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RESUMO 

 

O veneno das serpentes do gênero Bothrops induz um conjunto de 

eventos inflamatórios graves, incluindo a migração de leucócitos e uma complexa 

rede de mediadores liberados no local. A infiltração de leucócitos é caracterizada 

por um influxo inicial de neutrófilos seguido por um infiltrado tardio de células 

mononucleares, que se acumula no local da injeção de veneno e nos tecidos 

adjacentes. Estudos realizados pelo nosso grupo, mostram que o tratamento com 

fotobiomodulação (FBM) associado a soroterapia diminui o influxo leucocitário, in 

vivo, melhorando todo um quadro inflamatório, porém ainda não se sabe o 

mecanismo pelo qual a fotobiomolulação age no quadro inflamatório associado ao 

veneno. Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar o mecanismo de ação da FBM 

em macrófagos RAW 264.7 incubados com veneno botrópico. Para isso, as células 

foram incubadas com veneno de B. jararacussu (VBjsu), e imediatamente irradiadas 

com Laser de baixa intensidade com seguintes parâmetros: comprimento de onda 

de λ 660 nm, potência de 100 mW (densidade de potência de 0,33 W/cm2), área do 

feixe de 1 cm2, com densidade de energia de 4 J/cm2 e tempo de 40 segundos, e 

foram incubados nos tempos de 1, 3, 6 e 24 h. Foram analisados o efeito da 

fotobiomodulação sobre a viabilidade e integridade celular. Ainda, foi analisado a 

liberação de citocinas pró- e anti-inflamatórias (IL-1, IL-6, TNF-α e IL-10) por ensaio 

imunoenzimático e cálcio intracelular. Os resultados obtidos de curva dosem 

resposta não demonstraram diminuição da viabilidade celular em nenhuma 

concentração utilizada no período de 1 h, no período de 6 h todas as concentrações 

utilizadas demonstraram diminuição de viabilidade celular. A FBM causou aumento 

significante na viabilidade celular, comparado ao grupo sem tratamento. O grupo 

VBjsu induziu liberação de IL-6 e IL-1β com diferença significante em todos os 

tempos estudados, apresentando maior liberação no tempo de 3 h e de TNF- α no 

period de 1 e 6 h. Ainda, apresentou diminuição significante na liberação de IL-10, 

no tempo de 6 e 24 h. A FBM significantemente diminuiu os níveis de TNF-α, nos 

tempos de 1 e 6 h, e de IL-6, nos tempos de 3 e 6 h, para a citocina IL-1β, a FBM 

diminuiu os níveis em todos tempos estudados, e aumentou a liberação de IL-10 no 

tempo de 6 e 24 h. O grupo VBjsu causou diminuição de Ca2+ intracelular, quando 



comparado ao controle. A FBM causou uma elevação significativa do Ca2+. Esses 

dados sugerem que o efeito protetor da fotobiomodulação em macrófagos deve ser, 

pelo menos em parte, por diminuir as citocinas pró-inflamatórias e aumentar a anti-

inflamatória. 

 

Palavras-chave: Bothrops, citocinas, inflamação, macrófagos, fotobiomodulação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 
Bothrops snake venom induces serious inflammatory events, including 

leukocyte migration and a complex network of mediators released. Leukocyte 

infiltration is characterized by an initial influx of neutrophils followed by a late 

infiltration of mononuclear cells, which accumulates at the injection site and in the 

surrounding tissues. Studies carried out by our group show that the treatment with 

photobiomodulation (PBM) associated with serotherapy decreases the leukocyte 

influx, in vivo, improving an inflammatory condition, but the mechanism by which 

photobiomolulation acts on the inflammatory reaction associated with the venom is 

unknown. Thus, the objective of this study was to evaluate the mechanism of action 

of PBM in RAW 264.7 macrophages incubated with botropic venom. For this, the 

cells were incubated with B. jararacussu venom (BjsuV), and immediately irradiated 

with Low level Laser with the following parameters: λ 660 nm wavelength, 100 mW 

power (power density 0.33 W / cm2), beam area 1 cm2, with an energy density of 4 

J / cm2 and a time of 40 seconds, and were incubated at 1, 3, 6 and 24 h. The effect 

of PBM on cell viability was analyzed. In addition, the release of pro- and anti-

