipases.

Os estudos das peconhas das serpentes do género Bothrops estao direcionados para
a compreensdo dos efeitos que causam no local da picada, que incluem dor intensa,
imediata e local, proeminente necrose tecidual, edema, além de efeitos sistémicos, como
disturbios da coagulagdo, hemorragia e inflamagdo, que podem repercutir em efeitos
fisiopatologicos em outros sistemas biologicos (Rosenfeld, 1971; Mebs; Ownby, 1990).

De acordo com a gravidade do acidente e as medidas de primeiros socorros adotadas, os
efeitos no local da picada podem determinar perda de tecido ou amputagdo do membro
afetado (Rosenfeld, 1971; Brazil, V., 1982). A administra¢dao do soro-antiofidico neutraliza

em parte os efeitos sistémicos da pegonha, no entanto, a neutralizagdao dos efeitos locais ¢
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extremamente dificultada pela imediata atuacdo de toxinas ativas presentes no veneno

(Homma; Tu, 1971; Rosenfeld, 1971).

1.3 Acao coagulante

O veneno das serpentes do género Bothrops possue substancias capazes de induzir o
sistema de ativacdo da coagulagdo, pela agdo sobre o fibrinogénio, protrombina e pela
ativacdo do fator X sobre as plaquetas que, conseqiientemente, resultam em alteragdes na
coagulagdo sangiiinea (Nahas et al., 1979; Burdmann et al.,1993).

Esta acdo envolve a atividade coagulante do tipo trombina, caracterizada pela
transformagao direta do fibrinogénio em fibrina, e a agdo de outras proteases que atuam em
pontos especificos da cascata de coagulagdo. Os venenos tém a capacidade de ativar o fator
X, e quando isso ocorre, ha também o consumo dos fatores V, VII e plaquetas, levando a
producdo de quadro de coagulagdo intravascular disseminada, com formag¢do e deposi¢do
de microtrombos na rede capilar (Nahas et al., 1979), o que contribui para desencadear a
insuficiéncia renal aguda (IRA) (Amaral et al., 1986; Araujo et al., 2001; Cardoso et al.,
1993).

A acdo coagulante, juntamente com a hemorragica, influi na evolucdo da atividade
inflamatoria. A atividade coagulante desencadeia a formag¢do de trombos na

microvasculatura, com conseqiiente hipoxia, agravamento do edema, e necrose tecidual.

1.4 Acao hemorragica

A acdo hemorragica do veneno botrdpico ¢ atribuida a componentes especificos,
denominados hemorraginas, que sdo metaloproteinases e representam cerca de 1% do
veneno total, e sdo distintas das fragdes coagulantes (Gutiérrez; Rucavado, 2000; Rodrigues

et al., 2001). Os sinais clinicos dessa acdo, no local da picada, estdo ilustrados na Figura 1.
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Figura 1 — Acao hemorragica.

Estas hemorraginas contém zinco na sua composicio e a perda deste metal (Zn™)
pode acarretar a inativacdo desta enzima (Mandelbaum; Assakura, 1984; Gutiérrez;
Lomonte, 1989; Cardoso et al., 1993).

As hemorraginas podem romper a integridade do endotélio vascular pelo fato de
terem atividade de desintegrina, ¢ dessa forma degradam varios componentes da matriz
extracelular, como o coladgeno tipo IV, fibronectina e laminina. Além disso, sdo potentes
inibidoras da agregagdo plaquetéria, e apresentam como possiveis mecanismos de agdo, a
digestao enzimatica da lamina basal da microvasculatura e a ruptura completa das células
endoteliais ou formagao de gaps. As clivagens especificas das hemorraginas em pontos-
chave desencadeiam mecanismos endogenos amplificadores, sendo que, atualmente, ha
clara evidéncia de ataque proteolitico a 1amina basal vascular (Cardoso et al., 1993).

A atividade hemorragica amplia o quadro inflamatério, particularmente na regido da
picada, através da lesdo do endotélio vascular e da atividade sobre o fator de necrose
tumoral (FNT) pré-formado, que libera citocinas ativas, e¢ ambos propiciam o
extravasamento de liquidos para o espaco intersticial, constituindo o flictema (Figura 2)

(Schvartsman, 1992; Cardoso et al., 1993).
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Figura 2 — Ac¢do proteolitica

1.5 Acao miotdxica

De acordo com Mebs e Ownby (1990), a miotoxidade é uma agdo direta e especifica
do veneno sobre o musculo esquelético, causada por substancias denominadas miotoxinas,
levando a degeneracdo e morte celular (mionecrose). As miotoxinas, por terem uma acao
direta, diferenciam-se de outros componentes toéxicos, como as hemorraginas, que podem,
indiretamente destruir o musculo esquelético e outros tecidos. Pela caracteristica de
atuarem especificamente no musculo esquelético, uma miotoxina verdadeira, ndo destroem
terminais nervosos, células satélites, vasos sangiliineos ou tecidos conjuntivo. As
miotoxinas estdo amplamente distribuidas nos venenos das serpentes (Mebs et al., 1983).

Ap6s a picada da serpente, o primeiro tecido a ser afetado no acidente ofidico ¢ a
pele e a musculatura, o que pode levar a uma marcante diminui¢do da fun¢ao ou, até,
amputacdo do membro afetado (Rosenfeld, 1971). Os processos mioliticos severos, em
geral vém acompanhados por edema e hemorragia resultantes da acdo combinada dos
fatores contidos no veneno, mascarando o efeito especifico atribuido a cada um dos
componentes do veneno (Homma; Tu, 1971; Ownby, et al., 1982; Gutiérrez et al., 1984;

Mebs; Ownby, 1990).
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As miotoxinas dos venenos das serpentes constituem um grupo heterogéneo de
toxinas (Mebs; Ownby, 1990), que atuam primariamente no tecido muscular, causando
mionecrose. Esta ¢ de dificil distingdo da mionecrose secunddria, causada, por exemplo, por
isquemia do tecido causado pela faléncia da microcirculagdo afetada pelas hemorraginas
(Queiroz, et al., 1985), que direta ou indiretamente atuariam nas células endoteliais. Por
outro lado, existem venenos como o da Bitis arietans (Mebs; Panholzer, 1982), que nao
causam lesdes nas células musculares, muito embora contenham algumas das mais ativas
hemorraginas.

Alguns pesquisadores dividem as miotoxinas em dois ou mais grupos e que de
acordo com Mebs; Ownby (1990) essas miotoxinas podem ser divididas em dois grupos
principais: a) pequenas miotoxinas € b) miotoxinas fosfolipasicas, além disso, Harris;

Cullen (1990) incluiram um terceiro grupo, c) as cardiotoxinas.

1.6 Classificacio das miotoxinas

1.6.1 Pequenas miotoxinas

As pequenas miotoxinas sdo peptidios basicos, com ponto isoelétrico acima de 9 (Fox,
1979), massa molecular em torno de 4.000 daltons, 42-45 a.a. e nenhuma atividade
enzimatica. Como exemplos deste grupo, a crotamina, do veneno de Crotalus durissus
terificus (Brazil, V., 1982), a miotoxina a do veneno de Crotalus viridis viridis (Ownby et
al., 1976; Cameron; Tu, 1977), o peptideo ¢ do veneno da Crotalus viridis helleri (Maeda et
al., 1978), miotoxina I e II do veneno de Crotalus viridis concolor (Engle et al., 1983;
Bieber et al., 1987), toxina III do veneno de Crotalus horridus horridus (Mebs et al., 1983)
e toxina CAM do veneno de Crotalus adamanteus (Samejima et al., 1988). Essas
miotoxinas ndo exibem atividade enzimatica. A crotamina e a miotoxina g, atuam nos
canais de sodio promovendo maior influxo desse ion nas células musculares, sem afetar a
integridade do sarcolema, observagdes feitas em preparagdes de musculo esquelético de
ratos e camundongos (Chang; Tseng, 1978; Hong; Chang, 1985), no entanto, alteram o
equilibrio hidroeletrolitico celular, com dilatacdo das cisternas do reticulo sarcoplasmatico

e prejuizo da funcgdo a enzima Na'K' -ATPase.
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Estudos realizados com microscopia eletronica demonstram que a vacuolizagdao
vista no citoplasma das fibras musculares apds acdo das miotoxinas pequenas que atuam
em canais de sédio, ocorre em conseqiiéncia da dilatacdo do reticulo sarcoplasmatico e do
espaco perinuclear, mas ndo dos tubulos T, evidenciando manutencdo da integridade da
membrana plasmatica. Observou-se, também, que outras células, como fibroblastos e
células endoteliais, ndo sdo afetadas por essas miotoxinas quando injetadas no organismo

(Mebs; Ownby, 1990).

1.6.2 Fosfolipases

As fosfolipases representam uma grande familia de enzimas que apresentam como
uma das principais propriedades quimicas, a hemolise, ou seja, a capacidade de produzir a
hidrolise dos fosfolipidios da membrana celular dos eritrécitos seguidos do rompimento dos
globulos vermelhos. Assim as fosfolipases A, (PLA;) sdo enzimas chaves na regulacdo e
produ¢do de segundo mensageiros lipidicos e outros metabolitos que participam no
metabolismo de lipidios, reagdes imunes, reestruturacdo da membrana e reparacdo de
tecidos, proliferacao celular, transdugdo de sinal, etc. De acordo com a a¢ao hemolitica, as
PLA; podem se agrupar em: (1) as que produzem uma a¢do hemolitica direta e (2) as que
produzem uma acdo hemolitica indireta. Neste Ultimo caso estdo as das PLA, que se
encontram nos venenos das serpentes da familia Viperidae. Denomina-se atividade
hemolitica indireta porque requer lecitina externa, como a proveniente do plasma sangiiineo
ou de outra fonte, para produzir lisolecitina, a qual atua sobre a membrana dos eritrocitos
produzindo lise. As fosfolipases de acdo direta ndo necessitam da lecitina externa para
promover a hemolise, e ndo se tem registro de sua existéncia nos venenos das serpentes da
familia Viperidae (Hidalgo, 1999).

Como exemplos de fosfolipases com atividade fosfolipasica A, (PLA;) e
neurotoxica estao: a notexina do veneno de Notechis scutatus scutatus (Harris et al., 1975),
a crotoxina do veneno da Crotalus durissus terrificus (Gopalakrishnakone et al., 1984), a
taipoxina do veneno de Oyuranus scutellatus (Harris; Maltin, 1982) e a toxina mojave do

veneno de Crotalus scutulatus scutulatus (Cate; Bieber, 1978). A crotoxina e a taipoxina
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sdo toxinas constituidas por duas, trés ou mais diferentes cadeias de polipeptideos, nao-
covalentemente ligados.

As alteragdes patoldgicas produzidas por essas miotoxinas nas células musculares
caracterizam-se por hipercontragdo dos miofilamentos levando a agrega¢ao das miofibrilas,
acompanhada por despolarizacdo e necrose da célula. O mecanismo proposto para explicar
essas alteragdes tem sido o de que haveria hidrolise dos fosfolipidios da membrana devido a
atividade enzimadtica, ruptura do sarcolema e perda da habilidade da célula em regular o
fluxo de célcio extracelular (Harris; Macdonell, 1981; Gutiérrez et al., 1984), o que levaria
as alteragdes patologicas observadas. Mitocondrias também mostram sinais de danos, como
o intumescimento, cristas anormais, densidades floculantes e ruptura. Algumas enzimas,
tais como a creatino kinase (CK) sdo rapidamente liberadas das fibras necréticas. O
processo degenerativo ¢ acompanhado por edema tecidual e infiltracdo de células
fagocitarias. Aproximadamente, entre 12 e 24 horas apos a inoculagdo do veneno, as fibras
musculares encontram-se totalmente destruidas com aparéncia amorfa e hialina.

As miotoxinas com ¢ sem atividade PLA; causam as mesmas alteracdes nas fibras
musculares como descritas nas miotoxinas com atividade fosfolipasica A, (PLA;) e
neurotoxica, porém ndo causam sintomas neurotdxicos. Provocam intenso processo de
mioglobintria, com conseqiiénte faléncia renal, responsavel pelo efeito letal em
camundongos (Fohlman; Eaker, 1977). Dentre as proteinas dos venenos com atividade
miotdxica estdo as fosfolipases A, (PLA;) (E.C.3.1.1.4.) e as PLA; — “like” (Van Deenen et
al., 1988).

A miotoxina ndo-neurotdxica ¢ composta por um grupo grande de enzimas que
podem ser encontradas principalmente em serpentes das familias Crotalidae e Viperidae. A
auséncia de neurotoxicidade ¢ observada na baixa atividade letal, neste caso, ligada a
mioglobintria e faléncia renal (Mebs; Ownby, 1990).

Viarias espécies de Bothrops possuem esse grupo de miotoxina (Gutiérrez et al.,
1984; 1986; 1991; Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Gutiérrez; Lomonte, 1989; Heluany et
al., 1992).

Apesar das alteragdes morfoldgicas provocadas pela miotoxinas nao-neurotoxicas
serem semelhantes as encontradas nas neurotoxicas, contudo existem duas diferencas que

podem ser inferidas e que indicam que as miotoxinas ndo-neurotdxicas utilizam
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mecanismos diferentes quanto a miotoxicidade, ou seja, algumas miotoxinas deste grupo
sdo citotoxicas as células imaturas musculares. Este processo foi observado em estudos
com cé¢lulas in vitro (Brusés et al., 1993; Bultrén et al., 1993b).

As PLAjs compreendem uma familia de hidrolases esteroliticas que catalizam a
hidrolise de fosfoglicerideos 3-sn na posigdo 2, gerando acidos graxos livres.

As fosfolipases dos venenos ofidicos estao usualmente distribuidas em dois grandes
grupos animais. O grupo I inclui as familias Elapidae e Hidrophidae e o grupo II, inclui as
Crotalidae e Viperidae.

As miotoxinas PLA, que estdo largamente distribuidas em muitos venenos de
serpentes ¢ de acordo com sua estrutura, podem ser divididas em dois grupos distintos: a)
enzimas cataliticamente ativas — PLA, — Asp-49 que possuem um residuo de acido
aspartico na posi¢ao 49 da cadeia de aminodacidos, o qual ¢ o sitio de ligacdao do ion calcio,
e esta relacionada com a elevada atividade enzimatica e incluem a miotoxina I do veneno
de B. asper (Gutiérrez et al., 1984) e as miotoxinas dos venenos de N. nigricollis, N. haje
haje e N. nivea (Mebs, 1986) e b) enzimas que apresentam pouca ou nenhuma atividade
enzimatica, PLA; — Lys-49 ou PLA,-like”, que possuem um residuo lisina na posi¢do 49 e
possuem baixa ou nenhuma atividade fosfolipolitica, embora estudos bioquimicos e
imunologicos tenham indicado que elas sdo estruturalmente andlogas as PLA, (Karlsson,
1979; Howard; Gundersen, 1980; Diaz et al., 1991; Selistre de Araujo et al. 1996) e onde
estdo incluidas a bothropstoxina I de B. jararacussu (Homsi-Brandeburgo et al., 1988;
Rodrigues-Simioni et al., 1995), a miotoxina do veneno de B. nummifer (Gutiérrez et al.,
1986), e a IV (Diaz et al, 1995) do veneno de B. asper, a miotoxina I e Il de B. asper
(Lomonte et al., 1990) e a miotoxina II de B. godmani (Diaz et al., 1992). Do veneno de B.
pirajai foi isolada uma miotoxina, a qual foi denominada Piratoxina-I (PrTX-I) e
caracterizada como miotoxina do tipo PLA;-Lys-49, ou seja, com baixa atividade PLA; e
apresentou o mesmo numero de residuos de aminodcidos (121) da bothropstoxin-I de B.
Jjararacussu (Mancuso et al., 1995.

Estudos realizados por Ownby e Colberg (1988) sobre as diferentes etapas da
mionecrose em experimentos com venenos de Crotalus viridis viridis, Naja naja naja ¢
Crotalus atrox mostraram que estas etapas se manifestam em quatro periodos: fase inicial

(15 min a 3 horas), fase intermediaria (3 a 72 horas), fase tardia (72 a 96 horas) ¢ fase final
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(apos 96 horas). O inicio do processo caracteriza-se pelas chamadas lesdes “delta” (Mokri;
Engel, 1975), que sdo lesdes das fibras musculares em forma triangular originada por lise
focal da membrana plasmatica.

Além disso, ha o aparecimento de vacuolos claros, miofibrilas em diferentes graus
de condensacgdo, intercaladas com dareas claras irregulares, de aparéncia amorfa no
citoplasma (o que levou pesquisadores estrangeiros a usar a expressao “moth-eaten lesions*
por assemelharem-se essas regides da fibra como se tivessem sido comidas por tragas). Em
uma fase intermediaria, durante a patogénese do processo mionecrotico predominam pelo
menos dois estadgios patologicos caracterizados por miofibrilas condensadas, que
assemelham-se as da fase inicial, e por células com aparéncia amorfa, e, em uma terceira
fase, a presenca de intenso infiltrado de células fagociticas, e na fase final, areas de células

musculares pequenas, em fase de regeneracao, intercaladas com areas de tecido fibrotico.

1.6.3 Cardiotoxinas

Sdo miotoxinas, também denominadas citotoxinas. S3o proteinas basicas de baixa
massa molecular (6.000 a 7.000 daltons), desprovidas de atividade enzimatica e possuem de
60 a 62 residuos de aminoacidos interligados por 4 pontes de dissulfeto. Apresentam varias
acoes em diferentes tipos de células: causam hemolise e despolarizagdo e contragdo das
células musculares esqueléticas (Lin Shiau et al., 1976; Flechter; Lizzo, 1987), com
conseqiiente mionecrose. Estas carditoxinas foram originalmente assim chamadas por sua
acdo in vivo no coragao, causando arritimias (Condrea, 1974).

As possiveis formas de agdo para as cardiotoxinas incluem: 1) ag¢do direta sobre a
membrana plasmatica, provocando ruptura da mesma, acompanhada por despolarizacao, 2)
acdo indireta através da ativagdo da fosfolipase C endogena do tecido, ou 3) uma
combinagdo dos dois mecanismos; 4) outra possibilidade seria através da inibicdo da Na"
K'-ATPase seguida por aumento da concentragdo osmotica de Na™ e edema celular por
influxo de 4gua para a célula (Ownby et al., 1993). As alteracdes causadas pelas
cardiotoxinas assemelham-se as causadas pelas pequenas miotoxinas que atuam em canais

de Na".
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1.6.4 Variabilidade na composicao dos venenos

Para uma mesma espécie, a composi¢do do veneno pode variar em funcdo de pelo
menos trés fatores: 1) Idade do animal: tem sido demonstrado que o veneno de filhotes de
B. jararaca e B. moojeni possue maior atividade prdé-coagulante (ativacdo de fator X e
protrombina) e menor atividade proteolitica em relagdo as serpentes adultas (Méier, 1986;
Chippaux et al.,, 1991; Furtado et al.,, 1991); 2) Distribuicdo geografica e condigdes
climaticas e ambientais: serpentes de mesma espécie coletadas em ambientes diferentes
podem apresentar variagdes na atividade dos venenos (Glenn et al., 1983; Minton;
Weinstein, 1986; Chippaux et al., 1991). Williams ¢ Write (1992) descreveram grandes
alteracdes na composicdo do veneno de uma Unica espécie de Pseudonaja textilis mantida
sob condi¢des de variagdes de sazonalidade durante um ano e, 3) Carater individual:
constatada pela presenca de diferentes fragcdes diversas em veneno de serpentes de mesma
procedéncia. Entre as diferentes espécies de Bothrops, esta variabilidade também ¢
observada, apesar de ser ainda limitado o conhecimento das diferencas na atividade dos
venenos das varias espécies existentes no Brasil.

Embora os venenos das serpentes botrdpicas brasileiras apresentem as trés acdes
basicas (proteolitica, coagulante e hemorragica), experimentalmente, foram identificadas
fragdes com atividades especificas e com diferentes graus de poténcia para determinados

ofidios (Chippaux, et al., 1991).

1.7 A espécie Bothrops moojeni

A espécie B. moojeni (Fig. 3) que foi classificada por Hoge (1965), pertence a
familia Viperidae, sub familia Crotalinae (Amaral, 1978). Ela recebeu este nome em
homenagem ao pesquisador mineiro Jodo Moojen, que realizou diversos estudos sobre
serpentes na regido de Brasilia. Esta espécie, tipica do Distrito Federal, ¢ a maior serpente
peconhenta do Planalto Central (Sebben et al., 1996).

Esta serpente, conhecida popularmente como caigaca, baetdo ou jararacdo, possui
habito terrestre e geralmente estd em atividade durante o periodo noturno (Amaral, 1978).
Seus principais alimentos, quando adulta, sdo pequenos roedores e anfibios, e quando

filhote, anfibios e pequenos lagartos (Carvalho; Nogueira, 1998). Esta mudanga
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ontogenética no habito alimentar parece ser acompanhada pela mudanga na composigao da
peconha: Os acidentes ofidicos causados por filhotes desta espécie parecem produzir
sintomas de intensidades diferentes, em relagdo aos causados por serpentes adultas
(Kouyoumdjian; Polizelli, 1989; Ribeiro; Jorge, 1990). A espécie B. moojeni adulta pode
ultrapassar 1,5 metros de comprimento. Sua pele é de aspecto marron aveludado com
desenhos bem nitidos (Fig. 3), e seu comportamento ¢ agressivo, podendo dar botes
sucessivos projetando praticamente todo o corpo, € ndo apenas o terco inicial como, em

geral, ocorre em outros ofidios, o que dificulta sua captura com lago ou gancho.

i a0 L
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Figura 3. Bothrops moojeni em vista geral. Note o padrdo de manchas caracteristico da
espécie (foto cedida pela Prof'. MSc. leda Novaes Ilha.)
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Figura 4 — Distribuicdo geografica da serpente Bothrops moojeni
no Brasil. Fonte: FUNASA - outubro/2001 - pag. 17. Manual de
Diagnéstico e Tratamento de Acidentes por Animais
Peconhentos. 2% ed. - Brasilia: Fundagdo Nacional de Saude, 2001.
120p

1.7.1 Distribuicao

E uma espécie de habitos terrestres, vivendo em 4reas abertas de regides mais
quentes e secas, sendo encontrada em parte no Sul, Sudeste e Centro Oeste do Brasil (Fig.
4).