inflammatory cytokines (IL-1, IL-6, TNF-α and IL-10) was analyzed by 

immunoenzymatic assay and intracellular calcium. The results obtained from the 

response curve showed no decrease in cell viability at any concentration used in the 

period of 1 h, in the period of 6 h all concentrations used demonstrated a decrease 

in cell viability. PBM caused a significant increase in cell viability, compared to the 

untreated group. The BjsuV group induced the release of IL-6, IL-1β with a significant 

difference at all period of time studied, with greater release at 3 h and TNF-α at 1 

and 6 h. In addition, it showed a significant decreased in the release of IL-10, within 

6 and 24 h. PBM decreased levels of TNF-α, at times 1 and 6 h, of IL-6, at times 3 

and 6 h, at IL-1β, decreased levels at all times studied, and increased the release of 

IL -10 at 6 and 24 h. The BjsuV group showed a decrease in measurement of 

intracellular Ca2
+, when compared to the control. PBM caused a significant increase 

in Ca2
+. These data suggest that the protective effect of PBM on macrophages must 

be, at least in part, by decreasing pro-inflammatory cytokines and increasing anti-

inflammatory. 

 



Keywords: Bothrops, cytokines, macrophage, inflammation, photobiomodulation  
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1. INTRODUÇÃO 

Os acidentes ocasionados por serpentes peçonhentas em regiões 

tropicais e subtropicais, são considerados um problema grave de saúde pública, 

devido sua alta taxa de mortalidade e morbidades 1. Dados da Organização Mundial 

de Saúde (OMS) mostram que entre 2,7 milhões de casos de envenenamento 

geram mortes entre 81.410 e 137.880 das pessoas afetadas, e que o triplo sofre 

amputações ou ficam incapacitados permanentemente 

(www.who.int/neglected_diseases/diseases/en).  

Na América Latina, o maior número de acidentes ofídicos são causados 

por serpentes do gênero Bothrops, da família Viperidae, que são animais de grande 

importância em estudos epidemiológicos devido à grande quantidade de acidentes 

2,3. Cerca de 90% dos casos relatados no Brasil, são ocasionados por serpentes 

desse gênero 1. 

O envenenamento por Bothrops ocasiona dano tecidual e sistêmico com 

respostas muito rápidas (dentro de 15 min), sendo eles caracterizados por 

hemorragia, náuseas, vômitos, sudorese, reações inflamatórias (edema, dor e 

infiltração de leucócitos), hipotensão arterial, insuficiência renal, disturbio de 

coagulação e em alguns casos ocorrem choque e necrose 4,5,6. Os efeitos gerados 

pelo veneno, podem se agravar gerando perda de massa muscular, neuropatia e 

amputação7. 

O veneno de uma serpente compõe-se principalmente de uma mistura 

complexa de proteínas e enzimas tóxicas, como fosfolipases A2, miotoxinas, 

metaloproteinases (SVMPs) hemorrágicas ou não hemorrágicas, serino proteases, 

neurotoxinas e citocinas8. O veneno das serpentes do gênero Bothrops possui 

metaloproteinases, responsáveis por degradação de matriz extracelular, que 

ocasionam hemorragias seguidas de mionecrose e necrose arterial que são as 

consequências comuns em envenenamento por esse gênero 9. A mionecrose se 

deve principalmente por uma miotoxina caracterizada por fosfolipase A2 (PLA2), que 

segundo a literatura também está ligada ao processo inflamatório, pois se ligam e 

alteram a membrana plasmática das células 10,11. 
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1.1. Bothrops jararacussu (VBjsu) 

 

Figura 1. Distribuição da espécie B. jararacussu no Brasil (Funasa, 2001) 

 

A Bothrops jararacussu é uma das serpentes que mais geram acidentes 

no Brasil, no sul da Bolívia, no Paraguai e no nordeste da Argentina. No Brasil a sua 

distribuição ocorre desde o sul da Bahia até o noroeste do Rio Grande do Sul. Essa 

serpente atinge cerca de 2,20 m de comprimento e é responsável por 0,8% a 10% 

de acidentes ofídicos no Brasil (fig. 1) 12,13. O envenenamento causado pela B. 