A serpente B. moojeni é uma espécie com larga distribuicao nas regides de cerrado
do Brasil, desde o sul dos estados de Maranhdao e Piaui, passando pela regido leste de
Tocantins e Goias, oeste de Minas Gerais, centro-oeste ¢ oeste dos estados de Sao Paulo e
Parand, at¢ o Mato Grosso do Sul, nordeste do Paraguai e extremo norte da Argentina,
sendo encontrada at¢ 1.500 m acima do nivel do mar (Campbell; Lamar, 1989). A B.
moojeni pode ser encontrada em regides urbanas (Carvalho; Nogueira, 1998) e, em algumas
areas da sua distribuicao, como no noroeste do estado de Sao Paulo (Sao José do Rio Preto)
e Triangulo Mineiro e ¢ considerada a principal espécie implicada em acidentes ofidicos

(Kouyoumdjian et al., 1990; Nishioka; Silveira, 1992).



28

1.7.2 Toxinologia

Em comum com outras espécies do género Bothrops, a peconha de B. moojeni
possui alta atividade proteolitica associada com uma baixa agdo hemorragica (Hoge, 1965;
Hoge; Romano-Hoge, 1972) que contém uma variedade de enzimas, tais como L-amino
acido oxidase, fosfatase alcalina, fosfodiesterase, fosfolipase, hialuronidase, 5’-
nucleotidase, peptidases, e (metalo)proteases (Assakura et al., 1985; Aird; da Silva, 1991;
Furtado et al., 1991; Ferreira et al., 1992; Leite et al., 1992; Gasparello-Clemente; Silveira,
2002), bem como um inibidor de trombina (Castro et al., 1999). Destes componentes, 0s
mais bem caracterizados bioquimica e farmacologicamente sdo: 1) a batroxobina, uma
enzima tipo trombina (Stocker et al., 1982; Lochnit; Geyer, 1995), também encontrada na
peconha de B. atrox (Petretski et al., 2000), e 2) uma variedade de proteases, que inclui
serinoproteases, algumas com atividade sobre a agregacdo plaquetaria (Serrano et al., 1993;
Oliveira et al., 1999), e metaloproteinases (Assakura et al., 1985; Mandelbaum; Assakura,
1988; Assakura; Mandelbaum, 1990; Reichl; Mandelbaum, 1993; Reichl et al., 1993;
Serrano et al., 1993; Ho et al., 2002), e 3) fosfolipases acidas (Reichl et al., 1989; Nonato et
al., 2001) e basicas (miotoxinas I e II) (Lomonte et al., 1990, 1991; Diaz et al., 1991;
Moura-da-Silva et al., 1991a,b; Soares et al., 1998, 2000).

Vérias destas enzimas contribuem para as atividades edematogénica, miotoxica,
hemorragica, letal, e necrotizante da peconha de B. moojeni, bem como a sua agdo sobre a
cascata de coagulacdo, agregacdo plaquetéria e funcdo renal (Zingali et al., 1988; Furtado et
al., 1991; Ferreira et al., 1992; Leite et al., 1992; Sanchez et al., 1992; Francischetti et al.,
1998; Ruiz de Torrent et al., 1999; de Roodt et al., 2000), e também a atividade microbicida
(Tempone et al., 2001). Véarios estudos tém mostrado que a letalidade da pegonha de B.
moojeni ¢ menor que a de outras Bothrops (Dias-da-Silva et al., 1989; Furtado et al., 1991;
Ferreira et al., 1992; Sanchez et al., 1992), embora isso pareca depender em parte da via de
administracdo (Sanchez et al., 1992). De modo semelhante, a pegonha de B. moojeni ¢é a
menos hemorragica entre diversas espécies de Bothrops (Furtado et al., 1991; Ferreira et

al., 1992; Sanchez et al., 1992; de Roodt et al., 2000).
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Muitas das atividades enzimaticas e bioldgicas da pegonha sdo neutralizadas por
antisoro equino comercial (Moura-da-Silva et al., 1990; Ferreira et al., 1992; de Roodt et
al., 1997, 1998a), e também por extratos aquosos da planta Casearia sylvestris (Borges et
al., 2000, 2001), e por soro do gamba Didelphis albiventris (Soares et al., 1997). A
soroterapia ¢ eficaz no tratamento de envenenamento por esta espécie (Kouyoumdjian;

Polizelli, 1989).

1.7.3 Aspectos clinicos

A sintomatologia do envenenamento por B. moojeni ¢ muito semelhante aquela
observada com outras Bothrops (Rosenfeld, 1971; Watt, 1989; Jorge; Ribeiro, 1990; Fan;
Cardoso, 1995; Ribeiro; Jorge, 1997; Brasil. Ministério da Satde, 1998), e inclui efeitos
locais (edema, hemorragia e necrose) e sist€émicos (principalmente coagulopatia, com pouca
ou nenhuma hemorragia sistémica) (Kouyoumdjian; Polizelli, 1989). Apesar de estudos
clinicos ainda ndo terem relatado problemas de insuficiéncia renal em acidentes por B.
moojeni, como ocorre com outras espécies botropicas (Amaral et al., 1986), investigacdes
experimentais ja demonstraram que a peconha de B. moojeni causa dano histologico e
disfun¢do renal em ratos (Boer-Lima et al., 1999, 2002; Barbosa et al., 2002) e em células
epiteliais renais em cultura (Collares-Buzato et al., 2002). Este dano ¢ parecido aquele
causado pela peconha de B. jararaca em ratos (Rezende et al., 1989) e caes (Burdmann et
al., 1993), e pode ser mediado em parte por uma das miotoxinas da pegonha (Barbosa et al.,
2002).

De Roodt et al. (1998) relataram um dimorfismo sexual para B. moojeni onde as
fémeas sdo, em média, duas vezes mais pesadas que os machos, e que esta diferenca ¢
refletidas na quantidade maior de pegonha obtida de fémeas, comparadas aos machos
(médias de 294 -153 mg/espécime, respectivamente). Esta diferenga entre os sexos persiste
quando a quantidade de veneno ¢ expressa por 100 g de peso corporal (46,5 mg/100 g e
56,3 mg/100 g para machos e fémeas, respectivamente). A relevancia clinica desta
diferenca, ou seja, acidentes envolvendo serpentes fémeas, poderiam ser mais graves que os
envolvendo machos, ainda ndo foi investigada para esta espécie, embora Kouyoumdjian;

Polizelli (1989) tenham relatado que o envenenamento por serpentes grandes (>80 cm)
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pode resultar em maiores efeitos locais e uma tendéncia para menos distarbios de
coagulagdo, quando comparado a serpentes menores (<53 cm).

Resultados semelhantes também ja foram relatados para B. jararaca (Ribeiro; Jorge,
1990). Estas observagdes sdo corroboradas pela ocorréncia de variagdes ontogenéticas no
rendimento, mas nao no conteudo protéico ou na letalidade de pegonha entre espécimes
recém nascidas e adultas. Semelhantemente, ndo ha diferenca na atividade amidolitica entre
estes dois grupos, enquanto que os recém nascidos tém menos atividade proteolitica,
fibrinolitica e ativagdo dos fatores II e X, porém mais atividade coagulante que exemplares
adultos (Furtado et al., 1991).

Em acordo com isso, varios estudos ja mostraram que a atividade miotoxica da
peconha de B. moojeni esta relacionada a presenca de pelo menos duas miotoxinas
fosfolipasicas (MOO-I e II, miotoxinas I e II ou Bmtx-I e Bmtx-II), as quais produzem
edema e necrose em camundongos (Lomonte et al., 1990; Moura-da-Silva et al., 1991a;
Soares et al., 1998, 2000). Estas miotoxinas aparentemente nao afetam a coagulabilidade
sangiiinea (Lomonte et al., 1990). A identidade imunoldgica destas miotoxinas com
proteinas correlatas de outras pegonhas botropicas ja foi demonstrada em estudos de
neutralizagdo por antisoro (Lomonte et al., 1990, 1991; Moura-da-Silva et al., 1991a).

Ao contrario da acdo miotdxica, a atividade hemorragica da peconha de B. moojeni
tem sido menos estudada. A atividade da peconha ¢ mais que 10 vezes menor nesta espécie
do que em outras Bothrops (Assakura et al., 1985; Furtado et al., 1991; Ferreira et al., 1992;
Leite et al., 1992; Sanchez et al., 1992; Ruiz de Torrent et al., 1999; de Roodt et al., 2000)
e, apesar de varias enzimas proteoliticas ja terem sido isoladas e caracterizadas da pegonha
de B. moojeni (Assakura et al., 1985; Mandelbaum; Assakura, 1988; Assakura;
Mandelbaum, 1990; Reichl; Mandelbaum, 1993; Reichl et al.,, 1993; Serrano et al., 1993;
Oliveira et al., 1999), apenas uma destas, a moojeni protease a (Assakura et al., 1985;
Mandelbaum; Assakura, 1988), demonstra atividade hemorréagica; as outras proteases sao
serinoproteases sem atividade hemorragica. A atividade hemorrdgica da moojeni protease a,
¢ menor que a da peconha e é bem fraca quando comparada a fatores hemorragicos
(hemorraginas) isoladas das pegonhas de B. jararaca e B. neuwiedi (Mandelbaum;
Assakura, 1988), motivo pelo qual ela ¢ classificada como uma protease com atividade

hemorréagica e ndo como uma hemorragina propriamente dita.



31

Estes achados indicam que a moojeni protease a nao ¢ responsavel por toda a
atividade hemorragica da peconha de B. moojeni. Esta conclusdo ¢ apoiada pelo fato de
que: 1) as pegonhas botropicas frequentemente possuem mais que uma hemorragina
(Gutiérrez; Rucavado, 2000). Assakura et al. (1985), no trabalho em que isolaram e
caracterizaram a moojeni protease a, mostraram que havia dois picos de atividade
hemorragica no perfil de eluicdo da peconha apos gel filtragdo (a moojeni protease a
correspondia ao pico menos ativo), achado este corroborado por Leite et al. (1992), que
também notara dois picos hemorragicos ao fracionarem a pegonha de B. moojeni por FPLC
em coluna Mono-Q e tampao Tris-HCI 50 mM, pH 8,2, e 3) a comparagdo imunologica
entre fatores hemorragicos isolados das pegonhas de B. jararaca e B. neuwiedi € a moojeni
protease a, mostra que esta possui pouca identidade imunoldgica com hemorraginas das
outras pegonhas (Mandelbaum; Assakura, 1988).

Brazil e Vellard (1928), consideraram o veneno de B. moojeni (na época
denominada como Lachesis atrox), como o de agdo proteolitica mais intensa entre os
botropicos. Além disso, foi considerado o veneno com maior atividade coagulante entre as
espécies brasileiras até entdo estudadas. A atividade proteolitica deste veneno ¢ duas vezes
maior que a dos de B. jararaca e B. neuwiedi, embora a a¢do hemorragica seja dez e
duzentas vezes, respectivamente menor que as destes venenos. Esses autores também
verificaram que o veneno de B. moojeni tem baixas atividades hemorragicas, comparadas a
dos venenos de B. jararaca e B. neuwiedi (Assakura et al., 1985).

Ruiz et. al. (1999), estudaram a atividade hemorragica, edematizante, proteolitica e
hemolitica indireta (in vitro) do veneno de B. moojeni da Argentina, além da mionecrose e
regeneracdo das fibras musculares. Observaram que a atividade mionecrotica foi intensa a
partir de 1 hora com predominio de lesdes musculares do tipo necrose coagulativa e em 3
horas infiltrado inflamatorio de polimorfonucleares com predominio de neutréfilos e a
partir de 48 horas apareceram os macrofagos. A recuperagdo das lesdes foi parcial, com
fibras musculares de menor diametro em relagdo as fibras normais. Concluiram que as
lesdes causadas pelo veneno de B. moojeni sdo intensas, € que, pela recuperagdo parcial das

mesmas, pode gerar perda de tecido, com seqiielas funcionais.



32

O veneno de B. moojeni possui uma alta atividade proteolitica associada a uma
baixa acdo hemorrdgica. Este veneno tem alta atividade coagulante e de fosfolipase A,

(Reichl et al., 1989; Furtado et al., 1991).

1.8 Soroterapia

A soroterapia consiste de uma aplicagdo pratica de conhecimento sobre imunidade
passiva artificialmente adquirida (Guidolin, 1989). Esta imunizacdo ¢ adquirida pela
transferéncia de anticorpos de um individuo sensibilizado, o doador, para outro individuo, o
receptor. A soroterapia ¢ homoéloga quando ambos os doadores e receptores pertencem a
mesma espécie animal, e heteréloga quando eles pertencem a espécies diferentes (Guidolin,
1989).

A soroterapia tem sido o procedimento mais efetivo no tratamento da picada de
serpente (Brasil. Ministério da Satde, 1998) e seus principios foram baseados nos estudos
pioneiros de dois pesquisadores, o francés Albert Calmette e o brasileiro Vital Brazil
(Rosenfeld, 1969; Brazil, V. 1987; Schvartsman, 1992).

No Brasil os primeiros soros antiofidicos foram preparados pelo médico Brazil, V.
em 1905, contra o veneno de Bothrops, Lachesis lanceolatus (hoje classificada como
Bothrops jararaca) e contra o veneno de Crotalus, Crotalus terrificus (hoje, Crotalus
durissus terrificus) (Schvartsman, 1992). Inicialmente, Brazil, V. demonstrou a
especificidade do antiveneno (1901), e apds ele comegou a preparar os antivenenos mono e
polivalentes no Brasil. O antiveneno monovalente incluia o soro anticrotalico e
antibotrépico e Vital Brazil foi considerado o criador da soroterapia heteréloga com o
desenvolvimento de uma terapia efetiva para vitimas de acidentes ofidicos (Ihering, 1911;
Rosenfeld, 1969; Biicherl, 1980; Guidolin, 1989; Watt, 1989).

O antiveneno ¢ uma soluc¢do purificada de imunoglobulinas especificas, obtidas do
soro de eqiiinos hiperimunizados com venenos de serpentes ou aracnideos e escorpides. No
Brasil, a produ¢do de antivenenos ¢ feita pelo Instituto Butantan (SP), Instituto Vital Brazil
(RJ) e Fundagao Ezequiel Dias (MG), sendo distribuido para todo o pais pelo Ministério da
Satde (Schvartsman, 1992; Camey et al., 2002).
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A maioria dos antivenenos (AV) comerciais do Brasil ¢ de origem eqiiina e a
imunizagao ¢ feita com venenos de varias espécies de serpentes de mesmo género, ou de
diferentes géneros, de maneira a aumentar o espectro de neutralizacao do anti-séro (Russell,
1988). A neutralizacdo de venenos de espécies diferentes daquelas usadas na imunizacao
pode ocorrer devido a reatividade antigénica cruzada. Realmente, os venenos podem estar
relacionados entre si, farmacologica e/ou estruturalmente, o que permite a conseqiiente
neutralizacdo por AV heter6logo (Ménez, 1985).

A soroterapia AV, quando indicada, ¢ passo fundamental no tratamento adequado
dos pacientes picados pela maioria dos animais peconhentos. A dose utilizada deve ser a
mesma para adultos e criangas, visto que o objetivo do tratamento ¢ neutralizar a maior
quantidade possivel de veneno circulante, independentemente do peso do paciente. A
aplicacdo deve ser feita, preferencialmente, na unidade de emergéncia ou de internacdo
(Brasil. Manual de Vigilancia Epidemiolégica, 1993).

Entretanto, a soroterapia heterdloga, embora sendo a tnica abordagem terapéutica
geralmente usada nos acidentes ofidicos, pode acarretar reagdes adversas, como reagdes
anafilaticas, anafilactdides e a doenca do soro, além disso, os pacientes podem apresentar
febre, artralgia, linfadenomegalia, hepatoesplenomegalia, urticdria e proteiniria. A
patogenia da doenca deve-se a formagao do complexo imune AV/veneno, com ativagao e
consumo de complemento (Malasit et al., 1986; Jurkovich et al., 1988; Cardoso et al., 1993;
Brasil. Manual de Vigilancia Epidemiologica, 1993; Dart; Horowitz, 1996; Otero-Patifio et
al., 1998).

De acordo com Battellino et al. (2003), a administra¢ao intravenosa do antiveneno
botropico (AvB) neutraliza os efeitos sistémicos, mas ndo efetivamente reverte o sintoma
local produzido pelo veneno de B. jararaca (VBj) e, os mecanismos envolvidos nesta falta
de protecdo, ndo t€m sido bem esclarecidos. Estes pesquisadores demonstraram que a
administracao de AvB 15 min antes e 15 min ap0s a aplicagdo do VBj reverte totalmente os
sintomas locais, que geralmente sdo representados por distirbios da coagulacao,
desenvolvimento de lesdes hemorrdgicas, aumento da permeabilidade vascular e
incremento na interagdo de leucocitos com o endotélio.

Ja Camey et al. (2002), estudaram o efeito farmacoldgico de venenos de 5 espécies

botropicas brasileiras em relacdo a sua letalidade, atividade hemorragica, necrotizante,
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proteolitica da fosfolipase, coagulante e fibrinolitica. Analisaram também in vitro e in vivo
a eficacia de um antiveneno produzido a partir de um “pool” desses venenos em neutralizar
a atividade toxica e enzimatica dos mesmos. Os resultados indicaram que o antiveneno foi
altamente efetivo na neutralizagdo sistémica da atividade téxica de todos os venenos
testados. Além disso, foi verificado que o antiveneno preparado na Fundacido Ezequiel Dias
(FUNED) contra veneno botropico ¢ efetivo para neutralizar os principais efeitos toxicos do
veneno de Bothrops. Porém os efeitos locais ainda ndo sdo neutralizados pelo uso dos
antivenenos.

Entretanto, qualquer que seja a abordagem terapéutica até hoje disponivel, tem-se
mostrado ineficaz na neutralizagdo dos efeitos locais produzidos pela picada e liberacao do
veneno no sitio, as quais sao de evolugdo rapida e intensa.

Por esses motivos, a procura por abordagens alternativas as usualmente empregadas, tem
sido motivo de interesse ¢ se constituiem em medidas extremamente relevantes para a
neutralizacdo e/ou diminui¢cdo dos efeitos degenerativos, bem como para a aceleragdo dos
processos regenerativos. No Brasil, tem sido crescente o interesse em investigar terapias
coadjuvantes a soroterapia e ja existe, embora que ainda incipientes estudos que combinam
0 seu uso a aplicagdo de extratos de plantas medicinais. Outra possibilidade que comega a

ser implementada ¢ a utilizacao da laserterapia.

1.9 Historico do Laser

No Brasil, a introducao da tecnologia do laser foi bastante tardia em comparagdo
com outros paises, principalmente Europa e Estados Unidos. Os trabalhos pioneiros nesta
area remontam a segunda metade da década de 80. Posteriormente, trabalhos na area foram
publicados por Silveira e Lopes (1991) em Belo Horizonte, Genovese (2000) em Sao Paulo
e Pinheiro e colaboradores, inicialmente na Inglaterra e posteriormente em Recife
(Brugnera Jr; Pinheiro, 1998).

Os principios da emissdo estimulada de radiagdo foram propostos por Einstein
(1917), no entanto so6 a partir da Segunda Guerra Mundial que o uso do radar possibilitou o

dominio da intera¢dao radiacdo matéria, originando o projeto de Gordon; Zeiger; Townes,
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(1955), denominado MASER (Microwave Amplification by Stimuled Emission of
Radiation, ou Amplificacao de Microondas por Emissdao Estimulada de Radiagao).
Schawlow e Townes (1958), estenderam os principios de emissdo estimulada da cadeia de
microondas para as regides dos raios infravermelhos e da luz visivel do espectro
eletromagnético.

A primeira fonte a emitir a luz Laser (Light Amplification by Stimulated Emission
of Radiation - Amplificagdo de Luz por Emissdo Estimulada de Radiacdo) foi relatada por
Maimam (1960), que, a partir da excitagdo de um cristal de rubi por intermédio de um flash
fotografico, produziu a emissdo estimulada na faixa visivel do espectro.

Patel (1964), criou o laser de didxido de carbono (CO,) situado na area do infravermelho no
espectro eletromagnético. Simultaneamente, pesquisadores como McGuff et al. (1965),
utilizavam o laser de rubi para a destruicao de tumores malignos em animais.

O laser de hélio-neonio (HeNe) surgiu logo apés o lancamento do laser de rubi e

consistiu na mistura dos gases hélio e nednio como fonte de emissao da luz laser.

1.9.1 Aspectos Gerais da Composicao e Emissao dos Lasers

A luz laser possui caracteristicas singulares, quando comparada a outra fonte de luz,
pois tanto a coeréncia espacial como a temporal conferem a essa luz a propriedade especial
de concentrar em um unico ponto uma alta quantidade de energia.

Se um foton ou uma particula energética de luz ¢ direcionado em um atomo, pode ser
absorvido, refletido ou transmitido. Se a particula ¢ refletida ou transmitida ndo ha
mudanga na energia luminosa (Micholovitz, 1996).

Quando um foton de um determinado comprimento de onda entra no campo
eletromagnético de um atomo excitado, esse foton desencadeia a mudanga do elétron
excitado para um nivel de menor energia, em direcdo ao nucleo do atomo. A liberagdo de
energia armazenada se déd sob a forma de um segundo foton e assim sucessivamente esses
dois fotons desencadeiam a liberagdo de mais dois fotons, e os quatro desencadeiam oito e
assim por diante, de modo que, num espago pequeno, na velocidade da luz, essa cadeia de
fotons produz a emissdo de uma luz rapida, intensa, monocromatica e coerente

(Miserendino; Pick,1995).
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O laser ¢ também uma luz intensamente brilhante, podendo ser tao brilhante como o
sol, além de ser uma forma de radiagao nao ionizante (Goldman, 1991).

A luz laser pode variar dentro do espectro eletromagnético do infravermelho ao RX.
Segundo Goldman et al. (1965), todos os lasers sdo compostos de quatro componentes
primarios: o meio ativo; uma cavidade ressonante que envolve o meio ativo e permite que
ocorra a excitagdo; uma fonte de energia que funciona como ativadora do mecanismo de
excitacdo; uma fonte de energia que funciona como ativadora do mecanismo de excitacio e
cria uma populagdo inversa; e um sistema de liberacdo que pode se dar através de fibras
opticas ou espelhos articulados.

As caracteristicas que diferem a luz laser de uma lampada sdo: monocromaticidade,
colimagdo e coeréncia (Schawlow, 1995).

A coeréncia ¢ uma das propriedades da luz laser que ao penetrar no tecido, se perde
nos primeiros extratos da pele. Isto ocorre devido 4 grande variedade de estruturas celulares
que compdem a pele (Mickiley et al., 1988; Haczeki et al., 1989). De acordo com esses
autores, apesar da perda da coeréncia da radiagdo do laser de baixa potencia (LBP) no
interior dos tecidos, esta ¢ absorvida pelas células gerando alteragdes no seu metabolismo
tanto em tecidos superficiais como profundos (Svaasand, 1990).

Além disso, a luz produzida por um laser ¢ monocromadtica, ¢ a maior parte de
radiagdo emitida pelo aparelho de uso terapfutico agrupa-se em torno de um unico
comprimento de onda, com uma amplitude muito limitada de faixa de onda. Em contraste, a
luz gerada por outras fontes ¢ formada por uma enorme variedade de comprimento de onda,
algumas vezes variando desde o ultravioleta até o infravermelho, o que resulta na sensagao
da cor branca, quando a luz colide com a retina de um observador humano. O comprimento
de onda ¢ um fator relevante na determinagdo dos efeitos terapéuticos especificos
produzidos pelos tratamentos por laser, pois este pardmetro determina qual biomolécula
especifica absorverd a radiagao incidente (Baxter, 1998). Outro parametro relevante ¢ a
dose e a intensidade da luz utilizada na irradiacdo (Fedoseyeva et al., 1988).

Na luz de um laser, os fotons produzidos pelo aparelho sdo, para todas as finalidades
praticas, compostas de feixes paralelos, praticamente inexistindo qualquer divergéncia da

radiacdo emitida por toda a distdncia percorrida pelo laser. Esta propriedade mantém a
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poténcia Optica enfeixada em uma area relativamente pequena ao longo de distancias
consideraveis, propriedade a que se d4 o nome de colimacao (Low; Red, 2001).

A luz emitida pelos aparelhos de laser também est4 em fase, e assim, conjuntamente
com a monocromaticidade e a colimagdo seu pico e depressdes encaixam-se perfeitamente

no tempo e no espaco (Baxter, 1998).

1.9.2 Uso de irradiacao Laser

As graves alteracdes locais causadas por venenos botrdpicos nos tecidos afetados
dos membros inferiores e superiores por ocasido de acidentes de envenenamento ofidico, e
que sdo de dificil resolugdo, ¢ o motivo de se procurarem novas alternativas para serem
implementadas em combinag@o com o uso de antivenenos. Dentre elas, a fotoestimulacdo
dos processos bioldgicos regenerativos, pds-envenenamento, apresenta-se como uma
proposta atraente. A fotoestimulacdao pode ser alcangada por irradiagcdo com laser de baixa
energia. A diferenca entre este tipo de laser e o laser de alta poténcia ¢ que o ultimo se da
através da ativagdo de sistemas termo-sensiveis, e € utilizada em geral na pratica cirurgica.

Os parametros que descrevem o laser s3o o tipo e o comprimento de onda, a
poténcia média e a poténcia pico ou poténcia radiante, a area irradiada e o tipo (forma) do
feixe, o qual pode ser continuo ou pulsado (Kitchen; Partridge, 1991; Tuner; Hode, 1999).

O principio do laser fundamenta-se na estimulacdo de um elétron ou uma molécula,
que sofre um salto quantico quando previamente estimulado, passando de um baixo a um
alto estado de energia, passando a emitir ondas na mesma freqiiéncia, comprimento de onda
e direcdo, originando o feixe laser que possui mais poténcia que outras radiagdes Opticas
nao modificadas ou estimuladas (Kitchen; Partridge, 1991).

A irradiagdo por laser de baixa energia, tem sido utilizado para modular varios
processos em diferentes sistemas bioldgicos (Belkin et al., 1988; Karu, 1989). O efeito
bioldgico relacionado ao comprimento de onda da luz emitida pelo laser tem sido
demonstrado em vérios estudos. Hoje, os comprimentos de onda mais comumente usados
para propositos terapéuticos sao de 632.8 nm para o laser Hélio-Neonio (HeNe), 635 nm,
650 nm, 660 nm, 670 nm por meio do laser Arseniato de Galio e Aluminio(AsAlGa) e 904

nm para o laser Arseniato de Galio (GaAs) e 10.600 nm para o laser de Didxido de Carbono
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(COy). Exceto para o laser GaAs e CO,, todos os lasers produzem feixe de luz continua

(http://www.laser.nu/It/LLLT critic).

O laser terapéutico apresenta a propriedade de produzir efeitos bioldgicos em nivel
celular, promovendo a estimulagdo seletiva das mitocondrias, provocando aumento no
metabolismo celular, aumentando a atividade dos fibroblastos, auxiliando na recomposi¢ao
tecidual, além de produzir efeito analgésico pelo aumento do limiar das terminagdes
nervosas livres. Este laser também pode promover a estimulagdo dos sistemas imunitarios,
ocorrendo melhora na defesa do organismo, diminuicdo do edema e diminui¢do da dor do
pos-operatorio (Goldman, 1991; Silveira; Lopes, 1991; Tatarunas et al., 1998; Mello;
Mello, 2001).

Ortiz et al. (2001), mostraram resultados a respeito dos efeitos biomodulativos que
acontecem sobre os efeitos com fluéncias superiores a 10 J/cm?. A fagocitose de leucéceitos
foi consideravelmente aumentada por uma densidade de energia incidente de 0,05 J/cm? e
inibida utilizando-se dose de 2 a 4 J/cm?.

Kana et al. (1981), compararam os lasers de Argonio (514,5 nm) e HeNe (632,8 nm)
e observaram aceleracdo na cicatrizacdo entre os 3° e 12° dias de pds-operatdrio com o uso
do laser HeNe (4 J/cm?). Esta aceleragdo da cicatrizagdo foi em decorréncia do aumento da
sintese de colageno e fibroplasia.

Também em 1981, apareceu pela primeira vez o relato da aplicagdo clinica de um
diodo laser de As-Ga-Al, publicado por Calderhead, do Japao, que comparava a atenuagao
de dor promovida por um laser diodo e laser de Nd:YAG (ytrio e aluminio dopado com
neodimio), operando em 1064 nm.

O mais importante efeito do laser de baixa poténcia sobre a cicatrizagdo de feridas
(Mester et al., 1973) tem sido por conta do aumento da sintese de coldgeno por parte dos
fibroblastos. Porém os efeitos do laser de baixa poténcia observados fora da area tratada,
foram atribuidos por Mester (1974) e Trelles et al (1983) a fatores humorais. Mediante esse
importante postulado, os autores preconizaram que durante o tratamento, ndo seria
necessario irradiar toda a area lesada para obter um efeito uniforme em toda a zona.
Baseados nessa teoria, Rodrigo et al., em 1985, publicaram um estudo sobre o efeito do
laser de HeNe no tratamento de fistulas osteomieliticas multiplas de ratos fémeas, onde

obtiveram a cura de todas elas no corpo, irradiando apenas uma Unica pata do animal.
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Bihari e Mester (1989) apresentaram um estudo clinico também, em pacientes
portadores de ulceras vasculares em que os pacientes foram divididos em grupos. Um grupo
foi irradiado com laser de HeNe, outro com a associacao de laser de HeNe e um laser diodo
emitindo na regido do infravermelho proximo (1=904nm) constituido de um cristal de
Arsenieto de Galio (As-Ga), por apresentar maior penetracdo no tecido biologico este
dispositivo pode operar de forma continua ou pulsada e o outro laser, com uma luz nao-
coerente cujo comprimento de onda era de 632 nm (modo continuo). Em todos os grupos a
fluéncia utilizada foi de 4 J/em®. Os autores demonstraram a eficacia terapéutica da
associacdo dos diferentes tipos de lasers, que demonstraram melhores resultados quando
comparados aos demais grupos.

Tsuchida et al. (1991) trataram feridas cirirgicas de ratos normais e diabéticos
irradiados com laser de HeNe com varredura e com fluéncia de 4 J/cm®. O estudo foi
delineado para observar o seguimento da velocidade de fechamento das feridas e foi
comprovado que as feridas tratadas com laser fecharam antes, tanto nos animais normais,
como nos diabéticos, quando comparados a seus respectivos grupos controles, nao
irradiados.

Terribile et al. (1992) estudaram a evolugdo de feridas padronizadas em dorso de
ratos fémeas tratados com um laser de HeNe e uma luz haldégena ndo coerente, que foi
filtrada para obter o comprimento de onda de 633 nm. Utilizaram fluéncia de 3,6 J/em®.
Observaram que a velocidade de fechamento da ferida foi muito maior e estatisticamente
significativa nos grupos irradiados com luz coerente (laser de HeNe) em relag@o aos grupos
controle e irradiados com luz nao coerente.

Kameya et al. (1995) apresentaram um estudo em ratos onde irradiaram feridas
padronizadas nesses animais com diodo laser, emitindo diferentes comprimentos de onda (1
= 632,8; 680; 830 nm). Observaram diferencas macroscopicas significativas nos grupos
irradiados em relagdo ao controle, embora ndo fossem estatisticamente significantes entre
os diferentes grupos irradiados. Histologicamente observaram que os trés grupos irradiados
apresentaram maior proliferacdo de tecido conjuntivo e maior presenca de vasos sangiiineos
quando comparados aos grupos controles.

Morrone et al. (1998), publicaram um estudo para verificar a agdo de um laser diodo

de Ga-Al-As sobre trauma muscular. Os autores prensaram musculos de pata posterior de
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coelhos adultos e irradiaram com um laser diodo operando em 780 nm, com diferentes
parametros de irradiagdo. Os animais foram divididos em 4 grupos. O grupo 1 foi usado
como controle, o grupo 2 foi tratado com fluéncia de 150 J/em® e freqiiéncia de 50 Hz, o
grupo 3 foi tratado com fluéncia de 250 J/em® e freqiiéncia de 100 Hz e o grupo 4 foi
tratado com fluéncia de 800 J/cm® com radiacio continua. A avaliagio histologica e
histomorfométrica do dano muscular e da cicatrizagdo tecidual demonstraram melhor
qualidade e quantidade do processo de reparacdo nos animais dos grupos irradiados. O
grupo onde se obteve o melhor resultado foi aquele irradiado com 800 J/cm® e com
radiagdo continua.

Benedicenti (1982) demonstrou que o fluxo de sangue em capilares mesentéricos
aumentava apos a irradiagdo com um diodo laser operando em 904 nm, fendmeno esse
confirmado em 1984 por Mir¢ et al., que utilizaram como modelo de estudo o leito de unha
e irradiaram com um diodo laser de As-Ga, observando que a circulagdo da regido
aumentou apods a irradiagdo. O incremento do fluxo sangiiineo continuou durante 20
minutos apos cessar a irradiacdo com laser, inclusive quando a 4rea alvo foi esfriada.

Resultados similares foram obtidos em 1984 por Mayayo e Trelles, quando
irradiaram mucosa anal de ratos. Nesses experimentos o esfincter final dos capilares foi o
primeiro a responder e a resposta dependeu da severidade da lesdo na microcirculagao.

Estudo realizado em lingua de ratos para observagdo de niveis de histamina local e
sistémica ap6s tratamento com laser emitindo na regido do visivel, operando em 632,8 nm,
utilizando dois tipos de poténcias Opticas de saida sendo uma de 4 mW e outra de 50 mW
com fluéncia de 2,4 J/cm®. Os resultados indicaram que com a poténcia 6ptica de saida de 4
mW observada localmente nos grupos irradiados, aumento em 100% de histamina e nos
grupos irradiados com poténcia Optica de saida de 50 mW, 30% ), além disso os autores
observaram, também, diferenc¢a significativa na liberagdo de histamina a nivel sistémico em

relagdo aos grupos controles (Trelles et al, 1988).
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1.9.3 Laser Hélio-Neonio (HeNe)

O laser de Hélio-Nednio ¢ gerado a partir da aplicagdo de uma tensdo elevada entre
os eletrodos de uma ampola contendo gas de Hélio e de Neonio. A interacdo entre os dois
gases excitados faz com que ocorra decaimento de atomos de Hélio ao seu estado
fundamental e assim ocorre a emissdo da onda eletromagnética. As ondas geradas sao
guiadas para fora da ampola por meio de espelhos estrategicamente colocados no interior
da mesma. Os lasers de hélio-nednio emitem radiacdo na regido visivel vermelha com
632,8 nm (Baxter, 1997; 1998; Low e Reed, 2001; Mello e Mello, 2001).

Este tipo de laser ¢ comumente usado para acelerar a cicatrizagdo de tulceras
arteriais, venosas e diabéticas (Souza et al., 1999). A descarga excita os atomos de hélio, os
quais transferem sua energia aos de nednio e estes emitem entdo a luz vermelha (Herch;
Teresi, 1987). Sua poténcia ¢ limitada, praticamente 30 mW a 50 mW, sendo este ultimo
valor raras vezes atingido. A penetracdo da luz de Helio—Neo6nio no tecido humano ¢ de 0,8
mm sem divergéncia e até 15 mm com alguma divergéncia (Laakso et al., 1993; Kloth,
1997). Este tipo de laser ¢ altamente colimado, gerando, portanto, um maior risco ocular
(Baxter, 1997).

Existem varios modelos experimentais que utilizam a irradiagdo por laser He-Ne.
Por exemplo, em mitocondrias isoladas essa irradiagdo causa elevagdo do potencial de
membrana e producdo de ATP (Passarella et al., 1984); em fibroblastos isolados, com a
mesma quantidade de irradiacdo, observa-se um aumento do indice mitdtico das células e
da producao do colageno (Kovacks et al., 1974). O efeito do laser de baixa energia em
processos regenerativos pos trauma ja foi investigado na pele e no sistema nervoso central e
periférico. Essa irradiagdo mostrou-se capaz de acelerar os processos de regeneragdo de
ferimentos cutdneos e crescimento de vasos sangiiineos na regido ferida (Mester et al.,
1973; Belkin et al., 1988).

1.9.4 O laser Arsenieto de galio (GaAs)

O laser AsGa, LIVM 904, com poténcia de pico de 45 Watts, comprimento de onda
(Infravermelho) de 904 nm e densidade de energia em J/cm? ¢ gerado polarizando-se

diretamente um diodo constituido de Arsenieto e de Galio. Este diodo, quando polarizado
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diretamente e submetido a uma elevada corrente de circulacdo, desprende ondas
eletromagnéticas com comprimento de onda de 904nm. Estas ondas sdo guiadas a uma
janela de onde o feixe ¢ emitido.

E o valor real da poténcia aplicada. A poténcia média é a mesma especificada pelo
equipamento se este trabalhar em modo continuo (ex: laser de Hélio-Neonio). Porém se o
laser ¢ emitido na forma pulsada, a obtencao do valor médio de poténcia ¢ obtido através de
alguns calculos (ex: laser de Arsenieto de Gélio).

O laser de Arsenieto de Galio trabalha em regime pulsado, no qual o valor da
poténcia média (Pm) ¢ a funcdo da poténcia de pico (Pp) do laser, da freqiiéncia de
repeticdo dos pulsos (f) e do tempo de emissao de laser (te), que se inter-relacionam.

O mecanismo que regula a a¢do do laser de baixa energia ndo ¢ ainda claramente
compreendido. Sabe-se que ele ¢ fotoquimico e a energia proveniente do laser ¢
provavelmente, absorvida em cromoéforos intracelulares, e que pode ser convertida em
energia metabolica, semelhante ao observado na cadeia respiratoria (citocromos) (Belkin et

al., 1988; Karu, 1989; Lee; Kim, 1993).
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3. Objetivos

O presente estudo tem como objetivo avaliar os efeitos da irradiagdo do laser Helio-Nednio
(HeNe) e Arsenieto de Galio (GaAs) no musculo gastrocnémio injetado
intramuscularmente (i.m.) com veneno de Bothrops moojeni (40 ng/ml), quantificando o
grau de lesdo e regeneragdo das fibras musculares através da avaliagdo enzimatica, da

proteina mioglobina e da expressao do fator de crescimento endotelial vascular.
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1. Introducao

Os venenos de serpentes do género Bothrops causam efeitos locais graves em

humanos e animais experimentais, caracterizados por hemorragia, edema, dor intensa e
necrose local (Rosenfeld; Kalen, 1971; Gutiérrez et al., 1981; Jorge et al., 1999). Estes
efeitos tem sido atribuidos a ag¢do de proteases (Mandelbaum et al., 1982), fatores
hemorréagicos (Assakura et al., 1986) e as fosfolipases.
A miotoxicidade ¢ uma importante acao das fosfolipases (PLA;), causando um efeito local
relevante (Queiroz; Petta, 1984; Queiroz et al., 1985; Gutiérrez; Lomonte, 1989), afetando
a integridade da membrana plasmatica das fibras musculares e/ou indiretamente, pela
isquemia dos vasos da microcirculagdo e artérias intramusculares (Gutiérrez et al., 1984;
Queiroz; Petta, 1984).

Nos locais em necrose, apds a remocao dos debris necroéticos pelos fagocitos, advém
um processo de regeneragdo muscular normal, com formag¢do de miotubos e fibras
musculares regenerativas, que pode ser incompleto, dependendo das dimensdes do
envenenamento.

A inflamagdo também possui papel fundamental na lesdo local, caracterizando-se
por aumento da permeabilidade vascular, formacao de edema e infiltracdo de leucdcitos
polimorfonucleares e macrofagos (Rosenfelt, 1971; Trebien; Calixto, 1989; Lomonte et al.,
1993; Farsky et al., 1997).

Além disso, a regeneracdo do musculo esquelético ¢ dependente da proliferagdo e
diferenciagdo de células satélites (Mauro, 1961; Bischoff, 1975), que normalmente estao
quiescentes, porém, em resposta a estimulos como trauma muscular, tornam-se ativadas,
proliferam e fundem-se com as fibras afetadas ou com novas miofibras (Bischoff, 1994;
Schultz; McCormick, 1994).

Vérios estudos tém investido na procura de procedimentos adequados para
promover a regeneracao do musculo esquelético em casos de acidentes botropicos pelo fato
de que o antiveneno atua mais sistémica do que localmente. A irradia¢do por laser de baixa
poténcia tem se mostrado efetivo na recuperacdo do tecido muscular lesado (Weiss; Oron,

1992; Dourado et al., 2003), porque potencia o processo de regeneragao, como visto em
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alguns trabalhos em pele (Mester et al., 1971a, b, ¢; Mester et al., 1985), osso (Yaakobi et
al., 1996; Luger et al., 1998) e sistema nervoso central e periférico.

A terapia com laser de baixa poténcia induz reacdes em geral atérmicas da luz, ou
produz aumento nao significativo da temperatura, o qual ndo ultrapassa 1°C (Karu, 1987).
Assim a acdo no tecido ¢ preferencialmente fotobioquimico (Schaffer et al., 2000; Honmura
et al., 1993), ou seja, radiagdes com baixa densidade de poténcia (DP) 0,01 W/cm? e
também baixa densidade de energia (DE) de 1 a 10 J/cm? (Schindl et al., 2000), e ocorre
devido a presenga de fotorreceptores celulares especialmente sensiveis a determinados
comprimentos de onda. A absorcdo desses fotons por biomoléculas intracelulares
especificas produz estimulagdo ou inibicdo da atividade enzimdtica e de reagdes
fotoquimicas (Karu, 1987).

Alguns resultados prévios tém demonstrado que a irradiagdo do laser Hélio-Nednio
(HeNe/632,8 nm) e Arsenieto de Galio (AsGa/904 nm) promovem a regeneragdo do
musculo esquelético em mamiferos (Weiss, 1992), anfibios (Bibikova; Oron, 1993, 1995) e
minimiza a¢des do envenenamentobotropico (Dourado et al., 2003).

Por outro lado, os lasers que emitem luz na regido do visivel, como o HeNe, e lasers
que emitem no infravermelho préximo, como o AsGa, em diferentes comprimentos de
onda, tém sido utilizados em pesquisa com células em cultivo e em tecidos de pequenos
roedores, incrementando as funcdes celulares e ativando a divisdo e proliferacdo celular
(Martinez et al., 1984; Leung et al., 1985; Rodrigo et al., 1985; Smith-Agreda et al., 1985;
1986; Sarti et al., 1995; Villaplana et al., 1995).

Bihari e Mester (1989) apresentaram um estudo clinico em pacientes portadores de
ulceras crurais, que foram divididos em trés grupos experimentais. Um grupo foi irradiado
com laser de HeNe, outro com a associacao de laser de HeNe ¢ um laser diodo emitindo na
regido do infravermelho proximo e o terceiro com uma luz nao-coerente, cujo comprimento
de onda foi de 632 nm. Em todos os grupos a fluéncia utilizada foi de 4 J/cm”. Os autores
demonstraram a eficacia terapéutica da associagdo dos diferentes tipos de lasers.

Estudos para verificar os efeitos dos lasers de HeNe e de diodo de AsGa operando
em 904 nm, na cicatrizagdo de lesdes superficiais em mucosa de cavalos. Neste
experimento as feridas foram padronizadas e irradiadas com aplicagdes diarias, durante 15

. . 2 ;. . ;.
dias, com fluéncia de 8 J/cm”. Os resultados tanto macroscopicos quanto microscopicos
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mostraram que nos grupos irradiados, além dos animais apresentarem cicatrizagdo mais
rapida, nenhum animal desenvolveu infec¢ao, fato esse evidenciavel em 70% dos animais
dos grupos controle (Gomez-Villamandos et al., 1997).

Bolognani et al. (1991a, b) usaram laser de baixa poténcia para verificar a sua agdo
em sistemas enzimaticos celulares. O experimento ocorreu inicialmente com a inativacao
da enzima desidrogenase latica (LDH) aumentando o nivel de CO; no meio de cultivo. A
seguir as células foram irradiadas com laser HeNe com fluéncia de 7,42 J/cmz, e cerca de
60% do total da enzima foi reativada parcialmente, sem chegar a recuperagao total (100%).
Verificou-se, também que a irradiagdo laser foi ineficaz na estimula¢do ou inibicdo da
atividade das enzimas ativas, porém quando as enzimas como Na-ATPase, K-ATPase eram
inativadas parcialmente (com 3 M-uréia e/ou choque térmico), foram reativados novamente
pela acdo do laser diodo de AsGa com radiagdo pulsada, utilizando freqiiéncia de 4,5 KHz.
Em outro experimento realizou-se a inativacdo da miosina-ATPase por um aumento na

perfusdo de CO,, que ap0ds foi recuperada em torno de 20%, pela acdo do laser de HeNe.

2. Objetivos

O presente estudo tem como objetivo avaliar as alteragdes dos niveis séricos da enzima
Desidrogenase Latica (LDH), Aspartato Amino Transferase (AST/GOT) e da proteina
mioglobina em camundongos que receberam inje¢do intramuscular de veneno de Bothrops
moojeni ¢ os efeitos da irradiagao local por laser Helio-Neonio (HeNe) e Arsenieto de Galio
(AsGa), como forma de quantificar se a terapia local afeta as agdes sistémicas do

envenenamento.
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3. Material e Métodos

3.1 Veneno

O veneno bruto foi extraido de serpentes Bothrops moojeni capturadas na regido do
Pantanal/MS, mantidas no Laboratério de Zoologia da UNIDERP, Campo Grande/MS. O
veneno extraido foi seco em dessecador a 20°C até o momento do uso e posteriormente

estocados a -4°C.