jararacussu possui alto nível de letalidade devido a sua alta concentração de 

miotoxinas (30% total de agentes miotóxicos), a tornando uma das serpentes mais 

letais dentre o seu gênero14, 15. A ação local desse veneno não é efetivamente 

neutralizada pela soroterapia específica ou por outros soros produzidos para o 

gênero Bothrops16. A necrose é um dos eventos mais comuns e característicos 

causado pela mordida dessa serpente, devido às miotoxinas presentes que agem 

na membrana celular14, 17. Ao isolar as miotoxinas do veneno de B. jararacussu 

observa-se, que as proteínas presentes desenvolvem um papel importante na 

patogênese do tecido afetado, gerando edemas e grande infiltrado inflamatório10. 

A resposta inflamatória é uma reação adaptativa que será desencadeada 

através de impulsos e condições prejudiciais ao organismo, como lesão tecidual ou 

infecções 18. Independentemente do fator, a inflamação é uma resposta 

categorizada para restaurar homeostase, instituindo estágios de cura e reparo 

tecidual19. A inflamação vai ocorrer no tecido conjuntivo vascularizado, contendo 

células circulantes, plasma, vasos e componentes celulares e extracelulares. Essa 

resposta inflamatória vai ocasionar uma vasodilatação e permeabilidade vascular, 
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possibilitando um recrutamento de leucócitos e liberação de outros mediadores 

inflamatórios20, 21.  

O processo inflamatório é uma resposta biológica essencial para defesa 

contra microrganismos e parasitas, sendo também uma solução inicial contra 

grande parte de lesões físicas. Como uma resposta imune geral, esse processo é 

elaborado e mediado por diferentes citocinas, que podem ter ação pró ou anti-

inflamatória 22, 23. 

O processo inflamatório se divide em dois modelos, sendo eles crônicos 

e agudos. A inflamação aguda se desenvolve em um curto período, sendo seu pico 

entre 48 a 72 h fazendo uma transição de infiltrados, envolvendo alterações nos 

microvasos (vasoconstrição e vasodilatação), resultando na entrega sistematizada 

de componentes sanguíneos (leucócitos e plasma) para o local da lesão, 

possibilitando a fagocitose por células responsáveis e ocasionando dor e edema19. 

A resolução da inflamação e a fase de reparo envolvem a degradação de agentes 

pró-inflamatórios e a liberação de mediadores anti-inflamatórios, principalmente por 

macrófagos encontrados nos tecidos, assim como apoptose de granulócitos e 

remoção por monócitos. Essa fase é concluída pela sua eliminação através do 

sistema linfático, que vai promover a remoção dos resíduos líquidos e celulares do 

compartimento intersticial 19, 24. A fase crônica ocorrerá se a fase aguda não 

neutralizar o agente infeccioso. Ela possui um longo período de duração, e se 

desenvolve entre a inflamação aguda e reparo tecidual, tendo como principais 

células percursoras os linfócitos e os macrófagos 20, 22. 

O macrófago na inflamação terá como suas principais funções, o 

reconhecimento do antígeno, a fagocitose e a imunomodelação através de citocinas 

20. Os macrófagos são células de origem mieloide, que nos tecidos podem ser 

ativados de maneiras variadas de acordo com as citocinas liberadas no local, com 

fenótipos M1 e M2 25. O fenótipo M1, age de maneira pró-inflamatório, caracterizado 

por promover resposta imune tipo 1, tendo atividade fagocítica e aumentando a 

síntese de citocinas pró-inflamatória (IL ‐ 1β, IL ‐ 6, TNF ‐ α, IL ‐ 12 e IL ‐ 23). O 

fenótipo M2, produz citocinas anti-inflamatórias, sendo predominantes no 3 dia da 

inflamação, e permanecem no tecido até 7 dias após a lesão, produzindo fatores de 

crescimento e citocinas anti-inflamatória (TGF- β e IL-10) 26,27,28. 
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Os macrófagos então possuem um papel importante na resposta 

inflamatória, uma vez que ele está presente em todas as fases de reparo, atuando 

na primeira fase com agente pro-inflamatório ocasionando mecanismo de remoção 

e reparo tecidual; na fase proliferativa, estruturam a angiogênese e atraem células 

que fazem a fribrogênese, e ao final do reparo substituem o tecido lesado por tecido 

conjuntivo 25. 