3.2 Animais

Neste trabalho foram utilizados camundongos machos, Swiss, adultos (20 a 40 g) e
provenientes do biotério da UNIDERP-MS. Os animais foram mantidos em gaiolas

plésticas e alimentados com racao e agua ad libitum em condigdes ambientais apropriadas.

3.3 Protocolo Experimental

Os animais foram divididos em 4 grupos: 1) grupo controle ndo irradiado e injetado
com solucdo salina estéril 0,9% (0.1 ml/100 g do peso do animal) (S); 2) grupo injetado
com veneno e ndo irradiado com laser (V); 3) grupo injetado com veneno e irradiado com
laser arsenieto de Galio (VGA/904 nm) e 4) grupo injetado com veneno ¢ irradiado com
laser Helio-Nednio (VHN/632,8 nm). O periodo de sacrificio dos animais foi o0 mesmo para
todos os grupos experimentais: 3, 12 e 24 horas e 3, 7 e 21 dias (n = 5 por grupo de
animais, Tabela 1). A inoculagdo da solu¢do salina e do veneno (Figura 1) foi intramuscular
(i.m.), na saliéncia média do musculo gastrocnémio direito de camundongos, apds
antisepssia local e tricotomia, durante todo o periodo experimental. A concentracdo usada
do veneno foi de 40 pg/mL (0.4 mg/Kg) diluido no momento do uso, em solucdo salina
estéril. A utilizagdo de dose de 40ug/mL (0,4 mg/mL) esta respaldada na quantidade de
veneno geralmente encontrada na glandula de uma serpente do género Bothrops que ¢ de

aproximadamente 50 mg (Rosenfeld,1971) e a partir deste dado ¢ do fato de que as
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serpentes nunca injetam todo o conteudo da glandula em uma picada (Burdmann et al.,
1993), a dose foi estabelecida por ser comparativa a dose injetada por estas serpentes nos

acidentes com seres humanos (50 mg de veneno em uma pessoa de 50 Kg=0,7 mg/kg).

Tabela 1: Dados relativos aos grupos x periodos

Grupo/Tratamento Periodos
3 12 h 24 h 3d 7d 21d Total

1.S n=>5 n=>5 n=>5 n=>5 n=>5 n=>5 30
2.V n=>5 n=>5 n=>5 n=>5 n=>5 n=>5 30
3. VGA/904 nm n=>5 n=>5 n=>5 n=>5 n=>5 n=>5 30
4. VHN/632.8 nm n=>5 n=>5 n=>5 n=>5 n=>5 n=>5 30
Total 120

S = salina (sem irradia¢@o)

V = veneno bruto sem irradiagdo Laser VGA = veneno + irradiagdo AsGa

VHN = veneno + irradiacdo HeNe (n) = numero de animais

Figura 1 — Camundongo sendo inoculado com veneno bruto de B. moojeni na saliéncia média do
musculo gastrocnémio

Figura 2 — A) Laser Arsenieto de Galio com densidade de poténcia de 0,2132 W/cm?, comprimento de
onda de 904 nm e B) Laser Helio-Neonio — luz visivel com densidade de poténcia 0,75 W/cm?,
comprimento de onda (visivel) de 632,8 nm. Ambos com densidade de energia em J/cm?.
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3.4 Protocolo de utilizaciao do laser Hélio-Neonio (He-Ne) e Arsenieto de Galio (AsGa)
3.4.1 Laser Diodo Arsenieto de Galio (AsGa)

Laser diodo Arsenieto de Galio semicondutor GaAs da marca KLD biossistemas
(Figura 2A), com poténcia de pico de 45 W e potencia média de 35 mW, area do feixe a
Icm de distancia de 0,1641cm?, e comprimento de onda de 904 nm, densidade de energia
de 4 J/cm? e densidade de poténcia de 0.2132 W/cm?. O tempo de cada aplicagdo do laser
foi de 18,3 seg (1x/dia).

4.2 Laser Helio Neonio (He-Ne)

O equipamento utilizado foi um laser HeNe (HeNe 1135p series, JDS Uniphase
Corp., USA) (Figura 2B) com poténcia de emissdo direta de 10mW e por fibra optica de 2.1
mW, operando em um comprimento de onda de 632,8 nm, didmetro de saida da fibra de 0.3
cm? (drea = m 1> e area do feixe a lem de distancia), energia superficial didria 1.2 J
densidade de energia de 4 J/cm? e densidade de poténcia 0.03 W/cm? foi aplicada
perpendicularmente (90°) no musculo gastrocnémio. O tempo de cada aplicagdo do laser

por sessao de irradiagdo foi de 120 seg (1x/dia e aparelho automaticamente ajustado).

3.4.3 Metodologia da irradiacao

Logo apos a injecdo do veneno bruto (40 ug/mL), o musculo gastrocnémio foi
irradiado, uma vez ao dia, com dosagem em joules por centimetro quadrados (J/cm?) por 21
dias consecutivos com a primeira aplicagdo realizada logo apds a inje¢do do veneno de B.
moojeni (Figura 3). Os animais sacrificados em 3 ¢ 12 h p.i. receberam uma tinica sessao de
irradiacdo apos a injecdo do veneno, ao passo que animais sacrificados em 24 h receberam
duas irradiagdes, com a tltima sendo dada uma hora antes do sacrificio. Animais que foram
sacrificados em 3, 7 e 21 dias p.i. receberam 4, 8 e 22 sessdes de irradiagdo (a terapia foi
diaria e todas no mesmo tempo), respectivamente. Para as sessdes de irradiacdo, o
camundongo foi colocado dentro de um tubo de plastico com uma janela cirirgica na regiao

superior para que ficasse imobilizado e posicionado para receber as sessoes de irradiacao,
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permitindo assim, manipulagdo mais segura e incidéncia do feixe de luz
perpendicularmente sobre a d4rea afetada pelo veneno. O aparelho foi colocado
aproximadamente a 1 cm de distdncia do local da injecdo do veneno, sendo o mesmo
procedimento para todos os animais irradiados, com irradia¢do controlada automaticamente
pelo aparelho (18,3 s para AsGa, e 120 s para HeNe). O laser foi aplicado diretamente na
pele tricotomizada do lado direito da saliéncia média do musculo gastrocnémio. O angulo
da incidéncia dos raios laser foi mantido perpendicular (90°) sobre a superficie de
irradiagdo.

As doses foram escolhidas porque estudos prévios mostraram um efeito benéfico do
laser de baixa poténcia no processo de regenera¢io usando doses entre 1 e 4 J/em® (Mester
et al., 1985; Basford, 1993; 1995) enquanto altas doses podem estimular (Braverman et al.,
1989) ou retardar o processo de regeneragdo (Mester et al., 1985).

Nos periodos previstos de: 3, 12 e 24 h, 3, 7 ¢ 21 dias os animais foram anestesiados

e sacrificados e amostras do sangue foram coletadas para analise clinica.

3.5 Determinac¢ao Bioquimica

Para determinar os niveis séricos das enzimas dos grupos S, V, VGA/904 nm e
VHN/632,8 nm (n = 5 camundongos por grupo, Tabela 1) amostras de sangue foram
colhidas do plexo orbital diretamente em tubo capilar adequado com heparina, para analise
das enzimas, Desidrogenase Latica (LDH Liquiform) e Aspartato aminotransferase
(AST/GOT Liquiform) no soro. Imediatamente depois de coletadas, as amostras de sangue
foram centrifugadas (2000 rpm/25 min) para a separacao do soro. Imediatamente depois de
coletadas, as amostras foram enviadas ao laboratorio de Analises Clinicas do PRONCOR,
Campo Grande/MS.

A determina¢do dos niveis de LDH e AST (também denominada GOT) no sangue
foi medida por meio de método cinético. Para isso utilizou-se um “kit” LABTEST (Labtest

Diagnostica S.A., Av. Paulo Ferreira da Costa, 600, Lagoa Santa — Minas Gerais - Brasil).
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O valor de AST foi expresso em unidades por litro (U/L), (Bergmeyer et al., 1986)
com uma unidade de atividade causando a fosforilagdo de um micromole de AST/min, a
25°C, a qual foi determinada seguindo as especificacdes estipuladas pelo produtor.

O valor de LDH foi expresso em unidades por litro (U/L), (Westgard et al., 1981)
que catalisa a conversdao do piruvato a lactato na presenga de NADH. O decréscimo da
absorbancia em 340 nm devido a oxidagdo do NADH ¢ proporcional a atividade da LDH na
amostra. A metodologia foi determinada seguindo as especificagdes estipuladas pelo

fabricante.

3.6 Teste imunolégico quantitativo para detecciao especifica de mioglobina no sangue

venoso total

Para determinar os niveis do marcador citoplasmatico ndo enzimatico, nos grupos S,
V, VGA/904 nm e VHN/632,8 nm (n = 5 camundongos/grupo, Tabela 1), amostras de
sangue total (venoso) foi coletado do plexo orbital diretamente em tubos de colheita com
heparina com anticoagulante. Imediatamente depois de coletadas, as amostras de sangue
foram enviadas para o Laboratério de Andlises Clinicas do PRONCOR, Campo
Grande/MS.

Para a determinagdo dos niveis de mioglobina no sangue total foi utilizado o “kit”
CARDIAC control Myoglobin (Roche Farmacéutica Quimica, Lda).

A mioglobina é uma proteina muscular que ¢ libertada quando as células do
miocardio e do musculo esquelético sofrem danos. Imunologicamente, ndo existe nenhuma

diferenca entre as proteinas do miocardio e as do musculo esquelético (Tucker et al., 1994).

3.7 Analise Estatistica

A comparagdo entre os grupos experimentais em cada tempo analisado, para as variaveis

LDH, AST e mioglobina, foi realizada por meio do teste ANOVA de uma via, seguido pelo
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teste de Tukey. O mesmo teste foi utilizado para se compararem os diversos tempos em
cada um dos grupos experimentais. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o
“Software” SigmaStat, versdo 2.0, considerando significativas as diferengas com valor de p

<0,05 (Shott, 1990).

4. Resultados

4.1 Medidas séricas de Desidrogenase Latica (LDH)

Neste trabalho o nivel da enzima LDH apresentou diferengas significativas entre os
grupos e tempos analisados (p<0,001). O grupo S quando comparado com os demais
grupos obteve um menor nivel das enzimas (p<0,05).

Porém, avaliando o nivel da enzima LDH dentro do mesmo grupo, os valores encontrados
no grupo S inicialmente mostrou diferenca, sendo que no tempo zero foi significativamente
maior (611 £ 199,68) do que os obtidos nos demais tempos (3, 12, 24h e 3, 7 e 21dias (p <
0,05)) e por sua vez nos tempos subseqiientes os valores foram iguais.

Em relagdo aos grupos 3, 12 € 24 h, 3, 7 e 21 dias, o nivel de LDH foi significativamente
menor nos animais do grupo VGA quando comparado com os animais dos grupos V e
VHN (p < 0,05), além disso houve diferenga significativa na compara¢ao do nivel de LDH
entre os tempos analisados (p < 0,001), sendo em 0, 3 e 12 horas maior do que aquele para
24 horas e 3, 7 e 21 dias (p < 0,05).

O grupo V apresentou diferenga significativa na comparagdo do nivel de LDH entre os
tempos analisados (p < 0,001), que se mostrou maior nos tempos 0, 3, 12 e 24 horas do que
aquele para os tempos 3, 7 ¢ 21 dias (p < 0,05) e no grupo VHN os valores de LDH foi
maior nos tempos de 0 a 24 horas do que aquele para os tempos 3, 7 ¢ 21 dias (p<0,05),

atingindo um pico maximo entre 0 e 3 h (Figura 4).
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Figura 4: Grafico ilustrando o nivel de LDH (U/L) nos diversos tempos analisados, os grupos controle e
experimentais.

* Diferenca significativa em relagdo ao grupo S;

+ Diferenga significativa em relagdo aos grupos S, Ve VHN;

# Diferenca significativa em relagdo aos grupos V e VHN;

o Diferenca significativa em relag@o aos grupos S, VHN e VGA — 904 nm.

4.2 Medidas séricas de Aspartato Amino Transferase (AST)

Através dos resultados estatisticos observou-se que houve diferenga significativa
(p<0,001) no nivel de AST entre os grupos analisados, sendo que o grupo com menores
valores foi verificado no grupo S, quando comparado com os animais dos demais
grupos, além disso, neste grupo ndo houve diferen¢a na comparagdo do nivel de AST
entre os tempos analisados (p=0,16).

Em relacdo ao tempo zero, houve diferenca significativa (p<0,001) entre os grupos
sendo o nivel sérico de AST maior nos animais do grupo VHN e, em 12 h
significantemente maior quando comparado com os demais grupos (V e VGA),

atingindo pico maximo em 24 h.
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No grupo VGA, houve diferenga significativa (p<0,001), sendo em 3 e 12 horas
maior do que aquele para o tempo 0 e 24 horas, 3, 7 ¢ 21 dias (p<0,05). Por sua vez, o
grupo VGA a partir de 12 h o nivel de AST foi menor quando comparado com os
grupos V e VHN e significativamente menor em 24 h, 3, 7 e 21 dias em relagdo aos
grupos V e VHN (p<0,05).

Ja no grupo V, em relagao aos tempos analisados houve diferenga significativa
(p<0,001) a enzima alcangou nivel sérico maior das 3 as 12 horas, do que aqueles dos
tempos 0 e 24 horas e 3, 7 e 21 dias (p<0,05). Ao compararem-se os valores de AST
para o grupo VHN, observou-se que houve diferencga significativa (p<0,001) em 24
horas cujos valores foram maiores do que aquele para os tempos 0 e 3 he 3, 7 ¢ 21 dias

(p<0,05) (Figura 5).
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Figura 5: Grafico ilustrando o nivel de TGO (U/L) nos diversos tempos analisados, para os grupos
controle e experimentais.

+ Diferenga significativa em relagdo aos grupos S e VGA — 904 nm;

* Diferenca significativa em relag@o ao grupo S;

# Diferenca significativa em relagdo ao V;

o Diferenca significativa em relagao ao grupo VHN
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4.4 Dosagem da proteina mioglobina

De acordo com andlises estatisticas observou-se que entre os grupos houve
diferengas significativas (p<0,001) no nivel de Mioglobina, sendo o nivel da enzima menor
no grupo S em relacdo aos demais (p<0,05).

No grupo V os valores da enzima foram maiores em relagdo ao grupo S, VHN e VGA
desde 3 horas até¢ 7 dias. Nos tempos de 24 horas até¢ 7 dias os valores se mostraram
estatisticamente diferentes em relagdo ao grupo S, VGA e VHN.

Para o grupo VHN, houve diferenca significativa entre os tempos (p<0,001), sendo em 0
hora, o nivel sérico de Mioglobina maior do que nos demais tempos (p<0,05), ap6s o qual
os valores foram diminuindo. J4 o grupo VGA obteve a partir de 12 h até 7 dias diferenga
significativa entre os grupos (VHN e V), alcancando inclusive nos tempos de 3 e 7 dias

valores menores em relagdo ao grupo controle S (Figura 6).
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Figura 6: Grafico ilustrando o nivel de Mioglobina (Ng/mL) nos diversos tempos analisados, para os grupos
controle e experimentais.

* Diferencga significativa em relagdo ao grupo S;

+ Diferenga significativa em relag@o aos grupos S ¢ VGA — 904 nm;

# Diferenca significativa em relagdo aos grupos S, VHN ¢ VGA — 904 nm;

o Diferenca significativa em relagéo ao grupo VGA — 904 nm.
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5. DISCUSSAO

Os estudos que enfocam a agdo do laser de baixa poténcia (low level laser therapy =
LLLT) na cicatrizagdo de tecidos e reparagao de feridas, principalmente enfocando lesdes
cutineas e, sobretudo aquelas relacionadas a pratica médica (ulceras, queimaduras, feridas
cirirgicas) demonstram aceleracdo e melhora estética das lesdes tratadas. Estes trabalhos,
também consideram a importancia da irradiagdo do tecido por LLLT nas primeiras 24 horas
apés a injuria, porque os efeitos bioestimulativos sdo mais promissores, pois ¢ nessa fase
que se observa, nas areas irradiadas, uma maior afluéncia de elementos defensivos e um
elevado nimero de mitoses. O pressuposto ¢ verdadeiro em se tratando do processo
cicatricial que podera ter melhores resultados se a retirada de detritos tissulares da lesdo
ocorrer mais cedo, favorecendo a formacdo de tecido de granulacdo nas irradiagdes
seguintes a primeira irradiagdo e nas subseqiientes tendo como conseqiiéncia, a aceleracao
do processo de cicatriza¢ao (Smith et al., 1992).

Neste trabalho, foi estudada a acdo do laser de baixa poténcia irradiado sobre o
musculo gastrocnémio (aplicagdo topica) sobre parametros sistémicos, considerando-se a
atividade das enzimas LDH, AST no soro sangiiineo e da proteina Mioglobina no sangue
total, liberada do musculo gastrocnémio injetado com veneno de B. moojeni (40 pg/mL). A
enzima LDH e a mioglobina sdo macromoléculas sarcoplasmaticas encontradas no musculo
esquelético e cardiaco. A presenca sist€émica das mesmas ¢ indicio de lesao muscular e
perda da integridade das fibras, porisso foram consideradas neste trabalho, para serem
sinalizadoras do processo degenerativo e regenerativo apos envenenamento botropico (40
ng/mL). A medida de sua atividade foi também avaliada apés irradiagdo local com dois
tipos de laser (HeNe e AsGa), cujas propriedades fisicas e opticas produzem
fotoestimulacao e nao termoestimulagao.

Os valores da proteina mioglobina nos periodos iniciais (zero e 3 h) estavam
aumentados no grupo V, VHN e VGA e a partir de 12 horas houve diminui¢ao da atividade
da mioglobina no grupo VGA até 7 dias, que se mostrou menor em relacdo ao grupo

controle (S). J4 no grupo VHN os valores estavam aumentados desde o inicio do periodo
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(zero hora) até 7 dias, indicando que o laser HeNe ndo teve eficicia na prevengao dos
efeitos deletérios do veneno. Entretanto o laser diodo AsGa foi muito eficaz ndo s6 em
rela¢do ao grupo V nao irradiado, mas também em relacdo ao grupo VHN, sugerindo que a
fotoestimulag@o local com este tipo de laser foi talvez capaz de estabilizar a membrana
celular, diminuindo a atividade catalica do veneno.

Observou-se que a enzima LDH no grupo V, apresentava valores aumentados desde
a zero hora, diminuindo lentamente em 21 dias, mas ainda mostrando diferenca
significativa em relagdo aos grupos S, o que confirma a a¢do miotoxica do veneno. No
grupo VGA, embora a LDH estivesse aumentado nos tempo inicial do processo de
degeneracdo (zero a 12 h), a partir de 24 h este valor diminuiram chegando aos 21 dias
proximo aos valores de S. Ja no grupo VHN, a enzima se mostrou com elevacdo maxima
em 3 h diminuindo gradativamente apds 12, obtendo valores menores, mas ainda maiores
em relacdo ao grupo VGA, em 21 dias. A enzima LDH cataliza a reagao final da glicolise
anaerdbia participando da conversao do piruvirato em acido latico. No musculo esquelético,
quando ha privacao do oxigénio, comum durante o exercicio, grande quantidade de lactato
pode ser formada, liberando ions hidrogénio (H") que pode ser aumentado de 100nEq.L™
(pH=7,0) para indices elevados no plasma sanguineo em relacdo ao repouso e exercicio
(Pilegaard et al., 1999). No enveneamento botropico, além da agdo proteolitica do veneno,
ha a¢do hemorragica, levando a destruicdo da microvasculatura na regido afetada.
Em relagdo a enzima AST verificou-se que os valores estavam muito elevados no grupo V
até as 24 horas, diminuindo lentamente nos periodos finais chegando aos 21 dias com
niveis maiores em relacdo aos grupos S, VGA ¢ VHN. Em relacdao ao grupo VHN os niveis
estavam aumentados nos periodos iniciais alcancando o seu pico mdximo em 24 h, apos
este periodo os valores foram diminuindo lentamente, chegando aos 21 dias com niveis
maiores em relagdo ao grupo VGA. A AST ¢ encontrada em alta concentragdo no
miocardio, figado, musculo esquelético, rim e cérebro. Seus niveis elevam-se em qualquer
forma de oclusdo arterial aguda, estando aumentados em propor¢do, ao grau de isquemia
(Pedrini et al., 1994).

Os resultados apresentados pelas enzimas (LDH e AST) e da proteina mioglobina
ap6s a injecdo do veneno bruto (i.m.) de B. moojeni, permite inferir que o laser

infravermelho AsGa com comprimento de onda de 904 nm ¢ eficiente em diminuir os
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niveis aumentados nos diferentes tratamentos e periodos, contradizendo o que alguns
estudos relatam que a radiagdo laser com luz visivel (HeNe) ativa a fun¢do enzimadtica da
mitocondria e a radia¢do do laser infravermelho (AsGa) afeta a atividade enzimatica das
membranas celulares.

Cieslar et al (1995) avaliaram a atividade de algumas membranas celulares ¢ enzimas
mitocondriais de hepatocitos de ratos irradiados com o laser infravermelho (904 nm) com
8.9mW de poténcia e 5 min de irradiacdo didria por 15 dias consecutivos. Eles dosaram
varias enzimas e, dentre essas, a LDH que se apresentou aumentada. Os pesquisadores
verificaram que a irradiacdo pelo laser infravermelho ativava significantemente a atividade
da enzima LDH e concluiram que o laser ndo somente afeta as propriedades das
membranas, mas também ativa o processo de 6xidoreducdo do organismo, como tem sido
observado para a radiag@o da luz visivel (Brunelli; Brunelli, 1995; Oliveira et al, 1999).

O laser AsGa com comprimento de onda de 904 nm apresenta algumas vantagens
em relagdo ao laser HeNe, ou seja, além da menor dimensao, apresenta maior poder de
penetragdo no tecido biolodgico. Outra vantagem € que este dispositivo pode operar de
forma continua ou pulsada, enquanto que o He-Ne s6 opera em modo continuo. O efeito da
foto-bioestimulagao com laser pulsado foi tema de diferentes trabalhos, sendo que Morrone
et al., em 1998, demonstraram que para aplicagdes in vivo a radiacdo continua apresenta
melhores resultados que a radiacdo pulsada. No presente estudo a irradiagdo com o laser
diodo AsGa foi continua.

O comprimento de onda é extremamente importante, pois ¢ ele quem define a
profundidade de penetragao no tecido alvo (Bourgelaise, 1983; Fuller, 1983). Sabe-se que
diferentes comprimentos de onda apresentam diferentes coeficientes de absor¢do para um
mesmo tecido e as radiagdes emitidas na regido do ultravioleta e na regido do infravermelho
médio apresentam alto coeficiente de absor¢do pela pele, fazendo com que a radiagdo seja
absorvida na superficie, enquanto que na regido no infravermelho préximo (820 nm e 840
nm) constata-se baixo coeficiente de absor¢do, implicando em maxima penetragdo no
tecido (Karu, 1989; 1987; Jacques, 1995).

No presente estudo, os valores médios das enzimas e da proteina mioglobina
demonstraram-se semelhantes as encontradas na literatura. (Seyama, 1993; O’Farrel et al.,

1995; Egginton; Huklik4, 1991; Cavalcante et al., 1998; Jan et al., 2005). Observou-se que
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ap6s a inoculagao do veneno de B. moojeni (Chavéz et al, 1989; Assi; Nasser 1999) os
niveis das enzimas e da mioglobina, mostraram-se progressivamente crescentes conforme o
aumento do tempo de lesdo muscular, confirmado pela liberacdo de substincias
intracelulares na circulag¢ao e corroborando com estudos semelhantes presentes na literatura
(Aliev, 1993; Pedrini, 1994; O’Farrel et al., 1995; Gay et al, 2005).

Kiran et al (2004) avaliaram o efeito patoldgico do veneno de Bungarus caeruleus,
injetado intramuscularmente em ratos, associado com mudangas bioquimicas séricas. Os
resultados mostraram aumentos nos valores das enzimas AST (48%), CK (30%), LDH
(6%) apos 3 horas, com a dose subletal de 25 microg/kg do veneno de B. caeruleus.
Contudo, apos analise estatistica, houve diferenga significativa em relagdo ao grupo
controle nas dosagens de LDH, AST e mioglobina, geralmente a partir de 24 horas do

envenenamento que representam as fases iniciais, ou seja, a fase de degeneragdo muscular.

6. CONCLUSAO

Em todos os periodos avaliados, o nivel de LDH e AST foram significativamente menor
nos animais do grupo irradiado com laser arsenieto de Géalio (AsGa) quando comparado
com os animais do grupo injetado com veneno de B. moojeni e irradiados com laser Helio-

Neonio.

Os valores obtidos na dosagem da proteina mioglobina, no grupo irradiado com o laser
AsGa a partir de 12 h até 7 dias houve diferenca significativa entre os grupos injetados com

veneno ¢ tratado com laser Nélio-Nednio (HeNe).

Em relacao ao laser utilizado neste trabalho, 0 GaAs com comprimento de onda de 904 nm

foi mais eficiente em relagao ao laser HeNe, 632,8 nm.

O tratamento com laser AsGa foi capaz de diminuir esses efeitos ndo s6 nos periodos
relativos a fase degenerativa, mas principalmente foi benéfico para a aceleragao da fase

regenerativa, enquanto o laser HeNe foi eficiente na fase regenerativa.
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ABSTRACT

Bothrops snake is responsible for almost 90% of human accidents involving ophidism in
Brazil. Bothropic venom contains a range of biologically active substances capable of
causing a severe envenoming picture in the victims, whose manifestation is both systemic
and local. The ophidic antivenom has no neutralizing effect to block the local degeneration.
In this work, mice gastrocnemius injected with Bothrops moojeni venom (40 pg/ml), or
saline solution (controls) were irradiated with low potency HeNe or GaAs lasers (daily dose
of ~4 J/em?) and sacrificed in periods ranging from 3 h to 21 days (n = 5/group). Blood
biochemistry (creatine kinase, CK; alkaline phosphatase, AlkPase and acid phosphatase,
AcPase) and pathological analysis for assessing the degree of myonecrosis and regeneration
of gastrocnemius, were done at each time interval. Results showed that HeNe irradiation
markedly reduced the CK activity from 3 h till 7 days whereas GaAs from 12 h till 21 days
p.1. AcPase activity raised dramatically at 12 h p.i., after which there was a decline that was
more accentuated with GaAs. HeNe irradiation induced a gradual increase of AlkPase
activity until 24 h and then declined, whereas GaAs caused a remarkable increase from 12 h
to 24 h, maintaining significant difference in relation to venom unirradiated mice. Saline-
injected mice showed no significant differences in those analyses. We conclude that
locally-applied GaAS low level laser therapy is able to alter the serum content of creatine
kinase used as marker of local muscle tissue injury, and alkaline and acid phosphatases,

used for assessing the systemic response.

Key words: AcPase, AlkPase, Bothrops moojeni snake venom, CK, LLLT, myonecrosis
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1. INTRODUCTION

Envenoming by snakes of the genus Bothrops causes local damage at the site of the bite,
the severity of which depends on the amount of venom that was inoculated, the physical
conditions of the victims and the lasting for and quality of first aid management. Bothrops
species accounts for 90% of the notified accidents in rural and forest areas of Brazil
(Rosenfeld, 1971; Ministério da Saude, 1991; Ribeiro et al., 1991; Ferreira et al., 1992;
Barraviera and Pereira, 1994), therefore epidemiologically the genus is considered of
medical and social importance. The amplitude of effects caused by bothropic snakebite in
humans involves a range of systemic alterations including hemorrhage, renal dysfunction
(Boer-Lima et al., 1999, 2002), coagulopathies and haemodynamic disturbances (Cardoso
et al., 1990), and eventually cardiovascular shock (Cardoso et al., 1993), to which serum
therapy is recommended. The envenoming syndrome causes, in addition, fast-developing
local skin and skeletal muscle tissues damage that are not neutralized by antiophidic serum,
even when administered very precociously. The severe clinical picture of snakebite victims
has gathered biochemists, physiologists, molecular and cellular biologists, immunologists,
pathologists, clinical physicians, among others in a multidisciplinary approach aimed at the
comprehension of the mechanisms involved in the various aspects of snake envenoming. In
this work, the search for alternative tools devoted to treat the local venom-induced damage,
particularly those related to degeneration caused by myotoxins present in the venom are
focused. Since the use of low-power laser irradiation has shown to be effective in several
human affections, or to have positive effects in minimizing noxious effects on experimental
models of snake envenoming (Amaral et al., 2001, Dourado et al., 2003, Nicolau et al.,
2004), we will use HeNe and GaAs laser irradiation to investigate the time course of serum
CK activity, a sarcoplasmic enzyme used as marker of muscle fibers loss of integrity, and
serum AlkPase and AcPase to assess systemic response to local LLLT. LLLT is a
denomination used for lasers whose potency is lower than 1 W (Trelles et al., 1996). In this
sense, the enzymes serum levels were traced at different time intervals, ranging from 3 h to
21 days, after Bothrops moojeni snake venom intra-muscular injection, and correlated with

degenerative (from 3 h to 3 days) and regenerative (from 3 to 21 days) morphological
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characteristics seen by light microscopy. The number of irradiation sessions to which the

muscle was submitted varied in relation to the time interval after i.m. injection.

2. Material and Methods

2.1 Venom

Venom was harvested from Bothrops moojeni snakes (male, adult) captured in Pantanal
region (Mato Grosso do Sul State, Brazil) and kept in the Zoology Lab. of UNIDERP-
Campo Grande, MS. The venom sample was dehydrated, lyophilized and stored at — 4°C.

2.2 Animals

Swiss mice (20-40 g) from the University’s Animal House were used. The animals
were kept in plastic cages with food and water ad libitum in proper environmental
conditions. All procedures with animals were carried out according the Brazilian Council
on Animal Care (COBEA, 1991) guidelines, and have been approved by the University’s

Committee for Animal experimentation.

2.3 Experimental Protocol

Six experimental groups of mice were used: 1) control unirradiated injected with 0.9%
sterile saline solution (0.1 ml/100 g body weight) (S); 2) injected with 0.9% sterile saline
solution and irradiated either with GaAs (SGA), or 3) HeNe laser (SHN); 4) unirradiated
injected with venom (V), 5) injected with venom and irradiated either with HeNe (VHN),
or 6) GaAs laser (VGA) (0.1 ml/100 g body weight for all groups). The time allowed for
sacrifice of the animals was the same for S, SGA, SHN, V, VGA and VHN groups: 3, 12
and 24 h, 3, 7 and 21 days (n = 5 per experimental sub-groups). Venom and saline injection
was intramuscular (i.m.), straight in the belly of the right gastrocnemius muscle, after local

antisepsis and trichotomy. Trichotomy was periodically done along the period of
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irradiation. The venom concentration used was 40 pug/ml (0.4 mg/Kg) diluted at the

moment of use in sterile saline solution.

2.4.1 Laser Helium Neon (HeNe)

Helium-Neon laser (HeNe 1135p series, JDS Uniphase Corp., USA) (wavelenght
632.8 nm, direct emission potency 10 mW, beam diameter end 3 mm (beam area =m > ~ 7
mm? at 1 cm from the source)*, daily surface energy 1.2 J (incident energy density 4 J/cm?
and potency density 0.03 W/cm?) was used applied perpendicularly (90°) to the right
gastrocnemius muscle for 120 s daily (automatically adjusted).

*(2.25 mm” x 3.14 = 7 mm?)

2.4.2 Gallium Arsenide (GaAs) Diode Laser

The low-energy gallium arsenide semiconductor laser (LIVM 904 apparatus model,
KLD Biosistemas, Equip. Eletr. Ltd., Amparo, SP, Brazil) (wavelenght 904 nm, peak
potency 45 W, average potency 35 mW, spot size at 1 cm from the source 0.1641 cm, daily
surface energy 0.04 J (incident energy density 4 J/cm? and potency density 0.2132 W/cm?)
was applied perpendicularly (90°) to the right gastrocnemius muscle for 18.3 s daily

(automatically adjusted).

2.5 L.m. venom injection and laser irradiation

Soon after B. moojeni venom i.m. injection (40 pg/mL) in the right gastrocnemius
muscle of anesthetized mice (with sodium pentobarbital (40-70 mg/ml, i.p.), the first
irradiation session was targeted transcutaneously at the injection site. Animals sacrificed at
3 and 12 h p.i. were given a single irradiation session soon after venom injection, whereas
to animals sacrificed at 24 h p.i. was given a second session 3 hours before sacrifice.
Animals sacrificed at 3, 7 and 21 days p.i. were given 4, 8 and 22 irradiation sessions (daily
therapy always at the same time, 18,3 s for AsGa and 120 s for HeNe), respectively. For

irradiation sessions, the mice were immobilized, and positioned on their side using a
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specially designed device. The right hind limb to be irradiated was extended and rotated
outwards to facilitate a right incidence of the laser beam on the venom-injected area. Only
the saline- and venom-injected mice groups, which were irradiated, were restrained and
immobilized, the unirradiated groups were not (n = 5 per group and time interval).

The incident energy densities (He-Ne: 4 J/cm? and GaAs: 4 J/cm?) were chosen
based on reports describing doses ranging from 1 to 4 J/cm® as more efficacious for
regenerative processes (Mester et al., 1985, Basford 1993, 1995). No other type of therapy,

pharmacological or physical, was given to the animal during the experimental procedures.

2.6 Histopathological studies

At the time intervals scheduled in all experiments, the mice (irradiated and
unirradiated, controls and envenomed) were anesthetized with sodium pentobarbital (40-70
mg/ml, i.p.). After the anesthetic induction, an incision on the antero-lateral surface of the
right hind limb of the animal was made, after which the mice were killed with an overdose
of anesthetics. The gastrocnemius muscle was excised and dissected, from its distal until
proximal tendinous insertion. Samples of the muscle tissue were collected always
maintaining the injection site in the center and 1 — 2 mm of surrounding tissue. Selected
samples were fixed in buffered formalin for 24 h, rinsed, dehydrated in graded ethanol
series, and embedded in paraffin. Cross sections 5 pum thick were stained with hematoxylin-
eosin (HE) for histopathological qualitative analysis. Digital images were captured using a
computer program Image Pro Plus, version 4.1.1.2 for Windows 95/nt/98 1993-2001 Media
Cybernetics, LB.

2.7 Serum Creatine phosphokinase, Alkaline and Acid phosphatase activities

Quantitative determination of CK, AlkPase and AcPase serum activities were done in
control saline unirradiated (S), saline irradiated (SGA, SHN), envenomed-unirradiated (V),
and envenomed irradiated (VGA, VHN) groups (n = 5 mice/group), in order to assess the

effects of B. moojeni snake envenoming and local LLLT efficacy.
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2.7.1 CK activity

Blood samples (1.8 a 2.0 mL) of all experimental groups (n = 5) were collected by cardiac
puncture directly into heparinized tubes at 3, 12 and 24 h, 3, 7 and 21 days. Right after
collection, the blood samples were centrifuged (2,000 rpm/25 min) for serum separation
and colorimetric determination of CK (EC 2.7.3.2) activity using a CK-NAK kit (Wienner
Lab., Rosario, Argentina). The CK value was expressed in units/liter (U/l), with one unit
defined as the amount of enzyme phosphorylation producing one micromole of NADH/min

at 25°C.

2.7.2 AlkPase and AcPase activities

Blood samples (1.8 a 2.0 mL) of all experimental groups (n = 5) were collected by cardiac
puncture directly into heparinized tubes at 3, 12 and 24 h, 3, 7 and 21 days. Right after
collection, the blood samples were centrifuged (2,000 rpm/25 min) for serum separation
and colorimetric determination of alkaline and acid phosphatase activity using a Gold
Analisa-Diagnostica kit (Belo Horizonte/MG — Brasil). The AlkPase and AcPase values

were expressed in units/liter (U/1).

2.8 Statistic analysis

The comparison among the experimental groups at each time interval for each
protocol (CK, AlkPase and AcPase) was analyzed by one-way analysis of variance
(ANOVA) followed by Tukey tests (n = 5). The same tests were used to compare the time
interval variables within each experimental group. The results were reported as the mean +
SD. The statistic analysis was done using the software Sigma Stat, version 2.0. A p value <

0.05 was considered significant.
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3. RESULTS

3.1. Histopathological analysis

V group (unirradiated)

The acute local pathological alterations induced by i.m. injection of B. moojeni
snake venom (3, 12 and 24 h) and the process of recovery that follows (3, 7 and 21 days)
are illustrated in Figures 1, 2 and 3, respectively. The degenerative phase of V group
(envenomed unirradiated) included the appearance of necrotic areas of muscle tissue as
soon as 3 h post-injection (p.i.), the quality and intensity of which was quite the same a 24
h p... It included vascular congestion, hemorrhage, oedema and myolysis (sarcolemma
disruption, compacted tortuous bands of myofibrils, condensation and or loss of
myofilaments) of the affected fibers and an expressive acute afflux of polymorphonuclear
inflammatory cells around the myofibers. The inflammatory infiltration that was prominent
at 3 days p.i., decreased by 7 days, and so decreased the number of necrotic fibers (Fig. 2D
and 3A). From day 3 to 7 p.i., macrophages coexist with neutrophils. At day 21
inflammatory cells are quite absent (Figs. 1A,D, 2A,D and 3A,D). Edema, represented by
interstitial enlargement was more prominent from 12 h to 3 days (Figs. 1D and 2A,D). In
parallel, there was destruction of the microvasculature circumscribed into the necrotic area.
The regenerative phase starting 3 days p.i. was characterized by the appearance of a few
small diameter centered-nucleus myoblasts at the periphery of the lesion (Fig. 2D), which
increased in number and size at 7 days p.i., with some presenting two-central nuclei (Fig.

3A). Atday 21 p.i., the appearance of muscle fibers was quite normal (Fig. 3D).

VGA group

The differences observed in the VGA group in the periods of 3 and 12 h p.i. was
that there was a retard in the afflux of inflammatory polymorphonuclear cells, a decreased
interstitial edema and that besides the pathological state of the myofibers was not so

advanced than in the unirradiated V group (Figs. 1B,E), there was a faster removal of
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damaged cells from the necrotic area (Fig. 2B), and concomitantly a higher number of
regenerating cells in comparison with the V group (Figs. 2E).
VHN group

The irradiation with HeNe laser (4 J/cm®) did not produce improvement neither in
the degenerative (from 3 to 24 h) nor in the regenerative one (from 3 to 7 days). The
extension and quality of damage seemed worse than in V and VGA group (Figs. 1C,F, 2C,F
and 3C). However, at day 21 the muscles irradiated with HeNe laser did not greatly differ
histologically from the ones irradiated with GaAs (compare Fig. 3E with 3F).

Saline group
The muscles that were injected with sterile saline did not show morphological
alterations, neither the irradiation with GaAs or HeNe produced visible effect on tissue

(data not shown).
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Figure 1 — Light micrographs of cross sections (5 pum) of mouse gastrocnemius under
different treatments (groups V, VGA and VHN) and time intervals (3 and 12 h). The B.
moojeni venom concentration used was 40 pg/ml injected intramuscularly (i.m.). 3 hours:
A(V), B(VGA), C(VHN); 12 hours: D(V), E(VGA), F(VHN). Hemorrhage (h); myolysis
(m); vascular congestion (*); inflammatory infiltration (— ) HE, 200 x.
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Figure 2 — Light micrographs of cross sections (5 um) of mouse gastrocnemius under different
treatments (groups V, VHN and VGA) and time intervals (24 hours and 3 days). The B. moojeni
venom concentration used was 40 pg/ml injected intramuscularly (i.m.). 24 hours: A(V), B(VGA),
C(VHN); 3 days: D(V), E(VGA), F(VHN). myolysis (m); inflammatory infiltration ( — );
myoblast ( — ) HE, 200x.
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Figure 3 — Light micrographs of cross sections (5 um) of mouse gastrocnemius under different
treatments (groups V, VHN and VGA) and time intervals (24hours and 3 days). The B. moojeni
venom concentration used was 40 pg/ml injected intramuscularly (i.m.). 24 hours: A(V), B(VGA),
C(VHN); 3 days: D(V), E(VGA), F(VHN). Myoblast ( — ) HE, 200x.




107

3.2 Creatine Kinase (CK) serum levels

Snake venom myotoxic activity is preponderant during the initial phases of
envenoming, and so CK serum levels.
The animals that were injected with saline solution (S group) and those with saline plus a
single session of laser irradiation administered soon after venom injection (SHN and SGA
groups) showed basal levels of CK activity close to zero. In contrast, animals that have
gastrocnemius injected with Bothrops moojeni venom (V group) showed a significant
serum CK activity that attained its major level from 3 to 24 h p.i. (460 U/1), after which it
dropped to half at day 3, then decreased little until the day 7, and eventually fell down to
less than 100 U/ at day 21.
The effect of laser therapy differed between HeNe and GaAs (Fig. 4). Comparison of mice
sacrificed 3 and 12 after i.m. injection of venom and submitted to a single irradiation
revealed that HeNe prevented better CK release than GaAs in the first 3 h (40% reduction
against 8.9% by GaAs). However, whereas VHN mice had CK activity stable in ~270 U/l
until day 7, after which it achieved its lowest score (50 U/l) at day 21, a progressive
decrease occurred in VGA mice, which exhibited 56% decrease from 12 to 24 h, followed
by 40% decrease until day 3, which was maintained until day 7, and eventually achieving
the control levels at 21 days (considering that there was 2, 4, 8 and 22 irradiation sessions
on animals sacrificed at 24 h, 3, 7 and 21 days).
Altogether, GaAs laser irradiation showed higher efficiency in reducing serum CK levels in
comparison with HeNe. The results showed significant differences between VHN and

VGA, and irradiated and unirradiated mice (p < 0.05) (Fig. 4).
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Figure 4 — CK serum concentration of B. moojeni venom (40 pg/ml ) i.m. injection in the gastrocnemius of mice
(group V) in comparison with animals injected with venom plus irradiation with HeNe laser (VHN group) or GaAs
laser (group VGA), or with animals injected with 0.9% saline solution (group S) and its respective irradiated groups

(SHN and SGA). Each column is the mean £+ S.D. of n = 5 experiments. CK concentration is significantly different
among V, VHN, VGA and Saline groups. ANOVA (p =0.001) followed by Tukey’s Test (p < 0.05).

3.3 Alkaline phosphatase serum levels

The serum AlkPase levels of saline injected mice was 75 U/l" at 3 h, then raised to ~90% at
12 h, and remained unchanged until day 21. Irradiating locally the gastrocnemius soon after
injection with HeNe laser (SHN group), decreased significantly the enzyme activity below
60 U/l at 3 h, and this value persisted practically unchanged until day 21. Saline group
treated with GaAs (SGA) laser followed the same curve as for unirradiated saline, except
after 8 and 22 irradiation sessions (i.e., at 7 and 21 days), when there was a significant
increase of enzyme activity. The results showed that GaAs laser irradiation in non-

envenomed mice more likely maintained physiological enzyme activity unaltered (normal
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3.4 Acid phosphatase serum levels

There were no significant differences in AcPase activity among S, SHN and SGA
groups. However, in venom unirradiated group (V), the activity of the enzyme increased
dramatically in the first 12 h and stayed high until day 21 (Figure 6), (F test; p <0.05).
He-Ne laser irradiation of venom injected muscle caused decrease of AcPase activity from
24 h onwards, without though to achieve the ground level of the S group (p <0.05). The
irradiation of the animals with GaAs laser likely decreased enzyme activity, but only after
day 7 a significant decrease in relation to HeNe laser was apparent (p < 0.05). As a rule,
treatment with both laser types tended to restore the activity of the enzyme, being GaAs
more efficacious. As shown by analysis of variance in a factorial scheme: 6 treatments X 6
time intervals), AcPase activity varied in accordance with the type of treatment and time

interval (F test; p <0.05) (Fig. 6).

6 — ms ov
SGA VGA
® SHN O VHN

g 7
2
[0} 4
»n
S
2
S 3 7
»
o e
=
o 2
S
3}
< 1 4

0_

I 1 1 1 1 1
3 12 24 3 7 21
Hours Days
Time

Figure 6 — Acid phosphatase serum concentration of B. moojeni venom (40 pg/ml ) i.m. injection in the gastrocnemius of
mice (group V) in comparison with animals injected with venom plus irradiation with HeNe laser (VHN group) or GaAs
laser (group VGA), or with animals injected with 0.9% saline solution (group S) and its respective irradiated groups (SHN
and SGA). Each column is the mean + S.D. of n = 5 experiments. Analysis of variance (ANOVA) (p=0.001) followed by
Tukey’s Test (p < 0.05) indicated significant difference among V,VGA,VHN and the respective saline controls.
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4. DISCUSSION

Bothropic venoms cause a complex envenoming picture involving toxicological,
inflammatory and necrotic processes that can be both local and systemic. Usually, the soft
tissues of the victim limbs are the main targets of snakebites. Serum therapy is ineffective
against the venom local effects. In the present study, the use of low level laser therapy was
evaluated in its ability to counteract snake venom local effects and the systemic effects that
follow. The time-course of the skeletal muscle degenerative and regenerative processes was
investigated in relation to CK serum levels and histopathological analysis, whereas, the
systemic response was evaluated by measurements of alkaline and acid phosphatases serum
levels.