 

1.2. Inflamação por veneno botrópico 

O envenenamento por serpentes do gênero Bohtrops, resultam em ações 

locais e sistêmicas. As ações locais são as mais habituais, sendo sugerido pela 

literatura que os efeitos patológicos são diretamente associados a uma complexa 

resposta inflamatória local, que pode potencializar o dano tecidual29, 30, 31, 32. Os 

efeitos ocasionados pela picada da Bothrops, sendo eles sistêmicos ou locais, estão 

correlacionados à presença de algumas classes de toxinas na composição de seu 

veneno, como as metaloproteinases e fosfolipases A2, que contribuem para os 

sintomas inflamatórios 33. 

A inflamação está constantemente relacionada ao envenenamento 

botrópico34. No caso da serpente B. jararacussu, foi demonstrado que a 

característica principal é a necrose muscular, devido a infiltração de células imunes, 

que vão fagocitar e secretar citocinas importantes no reparo tecidual35. Foi 

demonstrado em estudo in vitro que ao estimular células com toxinas do veneno de 

B.atrox (metaloprotease PI- Batroxase e a fosfolipase ácida A2-  BatroxPLA2), ocorre 

a liberação de IL-6, IL-10 e PGE2 , sugerindo envolvimento de macrófagos e 

mastócitos, mostrando que as toxinas presentes no veneno promovem resposta 

inflamatória36. 

Dentre as células relevantes no mecanismo imunológico, estão os 

mastócitos e os leucócitos. Os mastócitos possuem uma quantidade exacerbada de 

mediadores inflamatórios de rápida liberação, atribuindo-se então um papel 

essencial no início de um processo inflamatório37, 38. Os leucócitos ao serem 

ativados, vão liberar mediadores inflamatórios, potencializando suas funções 

imunológicas, facilitando a regeneração, sendo essencial para a resolução da 

inflamação 39. 

A literatura mostra que ao isolar a fosfolipase A2 (BthTxI e II e Piratoxina-

I PrTX-I) dos venenos das serpentes B. jararacussu e B. pirajai, eles vão ocasionar 
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uma degranulação de mastócitos in vitro 40. Recentemente foi demonstrado que ao 

estimular monócitos e macrófagos com os venenos de B. jararacussu e B. jararaca, 

elas vão induzir uma proteína macrofágica 1-alfa (MIO-1α) e liberar IL-1β, 

associando produção de quimiocinas e citocinas após a estimulação do veneno 29. 

Experimentos com B. atrox, demonstram o aumento de número 

leucocitário no processo inflamatório, assim como o aumento de citocinas locais, 

como IL-6, IL-10, IL-12, mostrando um processo de resposta imune gerando febre, 

migração celular e regulação do perfil inflamatório 41. 

O composto de informações descritas, mostra a complexidade de 

mecanismos inflamatórios causados pelo gênero Bothrops, demonstrando a 

fragmentação dos estudos existentes. 

 

 

1.3. Soroterapia  

 

O tratamento preconizado para os casos de acidentes botrópicos é a 

soroteraterapia com o antiveneno botrópico. A soroterapia exerce a função de 

neutralizar grandes quantidades de veneno circulante para minimizar ou anular os 

efeitos sistêmicos42, porém ele não age com eficiência nos efeitos locais. Alguns 

estudos mostram que a ação parcial da soroterapia no local, só é eficaz quando ela 

é administrada rapidamente após o acidente, sendo o período ideal para se aplicar 

o soro, entre as duas primeiras horas após o acidente43. Por falta de proteção local, 

sugere-se a procura de tratamentos alternativos, que possam ser agregados a 

soroterapia.  

  

 

 

1.4. Fotobiomodulação (FBM) 

 

Desde 1960 a literatura estabeleceu o uso do laser como fonte 

terapêutica em variadas áreas médicas, devido a algumas particularidades 

especificas (monocromaticidade, colimação e coerência) que a diferenciam de uma 

luz comum44. A monocromaticidade significa que a luz laser emitida vai apresentar 

apenas um comprimento de onda. A coerência as ondas apresentam-se em fase no 
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tempo e no espaço, alinhadas entre si. A colimação se deve ao laser possuir feixes 

com ondas na mesma direção, com um mínimo ângulo de divergência 49,50. 