The main finding of this study was that B. moojeni venom injected intramuscularly in an
animal model induces a rapid elevation of serum creatine kinase, alkaline phosphatase and
acid phospatase activities, which courses with necrosis of the muscle at the site of injection,
and that photostimulation through LLLT was able to alter the activity of these biochemical
markers, as well as accelerate the appearance of regenerating fibers. Our findings in
unirradiated venom-injected mice showed that serum CK and alkaline phosphatase
activities were still very high at 24 h p.i., decreased gradually from 3 days onwards, but
acid phosphatase activity persisted elevated until the end of the experimental period of
observation (21 days). These findings are consistent with previous experiments reporting
the unbalance of serum proteins caused by snake venoms (Chavez et al., 1989, Sahu et al.,
1989, Assi et al., 1999, Mukherje et al., 2000, de Souza-e-Silva et al., 2003, Kiran et al.,
2004, Mirajkar et al., 2005). We also find that low level laser therapy, with either HeNe or
GaAs lasers applied at the site of gastrocnemius where snake venom was injected, caused a
marked decrease of CK activity, being the latter apparently more efficacious than the
former. Serial measurements from 3 h to 21 days of serum CK, alkaline phosphatase and
acid phosphatase in animals submitted to increasing number of laser irradiations (once a
day) showed fluctuation in the laser action. For example, regarding alkaline phosphatase,
GaAs laser decreased its activity until 12 h after envenoming, thereafter continuation of

irradiations promoted a marked rise of the enzyme activity. AlkPase is an enzyme found
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practically in every body tissue, but mostly in cell membrane of renal tubules, osteoblasts,
small intestine, and liver (Kiran et al., 2004). In clinical practice, serum levels of this
enzyme are useful in investigation of hepatobiliary obstruction and highly osteoclastic
activity common to several bone diseases (Muzylak et al., 2002). High levels of alkaline
phosphatase synthesis by biliary canaliculi and further release levels are the response to
injuries inflicted to the excretory biliary tracts (Kruse; Kracht, 1985; Polo Sabau et al.,
2005). Hepatic damage in patients envenomed by Viperid snakes has been reported by
Barraviera et al. (1995) who attributed the venom effect to at least two possible
mechanisms: on liver mitochondria and/or through cytokine effects, specially interleukin-6
on hepatocyte physiology.

Bothropic venoms are well-known to interfere with haemostasis and this is now known
basically due either to toxins activating/inhibiting clotting factors, having effects on blood
vessels or interfering with platelet function (Kamiguti et al., 1991; Kamiguti 2005). Liver
has essential role in producing fibrinogen, and thrombin, both key-elements of haemostasis.
Another point that is worth mention is that the intensity of the benefits given by the two
lasers used varied along the experimental time intervals. Since laser dosage is cumulative
(Abergel et al., 1986), and that higher energy densities are unsuccessful for biological
processes (Kana et al., 1981, Karu, 1989), animals that were sacrificed 3, 12, and 24 h p.i.
received 4, 4, 8 J/cm'z, respectively, whereas animals sacrificed 3, 7 and 21 days p.i.
received 16, 24 and 88 J/cm™, respectively, of irradiation dose, what would explain
fluctuations along the experimental period.

The mechanisms proposed for LLLT effects has been explained by the action of low-
intensity visible light on a range of cell events, in which it was demonstrated that light
quantum is a pre-requisite for triggering the regulation of cellular metabolism (Karu, 1989).
Recent studies have given evidences that improving cell metabolism by irradiation with
monochromatic light stimulates microcirculation, neovascularization, and collagen
synthesis by fibroblasts (Saperia et al., 1986, Pereira et al., 2002), increases mitochondrial
respiration and ATP synthesis (Morimoto et al., 1994; Yu et al., 1997, Schefer et al., 2002),
regenerates skeletal muscle fibers (Weiss and Oron, 1992, Bibikova and Oron, 1993),

benefits the treatment of infarction (Ad and Oron, 2001), enhances production of vascular
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growth factor and growth of endothelial cells in vitro (Kipshidze et al., 2001), contributes
to repair injured spinal cord nerves (Rockind et al., 2001, Snyder et al., 2002), reverses the
toxic effects of chemicals (Karu et al., 2001, Woung-Ripley et al., 2001, Eells et al., 2003),
causes proliferation of primary culture of satellite cells and myogenic cell lines (Schefer et
al., 2002), and promotes pain relief (Nes and Posso, 2005).

Despite HeNe laser treatment has shown better performance in some time intervals of the
experiments, as a whole GaAs apparently was more efficient in optimizing the parameters
used to assess laser effects during the degenerative stage (from 3 h to 3 days), and
regenerative stage (from 3 to 21 days). HeNe laser is characterized by emission in the
visible of the electromagnetic spectrum, however at this region laser radiation has low
capacity of penetration in the biological tissues. On the other hand, the semiconductor
diode laser GaAs operates in the infrared, therefore the penetration power of this type of
laser is better than HeNe (Bourgelaise, 1983; Fuller, 1983). Recent studies devoted to
investigate the cellular mechanisms of photobiomodulation have shown that LLLT triggers
a chain of molecular and cellular events, which involves gene expression and/or regulation,
ATP synthesis and de novo synthesis of proteins (Alexandratou et al., 2002, Shefer et al.,
2002, 2003, Zhang et al., 2003, Karu, 2004), what explain the broad spectrum of low laser
effects at different biological systems and its involvement in different pathophysiolocal
conditions.

In this work, the attenuation of muscle cells damage seen by histological analysis, and the
decline of CK activity in the first 3 to 7 critical days after envenoming, suggests that
photostimulation triggers protective mechanisms in the cells that counteracts the toxic
effects caused by the venom. The fact that HeNe laser had a stronger protective effect at 3 h
p.i. than GaAs raises the possibility that phototherapy at early stages more likely should use
laser working in the visible, and then change to a more powerful, such as GaAs working in
the infrared. The cellular mechanisms involved in the acute phase of a snake envenoming is
certainly different from those of more advanced phases, so it is worth thinking that
differences may exist in the response of tissue to photostimulation. Adoption of lasers with
different characteristics to be used in combination for therapy is an interesting point to be

investigated.
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Another interesting point is that despite locally applied (at the site of venom injection in the
gastrocnemius) irradiation was able to change systemic parameters. Differently from CK, a
sarcoplasmic enzyme that is released to the blood after muscle cell injury (here probably
caused by the myolytic activity of the PLA, from B. moojeni venom), and so a good marker
of muscle lesion (Gutiérrez and Lomonte, 1989, Moura-da-Silva et al., 1991b, Oshima-
Franco et al., 2000), AlkPase and AcPase are enzymes monitored to assess the clinical
conditions of patients. Whereas AlkPase is considered an important marker to access
hepatic obstructive processes, increased levels of AcPase are found in blood pathologies
involving destruction of erythrocytes and platelets, leukemia and in metabolic diseases.
Venom-injected animals showed an increased level of AlkPase in the plasma, the maximum
reached at 24 p.i., which is coincident with high level of circulating venom, before being
excreted. HeNe irradiation promoted a slight decrease of the enzyme at this time interval.
GaAs showed protective effect with one single irradiation session, i.e., soon after venom
administration. Successive irradiations, once a day, affected negatively the levels of the
enzyme in the plasma, causing a dramatic rise. AcPase was greatly elevated all along the
period of observation (until day 21) after venom injection, and the irradiation with the two
types of laser decreased significantly the serum rate of the enzyme by 12 h (GaAs) and 24 h
(HeNe) p.1., with GaAs being more efficient than HeNe.

In conclusion, our results suggest that LLLT can be a promising, non-invasive tool to be
used as adjuvant of serumtherapy for counteracting the local and systemic effects of
envenoming by Bothrops snakes. The mechanism behind this action is a relevant matter to

pursue.
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ABSTRACT
Snake venoms contain numerous toxic substances which affect a wide range of biological

functions including disturbs of coagulation, platelet aggregation, and severe myonecrosis in
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the victims. At the snakebite site the severity of damage is not prevented by serumtherapy
and disabilities of the affected member can be permanent. In this work, we investigate the
action of low power laser irradiation to minimizing the myotoxic acute effects of Bothrops
moojeni venom in the gastrocnemius of mice, as well as to enhance the regeneration of the
affected area. Mice gastrocnemius was injected (i.m.) with 40 pg/ml (0.4 mg/Kg body
weight) of venom (n = 90) or 0.9% sterile saline solution (0.1 ml/100 g body weight) (n =
30). From venom group, 30 were unirradiated (V group), 30 were irradiated with HeNe
laser (VHN group) and 30 were irradiated with GaAs laser (VGA group). Anesthetized
animals were sacrificed at 3, 12 and 24 h, 3, 7 and 21 days post injection (p.i.), with one,
one, two, four, eight and 22 irradiation sessions given to each period of time, respectively
(n = 5/period). Saline group (S) was unirradiated. After sacrifice, the muscles were
dissected, processed and immunohistochemistry for Flt-1 receptor (VEGF-R1) was
performed on paraffin cross sections. Counting of labeled capillaries was done for
evaluating angiogenesis. The results show that the venom decreased the mean number of
capillaries in the affected area, and that laser irradiation increased their number. The laser
irradiation had no significant effect in minimizing venom effects in the first 12 h p.i.
(degenerative stage). HeNe laser irradiation was more effective to increase
neovascularization than GaAs, however the number of myotubes was higher at 7 and 21
days p.i. in the VGA group, as was better the cytoarchitecture of the tissue. VEGF was
expressed in neutrophylic cells of VHN and V groups, but GaAs irradiation depressed its
expression. VEGF was also expressed in macrophages, tenocytes, satellite cells and in
normal and envenomed muscle fibers, and in regenerating muscle fibers besides being
positive for capillaries. We conclude that the photostimulation promoted by low power
laser irradiation promisingly can be used to enhance recovery of snake venom affected
muscle.

Key words: Angiogenesis, gastrocnemius, HeNe and GaAs laser irradiation,

immunohistochemistry, snake venom.
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1.Introduction

Snakebites caused by viperid snakes of the genus Bothrops produce in the victim severe
local toxic effects which are multifactorial in origin, resulting from the various toxic
components of the venom. The local envenoming picture includes skin and muscle
necrosis, hemorrhage, intense inflammatory response associated with edema, pain and
systemic alterations (Gutiérrez and Lomonte, 1989; 1995; Ownby, 1990). The envenoming
syndrome results both from a direct action of toxic components contained in the venom, as
well as participation of endogenous mediators produced by the organism (Moura-da-Silva
et al., 1996; Rucavado et al., 2002).

The bothropic venom in general contains over 20 components, from which 90% of the dry
weight is protein, including toxic (enzymes and non-enzymes) and non-toxic proteins
(Bieber, 1979; Bjarnason and Fox, 1994). Specifically, the venom of B. moojeni contains
enzymes, such as L-aminoacid oxidases, alkaline phosphatase, phosphodiesterases,
phospholipases, hialuronidases, 5’-nucleotidases, peptidases, and (metallo)proteases
(Assakura et al., 1985; Aird and Da Silva, 1991; Furtado et al., 1991; Ferreira et al., 1992a;
Leite et al, 1992; Gasparello-Clemente and Silveira, 2002), as well as inhibitor of
thrombin, among others (Castro et al., 1999), working synergistically or antagonically.
From those, some act on blood coagulation and platelet aggregation, and/or are
hemorrhagic, edematogenic, myotoxic, and nephrotoxic, altogether accounting for the
necrotizing, sometimes lethal effect of the whole venom (Zingali er al., 1988; Furtado et
al., 1991; Ferreira et al., 1992; Leite et al., 1992; Sanchez et al., 1992; Francischetti et al.,
1998; Ruiz De Torrent et al., 1999; Boer-Lima et al., 1999, 2002; De Roodt et al., 2000).
The venom of Viperine and crotaline snakes, to which belongs Bothrops genus, contain one
or more hemorrhagins, which are zinc-containing metalloproteases targeting extracellular
matrix’s proteins, including those of the basement membrane underlying capillary
endothelium therefore degrading them (Bjarnason and Fox, 1994; Kamiguti et al., 1998;
Hati et al., 1999; Escalante et al., 2000). The hemorrhagic activity of metalloproteases is
associated with a proteolytic activity afforded by the divalent cation (Zn"), since its

removal abolishes both the hemorrhagic and proteolytic effects of the enzymes (Bjarnason
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and Tu, 1978; Bjarnason and Fox, 1994). From the venom of B. moojeni, it was isolated a
metalloprotease named moojeni protease a, which is distinct from the coagulating fractions
and represents 1% of the whole venom (Gutiérrez and Rucavado, 2000; Rodrigues et al.,
2001).

The failure of the microvasculature at the local of snakebite caused by hemorrhagins in
combination with the effects of myotoxins that destroy skeletal muscle fibers (Queiroz et
al., 1984; Moura-da-Silva et al., 1991; Gutiérrez et al., 1995; Rucavado et al., 2002),
induces rupture of vascular endothelium and blood cells extravasation by diapedesis or per
rhexis (Ownby and Geren, 1987; Cruz-Hofling et al., 1992), which in conjunction with the
inflammatory tissue reaction (Moura-da-Silva et al., 1996), contribute to the severity of
local toxicity fomented greatly by tissue anoxia and delayed muscle reperfusion. In periods
that follow the envenoming, a profound muscular atrophy occurs (Queiroz et al., 1984;
Jorge et al., 1999), which can result in permanent disability caused by impaired muscular
regeneration. Some hypotheses can be launched to explain the muscle atrophy and the poor
regeneration that follows, such as destruction of the tissue architecture making difficult or
even preventing migration of repairing satellite cells, microvasculature destruction resulting
in poor tissue oxygenation and nutrition (Queiroz et al., 1984), and presence of neurotoxic
components in the venom compromising muscle innervation (Gopalakrishnakone et al.,
1984; Queiroz et al., 2002).

Antivenom therapy broadly used to counteract the systemic effects of venomous
snakebites has shown to be innocuous to prevent the fast developing local destruction of
skin and muscle tissues. The search for an efficient first aid management to minimize the
severity of local effects is of great relevance.

Low level laser therapy has been used successfully in several clinical conditions, as
for healing recalcitrant skin wounds, or dermal and muscle angiogenesis (Bibikova and
Oron, 1995; Schindl et al., 1999), tendon healing (Enwemeka, 1992; Reddy et al., 1998),
post-fracture bone regeneration (Trelles and Mayayo, 1987; Saito and Shimizu, 1997), post-
injury skeletal muscle regeneration (Weiss and Oron, 1992), and crushed sciatic nerve
recovery (Rochkind et al., 2001). The widespread range of action of low power laser

irradiation has been associated to its capacity of trigger molecular mechanisms inherent to
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every cellular event. Low level laser therapy increases ATP production (Karu et al, 1995,
Morimoto et al., 1994; Yu et al., 1997; Schefer et al., 2002), mitotic activity (Colls, 1984;
Herrero, 1988; Silva et al, 1998; Vecoso, 1993), and synthesis of proteins (Greco et al,
1989; Passarela et al, 1988), all of these essential for tissue regeneration and processes of
tissue repair.

An aspect of primordial importance in the process of repair is the recovery of
microvasculature in damaged tissues to provide nutrition and conditions for increasing cells
mitotic rate, or cell proliferation aimed to restore the physiological conditions. Laser
irradiation was shown to enhance production of vascular growth factor and growth of
endothelial cells in vitro (Kipshidze et al., 2001; Salate et al., 2004).

Common available treatment used after snake envenoming has been ineffective to
counteract the toxicity of components of the venom at the site of snakebite. So, it is worth
evaluating therapies proved to offer good results in clinical conditions that were also found
in snake envenoming local syndrome.

The purpose of this study was to evaluate the action of two types of low power
lasers (HeNe and GaAs diode) in neoformation of blood vessels in the mouse
gastrocnemius that was injected with the whole venom of B. moojeni. The expression of

VEGF and the number of capillaries were evaluated.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1 Venom

Venom was harvested from Bothrops moojeni snakes captured in Pantanal region (Mato
Grosso do Sul State, Brazil) and kept in the Zoology Lab. of UNIDERP-Campo Grande,
MS. The venom sample was dehydrated, lyophilized and stored at — 4°C.

2.2 Animals

In this work 120 Swiss mice (20-40 g) from the University’s Animal House were

used. The animals were kept in plastic cages with food and water ad libitum in proper
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environmental conditions. All procedures with animals were carried out according the

Brazilian Council on Animal Care (COBEA, 1991) guidelines.

2.3 Experimental Protocol

Six experimental groups of mice were used: 1) control unirradiated injected with
0.9% sterile saline solution (0.1 ml/100 g body weight) (S); 2) injected with 0.9% sterile
saline solution and irradiated either with GaAs (SGA), or 3) HeNe laser (SHN); 4)
unirradiated injected with venom (V), 5) injected with venom and irradiated either with
HeNe (VHN), or 6) GaAs laser (VGA) (0.1 ml/100 g body weight for all groups). The time
allowed for sacrifice of the animals was the same for S, SGA, SHN, V, VGA and VHN
groups: 3, 12 and 24 h, 3, 7 and 21 days (n = 5 per experimental sub-groups). Venom and
saline injection was intramuscular (i.m.), straight in the belly of the right gastrocnemius
muscle, after local antisepsis and trichotomy. Trichotomy was periodically done along the
period of irradiation. The venom concentration used was 40 pg/ml (0.4 mg/Kg) diluted at

the moment of use in sterile saline solution.

2.4.1 Laser Helium Neon (HeNe)

Helium-Neon laser (HeNe 1135p series, JDS Uniphase Corp., USA) (wavelenght
632.8 nm, direct emission potency 10 mW, beam diameter end 3 mm (beam area = 7 r* at 1
cm from the source, i.e. ~ 7 mm?), daily surface energy 1.2 J (incident energy density 4
J/em? and potency density 0.03 W/cm?) was used applied perpendicularly (90°) to the right

gastrocnemius muscle for 120 s daily (automatically adjusted).
2.4.2 Gallium Arsenide (GaAs) Diode Laser
The low-energy gallium arsenide semiconductor laser (LIVM 904 apparatus model,

KLD Biosistemas, Equip. Eletr. Ltd., Amparo, SP, Brazil) (wavelenght 904 nm, peak

potency 45 W, average potency 35 mW, spot size at 1 cm from the source 0.1641cm?, daily
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surface energy 0.04 J (incident energy density 4 J/cm? and potency density 0.2132 W/cm?)
was applied perpendicularly (90°) to the right gastrocnemius muscle for 18.3 s daily
(automatically adjusted).

2.5 I.m. venom injection and laser irradiation

Soon after B. moojeni venom i.m. injection (40 pg/mL) in the right gastrocnemius
muscle of anesthetized mice sodium pentobarbital (40-70 mg/ml, i.p.), the first irradiation
session was targeted transcutaneously at the injection site. Animals sacrificed at 3 and 12 h
p.i. were given a single irradiation session soon after venom injection, whereas to animals
sacrificed at 24 h p.i. was given a second session 3 h before sacrifice. Animals sacrificed at
3, 7 and 21 days p.i. were given 4, 8 and 22 irradiation sessions (daily therapy always at the
same time), respectively. For irradiation sessions, the mice were immobilized, and
positioned on their side using a specially designed device. The right hind limb to be
irradiated was extended and rotated outwards to facilitate a right incidence of the laser
beam on the venom-injected area. Only the saline- and venom-injected mice groups which
were irradiated were restrained and immobilized, the unirradiated groups were not (n = 5
per group and time interval).

The incident energy densities (He-Ne: 4 J/cm? and GaAs: 4 J/cm?) were chosen
based on reports describing doses ranging from 1 to 4 J/em® as more efficacious for
regenerative processes (Mester 1985, Basford 1993, 1995). No other type of therapy,

pharmacological or physical, was given to the animal during the experimental procedures.

2.6 Immunohistochemistry

The evaluation of the expression of the Flt-1 membrane receptor, a membrane
receptor found in endothelial cells and high affinity for the vascular endothelial growth
factor (VEGF-R1), was done through immunohistochemistry. Animals from all
experimental groups were anesthetized with sodium pentobarbital (40-70 mg/ml, i.p.). After

dissection from distal to its proximal tendinous insertion gastrocnemius was fixed in 4%
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paraformaldehyde and embedded in paraffin. For histochemical analysis, cross sections
from each sample (5 um) were deparaffinized with xylene, dehydrated in ethanol series,
washed in phosphate buffered saline (PBS) before reaction. After the sections were
immersed in sodium citrate buffer (0.01 M, pH 6.0) and incubated in microwave (high
potency) oven for 3 cycles of 3 min each (Gown; Wever; Battifora, 1993). Endogenous
peroxidase was blocked by incubation for 30 min in TBS containing 3% hydrogen peroxide
at room temperature (RT). Non-specific binding was blocked by incubation with 1%
BSA/TBS for 60 min at RT. After, sections were incubated with primary antibody rabbit
Anti-FIt (1:100) overnight at 4°C. After a brief washing, amplification of the primary
antibody signal reaction was achieved by incubating sections with biotinylated goat anti-
rabbit secondary antibody for 60 min at RT. After a brief rinsing in avidin-biotin-HRP
conjugate for 45 min at RT. All antibodies were purchased from Santa Cruz Biotechnology
Inc, Santa Cruz, CA. After washing the reaction was revealed by the substrate 3,3-
diaminobenzidine (DAB, Sigma) in a solution containing 2.25 ml TBS, 250 ul DAB plus 5
pul 30% H,0,. The slides were rinsed in running water, counterstained with Harris’s
Hematoxylin for 45 s, differentiated in lithium carbonate saturated aqueous solution,
washed in distilled water, dehydrated through ethanol series, cleared in xylene and finally
mounted with Entelan (Merck). Negative controls were made excluding the primary
antibody, i.e., using only 1% BSA in TBS. The immunohistochemical samples were
analysed and digital images were captured using a computer program Image Pro Plus,

version 4.1.1.2 for Windows 95/nt/98 1993-2001 Media Cybernetics, LB.

2.7 Morphometry

The immunolabeling of areas undergoing angiogenesis trough the expression of the
receptor for VEGF (Flt-1; VEGFR-1), enables the quantification of capillaries formation in
the various experimental groups (n = 5 per group and time interval). Five fields chosen
from five sections of each muscle sample from each animal were counted (25 fields/rat and
125 fields/treatment, i.e., 125 fields at each of the six time intervals of the S, V, VGA and

VHN experimental groups). In all groups the counting of blood vessels always elected a
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"Hot Spot" region that comprises the tissue field with higher density of vessels around the
lesioned area. An Axiolab light microscope (Zeiss, objective 40 x) coupled to a video
camera Sanyo Digital Active BLC connected to a video plaque equipped Pentium III 700

MHz was used for capturing the images.

2.8 Statistical Analysis

The comparison among the various experimental groups within each time interval
regarding the mean number of immunolabeled vessels was done by one way analysis of
variance (ANOVA), followed by Tukey test. Same procedure was used for comparison of
the number of blood vessels among the different time intervals (3, 12 and 24 h, 3, 7 and 21
days) in a given experimental group (Shott, 1990). The data were analyzed using the

software SigmaStat, version 2.0, with a p value of 0.05 considered significant.

3. RESULTS

Number of capillaries

The counting of capillaries indicates that there was a significant reduction of their mean
number in the region of gastrocnemius where the venom of B. moojeni was injected (Figs. 1
and 2). When a single irradiation is applied soon after venom injection any improvement
was detected in relation to blood vessels neoformation (animals from VGA and VHN
sacrificed at 3 and 12 h p.i.). However, two irradiation sessions caused a significant
increase in the mean number of blood vessels of mice that had been injected with snake
venom, being the action on vessel neoformation significantly higher with HeNe than with
GaAs diode laser (p < 0.001). Three days p.i., the mean number of capillaries of the V
group (unirradiated injected with venom) was lower than in saline group, and did not show
difference in relation to 24 h p.i. This figure persisted practically unchanged until the end of
observations at day 21 (Table 1, Figs. 1 and 2). However, the LLLT in which four
irradiation sessions (HeNe: 4 J/cm? and GaAs: 4 J/cm? with a daily exposure of 120 s and

18.3 s, respectively) were administered transcutaneously at the site of injection induced a
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marked increase of newly-formed capillaries (p < 0.001). The efficacy of HeNe persisted
over GaAs in the longer periods.

Seven and 21 days p.i. (8 and 22 irradiation sessions, respectively), did not change
significantly the number of capillaries that had been counted at day 3 p.i., maintaining
though the significant rise in relation to the venom unirradiated animals. A significant
superior efficacy was obtained with HeNe laser in comparison to GaAs laser (p < 0.001)

(Table 1, Figs. 1 and 2).

VEGF expression

S group: The expression of angiogenic factors by immunolabeling using specific antibodies
in saline-injected (S group) gastrocnemius was relatively scarce. It was more expressed at 3
h (a single laser session) than in later periods in which the number of irradiation sessions
was daily, therefore as much as the days after saline injection. At 3 h, labeling of VEGF,
although unconspicuous, was seen in nerves, in the three layers of small blood vessels,
endothelial, muscle and connective cells, in tenocytes, and in skeletal muscle cells. The
expression of VEGF decreased gradually with irradiation. At 3 days, VEGF expression was

seen in some muscle and tenocytes nuclei (Fig. 1A-C).

V group vs VGA or VHN groups (unirradiated vs irradiated)

3 h - Among the neutrophilic inflammatory cells that migrate to region of the muscle that
was injected with B. moojeni venom part of them exhibited VEGF activity (Fig. 2A). This
activity was markedly enhanced by irradiation with HeNe (Fig. 2B). The nucleus of
satellite-like cells was also VEGF-positive (Fig. 2C). Muscle cells cytoplasm was positive
in V group (Fig. 2A), however the labeling was in general stronger in VHN group (Fig.
2C). The expression was uneven, i.e. there were muscle cells unlabeled, also the labeling
preferentially occurred in small oxidative type-I-like cells (Fig. 2C). Inflammatory
neutrophilic cells are either VEGF positive or negative with GaAs (Fig. 2D).

12 h - Muscle cells cytoplasm was positive only in the V group, but there were negative
fibers for VEGF (Fig. 3A). The inflammatory infiltrate is larger at 12 h p.i., but neutrophils

are in general VEGF-negatives, however in VHN groups precocious migratory
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macrophages, whose nuclei were labeled with VEGF were seen (Figs. 3B,C). Endothelial
cells (EC) and their nuclei were positive with HeNe and VGA (Fig. 3C,B).

24 h - The extension of inflammatory infiltrate was higher at this time interval, however
whereas the inflammatory cells were strongly VEGF positive in VHN (Fig. 3B), they were
discontinuously positive in V group, and practically negative in VGA (Fig. 3D). Muscle
cells positive for VEGF was quite common on VHN group and in V group (Figs. 3A,B),
whereas it was absent in VGA group (Fig. 3D). Microvasculature was less labeled in VGA
group than in VHN and capillaries from tendons presented great number of granules
intensely positive for VEGF (Fig. 3C). The V and VGA groups did not exhibit such feature.
3 d - The more prominent characteristic of this period refers to the appearance of
regenerating VEGF-unlabeled myotubes, which were more abundant in gastrocnemius
irradiated with GaAs (Figs. 4A,B,D). In this group, miotubes were well developed and
higher in number than in the V and VHN groups. The regions of regeneration was
permeated with labeled newly-formed blood vessels (Fig. 4A,C,D). Inflammatory cells
although less labeled at this period in all of the three groups, exhibited stronger labeling in
VHN in comparison to V and VGA. Degenerating cells show an amorphous degraded
material in their interstices that was VEGF positive (Fig. 4B0.

7 d - V unirradiated group showed great number of regenerating cells, however VEGF
expression was negative, unless for a weak positivity observed in nerves (Fig. 5A). VGA
maintained the better development of regenerating cells in relation to VHN group, with
numerous miotubes percolating the regenerating tissue region, which by their turn
presented neoformed positive capillaries among the regenerating fibers (Figs. SB-D). An
interesting characteristic of VHN group was the presence of VEGF-reactive satellite-like
cells around the regenerating fibers (Fig. 5C). Fibroblastic VEGF-positives cells were
numerous in the adventitial layer of arterial vessels in VHN group (Fig. 5B). Both lasers
also induced VEGF expression in tenocytes, in smooth muscle and adventitia layers of
blood vessels, in neuromuscular spindle and in intramuscular nerve fascicle in the periods
from 7 to 21 days p.i..

21 d — Venom unirradiated animals presented a high population of regenerating muscle

cells, and the labeling is most localized in tendon cells (Fig. 6A). Some VHN miotubes
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expressed VEGF in their nuclei and cytoplasm (Figs. 6B,C), whereas none VGA’s did (Fig.
6D). VHN miotubes were poorer developed than VGA myotubes whose diameter was

larger and striation was well-organized (Figs. 6C,D).

Saline Solution

‘_ . ] Wﬁf o . P 3daYF
Figura 1 Light micrographs of saline injected muscle: VEGF expression in mouse gastrocnemius.
A,B,C —3 h p.i. Note that VEGF is expressed in smooth muscle cells of arterial blood vessel (v) and
endothelial, in nerves (n), in nuclei and cytoplasm of skeletal cells (m), tenocytes (t) at 3 h p.i. D- 3
days p.i. VEGF is mostly negative in these structures. A,B,D, 200x and C, 600x.
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3 hours

Figure 2 Ligth micrographs of gastrocnemius muscle injected with B. moojeni venom (40 pg/mL)
and irradiated with HeNe or GaAs. Immunohistochemistry for VEGF: note VEGF expression in
some neutrophils in V, and in all neutrophils in VHN group (arrows). Note also labeling in nerves
(n), neuromuscular spindle (s), blood vessels (v), satellite-like cells (arrowheads) and endothelial
cells (short arrows). Observe that some muscle cells are less labeled (*). A,B,C 600x and D 200x.
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12 hours

Figure 3 Cross-sections of unirradiated (A) and irradiated (B-D) gastrocnemius. Expression of VEGF is seen
in satellite-like cells (arrowheads) in V group, in “precocious migratory macrophages” (m), in capillaries
(arrows), in tenocytes (t) in VHN and VGA groups. Neutrophils are mainly VEGF negatives.(A,B) 600x and
(C,D) 200x.
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Figure 4 Immunohistochemistry of VEGF in gastrocnemius: note that neutrophils are strongly
VEGF positives in V and VHN group (arrows) but is negative in VGA. Also, V and VHN show
skeletal fibers expressing VEGF (m), but VGA is negative, although capillary endothelium is
positive, whereas venule endothelium is negative. In C endothelial cells of tendon capillaries are
also VEGF positive (*). A, 200x and B,C,D 600x.
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Figure 5 Immunolabeling of VEGF in mouse gastrocnemius. See areas of regeneration in
unirradiated V group (A): Inflamatory cells are mostly unlabeled, but capillaries are strongly
positives for VEGF. Irradiation with HeNe induces strong VEGF expression in the inflammatory
cells and in the degenerating cells (d), seen in panel B. In C, it was shown a regenerative area (r) in
the center of a population of myonecrotic fibers. Neoformation of capillaries are in progress. In D,
regenerating muscle cells cluster (myoblasts) invaded by neoformed blood capillaries (arrows). A,C
200x and B,D 600x.
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Figure 6 A) V group — note the well developed regenerative area showing numerous cross sectional
myotubes: VEGF is absent; B) arterial wall showing positive smooth muscle cells and fibroblast of
adventitia; C) regenerating cross sectional myotubes involved by VEGF positive satellite-like cells;
D) VGA group: the labeling is seen in capillary endothelium (but some are negative for VEGF).A,D
200x and B,C 600x.
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Figure 7 Ligth micrographs of gastrocnemius immunostained for VEGF. A) Cross-section of well
developed regenerating muscle fibers. In the center a tendon (T) where VEGF positive cells are
seen; B and C show longitudinal section of miotubes, whose nuclei and capillary net work show

VEGF expression; D — In comparison, myotubes of VGA group are well developed than those of
VHN group. A, 200x and B,C,D 600x.
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Figure 1: Mean = S.E. (standard deviation) of the number of capillaries (n = 125) counted in cross-
sectioned gastrocnemius of mice in four experimental groups at different time intervals: S — 0.9%
Saline injection (i.m.); V. — 40 pug/mL of B. moojeni venom i.m. injection; VGA — mice injected
with venom and irradiated with GaAs laser incident energy of 4 J/cm? and daily exposure of 18.3 s
each); VHN — injected with venom and irradiated with HeNe laser (4 J/cm? and daily exposure of
120 s each).

4. Discussion

The immunohistochemical results showed that LLLT either enhances (HeNe) or inhibits
(GaAs) the expression of vascular endothelial growth factor (VEGF) in mouse

gastrocnemius injected with venom of B. moojeni. HeNe also enhances the expression of
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VEGEF in saline-injected muscle. The most conspicuous effect of HeNe irradiation was to
increase the expression of VEGF in neutrophils (at 3 h, 24 h and 3 days), in skeletal muscle
cells (3 and 24 h), in tendon capillaries (24 h) in satellite-like cells around myotubes,
fibroblasts of adventitia of blood vessels (7 days), and myotubes nuclei (21 days). On the
other hand, GaAs irradiation produced a well-organized architecture of the muscle tissue
and a higher number and well-developed myotubes than those irradiated with HeNe. The
results from morphometry showed that HeNe-irradiated gastrocnemius presented a
significant higher number of neoformed capillaries. The findings suggest that there was not
a direct correspondence between VEGF expression and progress of regeneration post
injection, since HeNe enhanced the expression of the protein, but GaAs promoted better
and apparently faster recovery of the tissue. If one supposes that the better restoration of the
microvasculature (by HeNe) would promote a better blood perfusion of muscle and so
adequate conditions for optimized muscle regeneration, that was not the case, since the
better results seen by histological analysis, were obtained with GaAs laser irradiation.

In a same experimental model of mice, Dourado et al., (unpublished results a) observed that
GaAs laser irradiation also promoted decreased serum levels of lactate dehydrogenase
(LDH), aspartate aminotransferase (AST), creatine kinase (CK) and blood myoglobin,
whereas HeNe irradiation was less effective, and even at some extent was harmful,
accentuating the venom-induced abnormal values of these markers. On the other hand,
HeNe irradiation was able to accelerate angiogenesis in the gastrocnemius region affected
by B. moojeni venom, as well as to enhance the expression of the vascular endothelial
growth factor (Dourado et al. unpublished results b).

B. moojeni venom possesses high procoagulant, platelet pro-aggregating and phospholipase
activities (Francischetti et al., 1998), induces hemorrhage (de Roodt et al., 2003) and
intense skeletal myonecrosis of rapid onset, as demonstrated by histological observation
and measurement of serum creatine kinase levels (Dourado et al., 2003). From venom was
isolated a metalloproteinase known as moojeni protease a which accounts for 50% of
hemorrhagic activity of the whole venom, and is 10 folds less hemorrhagic than
bothropasin, a metalloenzyme from B. jararaca venom (Mandelbaum and Assakura, 1984;

Assakura et al., 1985). Metalloproteinase hemorrhagic activity is responsible for degrading
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several components of the extracellular matrix, such as fibronectin, collagen I, II, III, IV
and V, gelatin, laminin and proteoglycans (Murphy et al., 1981), some of which are
components of the basement membrane underlining endothelium. In addition,
metalloproteases are potent inhibitors of platelet aggregation, are able to hydrolyze the
basal lamina leading to formation of gaps in the endothelial wall which by their turn
triggers endogenous amplifying mechanisms that leads to impaired basal lamina
functionality (Moreira et al., 1994).

Recently, it was shown that BaP1, a hemorrhagic metalloproteinase isolated from B. asper
venom, leads to anoikis, a form of apoptosis in cultured human endothelial cells (EA.hy926
cell line) (Diaz et al., 2005). Anoikis is a poorly-studied form of programmed cell death
that occurs when cells loose their integrin-mediated attachment to extracellular matrix
(Meredith et al., 1993; Grossman 2002). In recent studies we proposed that the venom of B.
moojeni snakes has a direct nephrotoxic action for it acutely causes proximal and post-
proximal tubule dysfunction in sodium handling that is associated with acute tubular
necrosis, and a marked decrease of glomerular filtration rate (GFR), which is accompanied
by severe morphological abnormalities of the filtration barrier including mesangiolysis,
glomerular capillary microaneurysms, glomerular basement membrane (GBM) distortions,
and reduction in the number and width of podocyte pedicels (Boer-Lima et al., 1999;
2002). In cultured renal tubular epithelium, the venom induced a significant time- and dose-
dependent decrease in transepithelial electrical resistance across MDCK monolayers, a
disarray of the cytoskeleton, specifically of the stress fibers and of the focal adhesion-
associated F-actin at the cell-to-matrix contact region (Collares-Buzato et al., 2002). The
treatment with B. moojeni venom also increased the cell release of lactate dehydrogenase
and decreased cellular uptake of the vital neutral red. We concluded that B. moojeni crude
venom could have a direct cytotoxic effect on a renal tubule-derived cell line, also inducing
impairment of the cell to matrix interaction.

In this work, the increased expression of vascular endothelial growth factor (VEGF) in
capillaries of envenomed muscle may have a role in the increased number of capillaries in
the animals that received laser irradiation. VEGF, among other angiogenic factors, such as

VEGEF receptors, angiopoietins, ephrins, matrix metalloproteinases, and the plasminogen
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enzymatic system, is the most critical factor because it initiates the formation of immature
cells, and this is interpreted as a signal to attracting satellite cells within the muscle
regenerating environment into which VEGF is released to act on muscle cells through a
paracrine way (Germani et al., 2003). In the current study, we found degenerating cells and
apparently normal cells expressing VEGF, mainly observed in animals that were irradiated
with HeNe laser. On the other hand there are a number of studies indicating that low power
HeNe laser irradiation enhances the expression of VEGF in murine myocardium (Zhang et
al., 2004), stimulates production of vascular endothelial growth factor and promotes growth
of endothelial cells in vitro (Kipshidze et al., 2001), as well as increases the expression of
proangiogenic genes in cardiomyocytes in vitro (Khanna et al., 1999).

In this study, it was shown that both the venom unirradiated animals as well as the
envenomed irradiated with HeNe laser expressed VEGF in neutrophils that migrate to the
lesion region, and that the expression was more expressive after HeNe treatment. It was
also observed that GaAs irradiation markedly decreases VEGF expressed by these
inflammatory cells. Polymorphonuclear neutrophils (PMNs) are usually thought of as the
leukocyte population involved in acute inflammatory responses, acting as a first line of
defense against invading microorganisms. PMNs influx in the acute inflammatory response
is associated with a local increase in vascular permeability and odema. VEGF is known to
have potent vascular permeability-enhancing properties in addition to being an endothelial
cell mitogen and a chemo-attractant for mononuclear cells (Webb et al., 1998) Neutrophils
recently have been shown to produce VEGF (McCourt et al., 1999). The authors report that
acute inflammatory response is a potent stimulus for neutrophils-directed angiogenesis, and

that VEGF is one potent pro-angiogenic factor cytokine produced by these cells.

In conclusion, the findings of this study strongly suggest that low power laser irradiation
can speed revascularization of muscles that underwent the myotoxic and vasculotoxic

effects caused by bothropic venoms.
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ABSTRACT

The study of natural substances aims not only characterization of its active principles and
biological effects, but also the comprehension of pathophysiologic phenomena that
frequently are reproduced experimentally by these substances. Among these substances,
snake venoms deserve special importance for the richness of pharmacologically active
components and the frequency of accidents caused by venomous snake bites, particularly
abundant in tropical countries. In Brazil these accidents acquires relevance in terms of
public health because they may cause severe systemic and local alterations, being the
Bothrops genus responsible for 90% of them. In this work, the pathologic local and
systemic alterations induced by the intramuscular (i.m.) injection of Bothrops moojeni
venom (40 pg/mL, 0.1 ml/100 g of animal weight) in mice were studied histologically, by
capillary counting, immunolabeling of the vascular endothelial growth factor (VEGF) in the
gatrocnemius and by the changes of creatinekinase (CK), acid phosphatase (AcPase),
alkaline phosphatase (AlkPase), lactic acid desidrogenase (LDH), transaminase oxalo-
acética (TGO) and mioglobin serum levels at 3, 12, 24 hours, 3, 7 and 21 days (n =
S/period) after envenoming. The effects of protocols of irradiation using low potency lasers,
HeNe (632.8 nm) and GaAs diode (904 nm), both with a energy density of 4 J/cm™, on
these parameters were evaluated. The first section of irradiation was administered soon
after the i.m. injection of venom and then at each 24 h interval, in such a way that the
number of irradiations done were one, one, two, 4, 8 and 22, respectively, applied
perpendicularly right at the injection site during 120 s (HeNe) and 18.3 s (GaAs) duration
for each session. For determination of LDH, TGO and mioglobin, a zero time without
irradiation was added. The results were compared with control animals, injected with sterile
saline (0.9%). Morphologically, the venom produced a immediate series of changes, the
quality of which were similar from 3 to 24 h p.i., but with a progressive number of
myonecrotic fibers and inflammatory infiltrate. The regenerative phase starting at day 3,
showed a crescent number of regenerating and decreasing number of degenerated fibers

with polymorphonuclear cells being replaced by macrophages. Histolgically, HeNe
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irradiation attenuated the first stages of degeneration (3 h), but GaAs’s was more effective
considering the whole period of observations (21 d), leading to the presence of higher
number of miotubes and better cytoarchitecture of the tissue. The counting of capillaries at
the site and periphery of lesion showed that the venom-injected unirradiated mice had a
decrease in the average number of capillaries, and that laser irradiation accelerated the
neovascularization, being HeNe more efficient than GaAs. The results also showed that
VEGF and its receptors were expressed in a parcel of neutrophils, in sparce satellite cells in
the initial periods of the envenoming (3 — 24 h), in capillaries of the periphery of lesion and
in the middle of the degenerating fibers. The irradiation with HeNe induced enhancement
of VEGF expression in the neutrophils, but the GaAs abolished it. HeNe also promoted
VEGF expression in the tendon capillaries and intact skeletal muscles. At 7d p.i., VEGF-
labeled fibroblast-like cells were seen in the regenerative region, as well as “satellite”-like
cells around developing miotubes after irradiation with HeNe. The irradiation by both
lasers also induced VEGF positivity in tenocytes, in smooth muscle cells of blood vessels,
in adventitia layer, in neuromuscular spindle and in the interstices of intramuscular nerves
in the periods from 7 to 21 days p.i.. The results from serum enzymes showed that HeNe
irradiation reduced markedly CK activity from 3 h to 7 days, whereas GaAs reduced it from
12 h to 21 days p.i.. AcPase activity increased dramatically at 12 h p.i. after which there
was decline, which was more accentuated with laser GaAs. HeNe irradiation induced a
gradual increase of AlkPase activity until 24 h p.i., followed by decrease, whereas GaAs
caused an extraordinary increase between 12-24 h, maintaining a significant difference in
comparison to the venom unirradiated mice. The irradiation with HeNe was not efficient in
decrease the LDH levels; on the contrary, it was deleterious, elevating their levels.
Conversely, the irradiation with GaAs was efficient in decrease significantly the enzyme
levels during all observed periods. In regard to TGO, the irradiation with HeNe was
efficient in diminishing the enzyme levels in the initial 3 h p.i., after which it was
deleterious. On the other hand, irradiation with GaAs was not effective in minimizing AST
serum levels, except at day 7 when there was a significant 16.6% reduction. The high
mioglobin serum levels induced by B. moojen venom, significantly declined with GaAs

from 12 h to 7 d p.i., while HeNe irradiation showed efficacy between 3-7 days p.i. The
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group of mice injected (I.m.) with sterile saline did not show any significant difference in
all periods analyzed for these parameters. We conclude that therapy with low potency laser
applied locally is capable of alter the serum content of muscle damage biomarkers (CK and
myoglobin), as well markers of systemic alterations. The photostimulation promoted by
low energy laser irradiation can alter favorably markers of local and systemic alterations
caused by Bothrops moojeni snake envenoming, suggesting this approach as a promising

resource for recovery of affected muscle as well as in the resulting systemic disturbances.

Key-words: B. moojeni, CK, seric enzymes, morphometry, VEGF, laser irradiation
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Background and Objectives: Viper snake envenoming
induces in the victims systemic coagulopathy, and severe
local tissue damage such as edema, hemorrhage, intense
pain, and myonecrosis. Serumtherapy and other first-aid
managements are ineffective in neutralizing these local
effects. The effects of the gallium-arsenide (Ga-As) laser
irradiation on mice gastrocnemius injected intramuscu-
larly (im.) with Bothrops mogjeni snake venom were
investigated.

Study Design/Materials and Methods: Macroscopical,
histopatological, and myonecrosis quantification through
serum creatine kinase (CK) evaluation was done at 3, 12,
and 24 hours (two, five, and eight irradiation sessions,
4 J/em®, 1 minute 32 seconds per period, respectively), were
done after the venom or saline injection, and in venom-
unirradiated mice.

Results: In unirradiated gastrocnemius, the wvenom
induced massive hemorrhage, vascular congestion, time-
progressing myonecrosis, edema, abundant inflammatory
infiltrate, and high CK serum levels. Ga-As irradiation
significantly decreased the amount of myonecrosisin all the
periods tested (P < 0.05).