A FBM utiliza luz na região ótica de ~600-1000 nm, sendo ela 

monocromáticas ou quase-cromáticas, para que não ocorra ações térmicas ou 

destrutivas ao tecido51. As regiões óticas mais utilizadas na FBM são os 

comprimentos de onda infravermelho (770 -1200 nm) e vermelho (600 – 700nm), 

tendo maior penetração tecidual, causada pela menor absorção e dispersão pelos 

cromóforos28.  

Por não ser um tratamento invasivo, a FBM possui uma longa extensão 

de sua aplicação, aliviando dor e agindo em processo cicatricial48. O alivio de dor e 

a cura, são proporcionados devido a ação do laser nas organelas celulares 

(mitocôndrias e membranas), que vão absorver fótons através de cromóforos dentro 

das células desencadeando reações químicas, normalizando a função celular e 

proporcionando alívio de dor e cura 49,50. 

A FBM apresenta eficácia na proliferação de fibroblastos, na regeneração 

de fibras musculares esqueléticas, melhora da síntese de colágeno, promovem 

efeitos analgésicos e diminuem inflamação 51,52. Esses efeitos são gerados devido 

a ação em nível celular, tendo aceleração no transporte de elétrons na cadeia 

respiratória, aumentando a síntese mitocondrial de ATP, gerando um rápido 

aumento de espécies reativas de oxigênio, de óxido nítrico e modulação dos níveis 

de cálcio 53,54,55. Outra de suas propriedades em um processo inflamatório é sua 

capacidade de alterar o fenótipo de células da linhagem de monócitos e macrófagos, 

onde a FBM pode diminuir marcadores do fenótipo M1 (mRNA de CCL3, CXCL2 e 

TNFα) em macrófagos, tendo potencial explicativo dos efeitos anti-inflamatórios da 

FBM em reparo de feridas (fig. 2) 55. 
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Figura 2. Os mecanismos primários dizem respeito à interação entre os fótons e moléculas 
em tecido, enquanto que os mecanismos secundários referem-se ao efeito das alterações 
químicas induzidas pelos efeitos primários. A estimulação da produção de ATP celular tem 
sido apontada como um dos efeitos mais importantes da terapia a laser. Os mecanismos 
secundários incluem efeito sobre a dor, efeito sobre a circulação sanguínea, efeito sobre 
mecanismos estimuladores e reguladores e os efeitos sobre o sistema imunitário. Adaptado 
e modificado a partir do texto original de Tuner e Hode (2002). 
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1.5. Fotobiomodulação e veneno 

 

Embora o mecanismo de ação do laser nas reações locais causadas pelo 

veneno botrópico não esteja muito bem estabelecido, a literatura mostra que a FBM 

é capaz de diminuir mionecrose, hiperalgesia, hemorragia, e o processo 

inflamatório, após a injeção de veneno botrópico. No processo inflamatório causado 

por venenos botrópicos, já foi demostrado a redução de edema tanto em músculo 

gastrocnêmio56 quanto em pata57 e diminuição do influxo leucocitário, no músculo 

gastrocnêmio após a injeção de miotoxinas BthTX-I e II 58 e no peritônio de animais 

injetados com o veneno de B. jararacussu 1, 59. No entanto, poucos estudos 

demonstram o mecanismo de ação pelo qual o tratamento com a FBM diminui o 

efeito inflamatório causado pelos venenos botrópicos.  Neste sentido, Franco et al 

(2016)60 demonstrou que a irradiação, com laser de 660 nm e 780 nm causa 

diminuição da citocina IL-1β em células endoteliais que foram incubadas com o 

veneno de B. jararaca. Recentemente foi demonstrado que miotoxinas BthTX-I e II, 

isoladas do veneno de B. jararacussu causam a liberação do mediador inflamatório 

PGE2, importante mediador inflamatório, e o tratamento com o laser de baixa 

intensidade foi capaz de diminuir a liberação desse mediador50.  