Conclusions: The laser treatment significantly inhibited
the ability of B. moojeni venom to rapidly disrupt the inte-
grity of the plasma membrane. Lasers Surg. Med. 33:352—
357,2003. © 2003 Wiley-Liss, Inc.

Key words: laser biostimulation; Lys-49 myotoxin;
skeletal muscle; snake venom; Bothrops moojeni

INTRODUCTION

Accidents caused by venomous snakes are a health
problem, particularly in tropical regions throughout the
world. Venoms are complex mixtures of toxic bioactive

therapy has been shown to be highly ineffective, therefore
often resulting in sequelae of difficult resolution [2—5]. The
local effects comprises myonecrosis, skin necrosis, edema,
blistering, hemorrhage, and other associated inflammatory
reactions largely due to locally acting venom proteins and
peptides [6,7], among which the metalloproteinases, known
to play a prominent role in the pathogenesis of the local
damage [8-11]. Metalloproteinases are hemorrhagic fac-
tors isolated from Bothrops venoms that cause hemorrhage
followed by myonecrosis and arterial necrosis [8], hence
potentiating the myotoxicity, as a consequence of a reduc-
ed muscle perfusion. Circulatory deprivation also affects
muscle regeneration [8,11]. In addition, snakebite may be
complicated with bacteria infections [12]. The efficacy of
antivenom in the neutralization and clearance of venom
antigens depends on numerous factors, including the po-
tency of the antivenom, the time after bite and route of
administration. However, serum therapy more likely neu-
tralizes systemic envenoming in human accidents, but
contributes little to control the rapid and severe local
damage [13]. Although constriction band use can be helpful,
tourniquets, incision and suction, and ice therapy are con-
traindicated. Electric-shock therapy is of no use and could
cause serious injury [14]. Such picture supports the need of
looking for successful approach to snakebite management.

For a long time, there has been a need to investigate the
local effects of snake venom because it is a very relevant
health problem. While much progress has been made in
treating systemic effects of snake venoms and determining
the composition of venom and its biochemical and mole-
cular processes, treatments for local damage have devel-
oped more slowly, mainly due to the difficulty in finding
ways to neutralize the effects of envenoming. For these

compounds that have a variety of biological activities,
either acting synergistically or antagonistically. In Brazil,
the genus Bothrops is responsible for almost 90% of the
accidents [1]. Although the lethality of the bothropic
snakebite is considered low (0.35%), the morbidity is high
due to the marked casuistic of the accidents, problems
related to long-lasting immobilization, and severe local
complications. At the site of the bite, a complex set of
pathological alterations develops rapidly, to which serum
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LASER IRRADIATION ON MYONECROSIS BY SNAKE VENOM

reasons, we decided to investigate alternative methods that
could help minimize the complex local syndrome effects of
snakebite victims.

The purpose of this work was to investigate whether
laser irradiation applied locally following a bite-mimicking
snake venom injection (intramuscular (i.m.)) could be a
more efficacious first-aid alternative to minimize local
effects. Since low-laser energy irradiation has shown to
have positive effects on collagen synthesis, fibroblast
proliferation, angiogenesis, skeletal fibers regeneration,
and activation of ATP synthesis, it was hypothesized that
the laser irradiation following the i.m. injection of B.
moojeni snake venom would inhibit the severity of tissue
damage.

MATERIALS AND METHODS

Venom and Animals

Venom was harvested from B. moojeni snakes captured
in Pantanal region (Mato Grosso do Sul State, Brazil) and
kept in the Zoology Lab. of UNIDERP-Campo Grande, MS.
The venom sample was dehydrated, lyophilized, and stored
at —20°C.

In this work, 27 male Swiss mice (20—40 g) from the
University’s Animal House were used. The animals were
kept in plastic cages with food and water ad libitum in
proper environmental conditions. All procedures with ani-
mals were carried out according the Brazilian Council on
Animal Care (COBEA) guidelines.

Experimental Protocol

Three experimental groups were used: control group
injected with 0.9% sterile saline solution (A); group injected
with venom solution (B); and group injected with venom
solution and irradiated with GaAs laser (C), (0.1 ml/100 g
body weight for all groups). The time allowed for the
sacrifice of the animals were the same for A, B, and
C groups: 3,12, and 24 hours. Venom and saline inoculation
was i.m. straight in the belly of the right gastrocnemius
muscle, after local antisepsis and trichotomy. The venom
concentration used was 40 pug/ml (0.4 mg/kg) diluted at the
moment of use in sterile saline solution.

Surgical Procedure and Laser Radiation

The experiments were done using 27 young adult male
Swiss mice. A low-energy Ga-As laser with a A =904 nm
(invisible), a selected peak potency of 45 W and spot size of
0.0176 em? was delivered by a model LIVM 904 apparatus
(KLD Biosistemas Equip. Eletr. Ltd., Amparo, SP, Brazil).
The irradiation was targeted transcutaneously at the in-
jury site (1 cm from the source), and kept perpendicular
(90°) to the irradiated surface. Each irradiation session
lasted 62 seconds (automatically adjusted) to deliver a total
daily surface energy of 0.04 J (incident energy density
dosage of 4 J/em?). This dose was low enough to avoid
putative thermal effects. The mice were immobilized with
adhesive tape and positioned on their side. The right hind
limb to be treated was extended and rotated outwards, to
facilitate access of the laser beam. Irradiation was started
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immediately after venom inoculation and again 3 hours,
after which the mice were killed. Mice sacrificed at 12 hours
after venom injection received five sessions of laser therapy
(at 0, 3, 6, and 12 hours), whereas those mice sacrificed
24 hours after venom received eight sessions of laser
therapy (0, 3, 6, 12, 15, 18, 21, and 24 hours). Only the
irradiated venom-injected mice were restrained and immo-
bilized for each irradiation sequence. The groups of un-
irradiated mice (saline- and venom-injected) were not. In
each group (A—C), three animals were used at each time
interval. :

Morphological Studies

At 3, 12, and 24 hours, each group of mice (irradiated
envenomed, unirradiated envenomed, and control) was
anesthetized (i.p.) with 40—70 mg/kg sodium pentobarbital.
The gastrocnemius was collected for histological proces-
sing, after which the mice were killed with an overdose of
anesthetics. The muscle samples were collected always
with the injured hemorrhagic muscle tissue in the middle
and 1-1.5 mm of surrounding tissue. After rinsing with
phosphate-buffered saline, the samples were fixed in 10%
buffered formalin for 24 hours, rinsed again, dehydrated in
graded ethanol series, and embedded in paraffin.-Histolo-
gical cross sections were stained with hematoxylin and
eosin (H&E) and Masson’s trichrome (TM).

Serum Creatine Kinase (CK) Activity

Determination of myonecrosis was assessed by quantifi-
cation of serum CK. Groups A, B, and C (see above), ofn=3
mice/group, were injected i.m. in the right gastrocnemius
with the saline (A) or venom solution (B,C), the latter with
Ga-As irradiation. At 3 hours with two Ga-As laser ir-
radiation sessions, 12 hours with five laser sessions, and
24 hours with eight laser sessions, blood samples were
collected by cardiac puncture into heparinized capillary
tubes. Immediately after blood sampling, it was centrifuged
(2,000 rpm/25 minutes) for serum separation and colori-
metric determination of CK activity (CK-NAK kit, Wienner
Lab, Rosario, Argentina). The serum CK (EC 2.7.3.2) activ-
ity was expressed in units/liter (U/1), with one unit of
activity causing the phosphorylation of one micromole of
creatine per minute, at 25°C.

Statistical Analysis

Results are expressed as mean =+ standard deviation
(SD). The significance of any difference observed was
determined by a two-way ANOVA test (for multiple com-
parisons) (comparison of the treatment and periods of ir-
radiation) [15], with a P < 0.05 being considered significant.

RESULTS

Macroscopically, control muscle looked normal in all
periods. The venom-injected, unirradiated muscle exhib-
ited an edematous, dark hemorrhagic appearance, whereas
in the irradiated ones, both characteristics were visibly
attenuated.

Saline-injected gastrocnemius was histologically normal
in aspect. Muscle fibers exhibited visible cross striations
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and were juxtaposed into well-organized fascicles, whose
perimisium did not show any evidence of hemorrhage or
inflammatory cells invasion.

At 3 hours after B. moojeni venom injection (40 pg/ml),
there were areas of massive hemorrhage in the middle of
which swollen muscle fibers were scattered. Other affected
fibers exhibited various pathologic states, including some
with delta lesions, others punctuated with clear vacuoles,
and several presenting tortuous masses of densely
clumped myofibrils immersed in a lightly stained cyto-
plasm (Fig. 1A). The presence of a number of “ghost cells,”
devoid of any visible structure, was probably the final
pathological state of the necrotic process of the fibers.
In addition, interstitial edema, vascular congestion, and
a discrete neutrophil infiltrate were observed. Quantifica-
tion of the myonecrosis by serum CK levels showed a
marked serum level of the enzyme, therefore a strong
indication that venom induced rupture of the sarcolemma
in a great number of cells compared to saline controls
(P < 0.05) (Fig. 2).

At 12 hours after B. mogjeni venom inoculation, the
myonecrotic area increased by about 90%, compared to
3 hours, corroborating the significant increase of CK levels
(Fig. 2). Although a great number of fibers showed similar
pathologic states, as described at 3 hours, several others
exhibited a more fragmented mass of condensed myofibrils.
Neutrophils were abundant in the endomisium, just where
degradation of fibers was intense (Fig. 1C). At 24 hours,
the extension of the damaged area was essentially the
same as that of 12 hours. Nevertheless, there was a re-
markable decrease of CK activity in comparison to that at
12 hours (Fig. 2). At this time, blood vessels were less
congested, areas of hemorrhage slowed down, and neutro-
phils were seen in the interstitium and within the necrotic
fibers (Fig. 1E).

The venom group of mice treated with two, five, and eight
sessions of Ga-As irradiation and killed at 3, 12, and
24 hours (Group C), respectively, showed some differences
in the necrotic picture in relation to unirradiated enve-
nomed mice (Group B). The area extension of hemo-
rrhage had decreased in all three experimental periods
(Fig. 1B,D,F). Neutrophil infiltration was more intense
at 12 hours after venom injection (Fig. 1B), and the
amount of activated macrophages seemed to be higher
at 24 hours (Fig. 1F). A qualitative estimate of the da-
maged area in irradiated mice showed a moderate
decrease of damaged fibers in all experimental periods in
comparison to unirradiated ones. The quantification of
myonecrosis assessed by measurements of serum CK
activity corroborated the morphological analysis, since
there was a significant decrease in the CK serum levels in
Ga-Aslaser irradiated (4 J/em®) mice in all periods (Fig. 2).
Interestingly, while in unirradiated mice, the level of CK
increased significantly from 3 to 12 hours, in irradiated
mice there was a significant gradual and continuous fall
until 24 hours, when the levels of the enzyme activity
were close to those of saline controls. Comparisons of
the serum CK activity, among the treatments (saline,
venom, and venom + laser), and within each time interval,
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showed that treatment significantly interfered with the
enzyme activity.

DISCUSSION

The results presented in this study support the hypoth-
esis that the low-power laser irradiation was able to de-
crease the fast-setting local effects, which prominently
contribute to the severity of bothropic envenoming. It was
found that the highest amount of myonecrosis in unirra-
diated venom-injected mice was at 12 hours, after which
there was a fall of about 74% in the CK activity. This means
that by 12 hours, the majority of muscle fibers had their
sarcolemma ruptured. When Ga-As laser irradiation was
applied to the injured site, the amount of myonecrosis at
12 hours was reduced by 50% in relation to the amount seen
without laser treatment. This inhibitory laser effect on the
CK fiber release was also seen at 24 hours, at which a 50%
decrease in the CK activity was also maintained in relation
tounirradiated mice. The statistical analysis indicates that
time and treatment are independent factors, which means
that no synergism exists between the two in the muscle
response. The CK biochemical data are consistent with
the morphological findings, since the pathogenesis of
myonecrosis showed a smaller amount of fibers with delta
lesions, hypercontraction, and clumping of myofilaments
(pathological conditions that were indicative of disruption
of plasma membrane) in the laser-treated mice at 24 hours.
The results suggest that the laser irradiation significantly
blocked the high ability of B. mogjeni venom to quickly
disrupt the integrity of plasma membrane. The venom
possesses a Lys-49 phospholipase A; (PLA;) class IT myo-
toxin, where an aspartic acid at position 49 has been re-
placed by a lysine residue, giving the enzyme none or very
low catalytic activity [16]. Despite being devoid of catalytic
activity against phospholipids, Lys-49 PLA; demonstrates
powerful membrane-damaging activity, via a Ca®*-inde-
pendent hydrolytic mechanism, capable of causing a
profound disturbance of the phospholipids bilayer of the
sarcolemma. [17—19]. The exact mechanism by which Lys-
49 PLA, interacts with the skeletal muscle cell plasma
membrane is unknown. It is possible that a modification of
the molecule structure (of the venom PLA; and/or of the
phospholipids) is elicited by the laser energy density, in
the form of light, and this could be the reason for the
decreased amount of myonecrosis seen in this experimental
model.

Other components of B. mogjen: snake venom are co-
agulant enzymes [20,21], platelet-aggregating proteinases
[22], fibrinogenolytic proteins (metalloproteinases) [23,24],
inhibitory thrombin-induced platelet aggregation proteins
[25], and myotoxins with PLA, structure without en-
zyme activity [26]. These toxins could profoundly impair
the tissue perfusion and evoke an inflammatory response
secondary to ischemic conditions, which taken together
would contribute to the severe dermonecrotic and myone-
crotic local effects. An attractive hypothesis, which needs to
be substantiated, is the putative influence of the laser
incident energy in the recruitment of macrophages and
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Fig. 1. Light micrographs of sections of gastrocnemius taken
after injection of 40 pg/ml (i.m.) B. moogjeni snake venom,
without (A, 3 hours; C, 12 hours; E, 24 hours) and with Ga-As
laser irradiation (B, 3 hours; D, 12 hours; and F, 24 hours).
Damaged cells were seen as soon as 3 hours after venom in both
treatments, but massive hemorrhage (h) is prominent in
unirradiated muscle. The pathogenesis of myoneerosis in both

consequently the acceleration of phagocytosis. In our
histopathological analysis, we detected a mixed population
of neutrophils and macrophages, apparently higher in
irradiated samples. The macrophages apparently emerged
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differs with a more prominent inflammatory reaction (D=
12 hours) and alesser number of damaged cell (F =24 hours) in
laser-irradiated mice. de, densely clumped myofibrils; ge, host
cells, arrows in (B) and (C)—clear areas in hypercontracted
fibers, arrows in (D) and (F)—fibers invaded by phagocytic
cells. n, neutrophils; v, vacuoles. 400x.

and proliferated early at the injured site in irradiated mice,
enhancing phagocytosis and removing the necrotic tis-
sueremains faster, which could contribute to a better tissue
recovery. If and how laser irradiation modulates this
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Fig. 2. CKlevelsin venom-injected mice with and without Ga-
As laser irradiation (P <0.05). The results of the two-way
ANOVA were significant for treatment (P < 0.0001) and time
after venom injection (P < 0.002). The bars with the same lower
case letter indicate that there was no treatment difference. The
bars with the same capital letter indicate that there was no
time difference. In both cases the means were compared using
orthogonal contrasts.

venom-evoked tissue reaction is beyond the scope of this
work, and represents a relevant matter for investigation.
Such a hypothesis is far from being unrealistic, since there
is an expanding understanding that interactions of a
selected light wavelength and biological processes could
be established in order to obtain a desirable positive or
negative effect.

We conclude that Ga-As laser irradiation, with an in-
cident energy density of 4 J/cm?, may have an antagonizing
effect on the myotoxic and/or muscle-damaging activity of
B. mogjeni venom. The low-energy laser use could be an
interesting combined tool for studying and understanding
the complexity of the mechanisms underlying the myone-
crotic process after snake envenoming.

ACENOWLEDGMENTS

We are deeply grateful to the Faculty of Physical
Therapy (UNIDERP) for the loan of the Ga-As laser,
to Paulo T. Carvalho, Manuel Vicente da Silva, and
Helder A. Souza for their valuable technical assistance.
We also gratefully acknowledge the Brazilian agencies
FAPESP, CNPq, and FAEP-UNICAMP, for financial
support.

REFERENCES

1. Brazilian Health Ministry. Fundacio Nacional de Saude.
Manual de Diagnéstico e Tratamento de Acidentes por
Animais Peconhentos. Brasilia, DF, 1998.

2. Gutiérrez JM, Lomonte B. Local tissue damage induced by
Bothrops snake venoms: A review. Memorias do Instituto
Butantan 1989;51:211-223.

3. Dart R, McNally JT, Spaite DW, Gustafson R. The sequelae of
pitviper poisoning in the United States. In: Campbell JA,
Brodie ED, editors. Biology of the pitvipers. Selva: Tyler;
1992. pp 395-404.

186

DOURADO ET AL.

4. Warrel DA. Clinical toxicology of snake in Asia. In: Meier J,
White J, editors. Handbook of clinical toxicology of animal
venoms and poisons. Boca Raton: CRC Press; 1995. pp 493—
594.

. Ribeiro LA, Albuquerque MJ, de Campos VA, Katz G,
Takaoka NY, Lebrao ML, Jorge MT. Deaths caused by
venomous snakes in the State of Sao Paulo: Evaluation of
43 cases from 1988 to 1993. Rev Assoc Med Bras 1998;
44:312-318.

6. Ownby CL. Locally acting agents: Myotoxins, hemorrhagic
toxins and dermonecrotic factors. In: Shier WT, Mebs D,
editors. Handbook of toxinology. New York: Marcel Dekker;
1990. pp 602—-654.

7. Ferreira ML, Moura-da-Silva AM, Franca FO, Cardoso JL,
Mota L. Toxic activities of venoms from nine Bothrops species
and their correlation with lethality and necrosis. Toxicon
1992:30:1603-1608.

8. Queiroz LS, Santo Neto H, Assakura MT, Reichl AP,
Mandelbaum FR. Pathological changes in muscle caused by
haemorrhagic and proteolytic factors from Bothrops jararaca
snake venom. Toxicon 1985;23:341-345.

9. Gutiérrez JM, Romero M, Diaz C, Borkow G, Ovadia M.
Isolation and characterization of a metalloproteinase with
weak hemorrhagic activity from the venom of the snake
Bothrops asper (terciopelo). Toxicon 1995;33:19-29.

10. Moura-da-Silva AM, Laing GD, Paine MdJ, Dennison JM,

Politi V, Crampton JM, Theakston RD. Processing of pro-

tumor necrosis factor-alpha by venom metalloproteinases: A

hypothesis explaining local tissue damage following snake

bite. Eur J Immunol 1996;26:2000—-2005.

11. Gutiérrez JM, Rucavado A. Snake venom metalloproteinases:
Their role in the pathogenesis of local tissue dama.gﬁ
Biochimie 2000;82:841-850.

12. Jorge MT, RlbmroLA., da Silva ML, Kusano EJ, de Mendonca
JS. Microbiological studies of abscesses complicating
Bothrops snakebite in humans: A prospective study. Toxicon
1994;32:743-T48.

13. Cardoso JL, Fan HW, Franca FOS, Jorge MT, Leite RP,
Nishioka SA, Avila A, Sano-Martins IS, Tomy SC, Santoro
ML, Chudzunski AM, Castro S, Kelen EMA, Kamiguti A.
Randomized comparative trial of three antivenoms in the
treatment of envenoming by lance-headed viper (Bothrops
Jjararaca) in Sao Pau]o, Brazil. Quart J Med 1993;86:
315-325.

14. Blackman JR, Dillon S‘ Venomous snakebite: Past, present,
and future treatment options. J Am Board Fam Pract 1992;
5:399-405.

15. Sokal RR and Rohlf FJ. Biometry, 3rd edition. New York:
Freeman; 1995. 887 p.

16. Maraganore JM, Heinrikson RL. The lysine-49 phospholi-
pase A2 from the venom of Agkistrodon piscivorus piscivorus.
Relation of structure and function to other phospholipases
A2. J Biol Chem 1986;261:4797—-4804.

17. Rufini S, Cesaroni P, Desideri A, Farias R, Gubensek F,
Gutierrez JM, Luly P, Massoud R, Morero R, Pedersen JZ.
Calcium ion independent membrane leakage induced by
ggggphohpase—hke myotoxins. Biochemistry 1992;31: 12424-—

18. Gutiérrez JM, Lomonte B. Phospholipase A2 myotoxins from
Bothrops snake venoms. Toxicon 1995;33:1405—1424.

19. Ownby CL, Selistre de Araujo HS, White SP, Fletcher JE.
Lysine 49 phospholipase A2 proteins. Toxicon 1999;3:411—445.

20. Iwasaki A, Shieh TC, Shimohigashi Y, Waki M, Kihara H,
Ohno M. Purification and characterization of a coagulant
enzyme, okinaxobin I, from the venom of Trimeresurus
okinavensis (Himehabu snake) which releases fibrinopeptide
B. J Biochem (Tokyo) 1990;108:822—828.

21. Furtado MF, Maruyama M, Kamiguti AS, Antonio LC.
Comparative study of nine Bothrops snake venoms from
;dg]t 222'eema]e snakes and their offspring. Toxicon 1991;29:

19- :

22. Serrano SM, Matos MF, Mandelbaum FR, Sampaio CA. Basic
proteinases from Bothrops moogjeni (caissaca) venom—L
Isolation and activity of two serine proteinases, MSP 1 and
MSP 2, on synthetic substrates and on platelet aggregation.
Toxicon 1993a;31:471—481.

[41]

"



23.

24,

LASER IRRADIATION ON MYONECROSIS BY SNAKE VENOM

Serrano SM, Sampaio CA, Mandelbaum FR. Basic protei-
nases from Bothrops moojeni (caissaca) venom—II. Isolation
of the metalloproteinase MPB. Comparison of the proteolytic
activity on natural substrates by MPB, MSP 1 and MSP 2.
Toxicon 1993b:31:483-492.

Bell WR, Jr. Defibrinogenating enzymes. Drugs 1997;
54(Suppl 3):18-30; discussion 30-31.

25.

26.

187

357

Castro HC, Fernandes M, Zingali RB. Identification of
bothrojaracin-like proteins in snake venoms from Bothrops
species and Lachesis muta. Toxicon 1999;37:1403—1416.
Lomonte B, Gutiérrez JM, Furtado MF, Otero R, Rosso JP,
Vargas O, Carmona E, Rovira ME. Isolation of basic
myotoxins from Bothrops moojeni and Bothrops afrox snake
venoms. Toxicon 1990;28:1137—-1146.