Em estudo recente, utilizando macrófagos murinos peritoneais, Pereira dos 

Reis et al., (2019)61, demonstrou que a fotobiomodulação com a LED terapia induziu 

diminuição nas espécies reativas de oxigênio e na liberação de nitrogênio e 

aumentou a capacidade fagocítica e na formação de corpúsculos lipídicos em 

macrófagos sob ação da miotoxinas BThtx I e II, isoladas do veneno de B. 

jararacussu, demonstrando a ação direta da fotobiomudulação em macrófagos. 

Devido à relevância médica dos envenenamentos por serpentes do 

gênero Bothrops, a FBM pode ser uma terapia adicional a soroterapia para a 

redução dos efeitos locais causados pelo ofidismo minimizando sequelas e 

diminuindo custo e o tempo de internação do paciente.  

 

 

2. OBJETIVOS 
 

O objetivo do presente projeto consiste em estudar o efeito da FBM em 

mecanismos inflamatórios, frente ao efeitos do VBjsu. 
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Objetivos específicos: 

Avaliar o efeito da fotobiomodulação sobre macrófagos quanto: 

- A viabilidade e mecanismo inflamatório 

- A Liberação de mediadores inflamatórios  

- Medição de cálcio intracelular 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 
Este estudo foi realizado no laboratório de biotecnologia celular e 

molecular do curso de Mestrado e Doutorado em Medicina da Universidade Nove 

de Julho (UNINOVE). 

 

3.1. Desenho experimental 
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A metodologia do projeto se inicia nos métodos de cultivo celular, que 

duravam até 3 dias, para que fosse possível fazer o plaqueamento das células RAW 

264.7, para divisão dos grupos estudados e protocolos de cada ensaio realizado ao 

decorrer do estudo (Fig.3) 

Os seguintes grupos foram estudados: (1) Controle (macrófagos que não 

receberam qualquer tratamento), (2) Controle+FBM (macrófagos que receberam 

irradiação uma vez com LBI), (3) Veneno (macrófagos que receberam veneno), (4) 

Veneno + FBM (macrófagos que receberam veneno e irradiação uma vez com LBI). 

Todos os experimentos realizados nesse trabalho foram realizados em triplicatas, 

totalizando um N de nove para cada grupo analisado. 

 
 

Figura 3. Fluxograma do desenho experimental do trabalho 
 

3.2. Preparação do veneno 

 

Foram utilizados venenos extraídos de vários exemplares adultos de 

serpentes B. jararacussu (VBjsu), provenientes do serpentário da Universidade do 

Vale do Paraíba, fornecidos pelo prof. Dr. José Carlos Cogo. Os venenos dos 

exemplares foram reunidos em um mesmo tubo, homogeneizados, submetidos à 

liofilização e mantidos a – 20⁰C até o momento de sua utilização. 

 

3.3. Macrófagos RAW 264.7 
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 As células, provenientes da linhagem de macrófagos RAW 264.7, foram 

escolhidas para o trabalho, devido à sua utilização constante como célula alvo para 

avaliar a reatividade imunológica. As células foram gentilmente doadas pela Dra. 

Cristina Maria Fernandes, do Instituto Butantan e foram cultivadas no meio de 

cultura RPMI contendo 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de glutamina e 1% de 

solução antibiótica-antimicótica de Penicilina Estreptomicina-Anfotericina. 

 

3.4. Cultivo Celular 

 

Os macrófagos foram mantidos em estufa a 37°C, numa atmosfera úmida 

contendo 5% de CO2. O monitoramento do crescimento celular foi realizado a cada 

24 horas, utilizando microscópio invertido de fase. O subcultivo foi realizado quando 

a monocamada celular se tornou subconfluente para a perpetuação da linhagem 

celular. Para tanto, o sobrenadante foi removido, as células lavadas com tampão 

PBS. Em seguida, foram adicionados 10 mL de PBS e as células foram raspadas 

com suporte plástico (Cell-Scraper). O PBS contendo as células foi transferido para 

um tubo falcoln e centrifugado a 1200 RPM durante 5 min. A viabilidade das células 

foi avaliada por contagem com corante vital azul de Trypan (0,4%) e foram utilizadas 

nos ensaios as culturas com viabilidade maior que 95%. A seguir, foram feitas 

diluições necessárias à semeadura das células, em placas de cultura.  

 

 

3.5.  Preparação de monocamadas de macrófagos para ensaios com o 

veneno 

 

 A partir das culturas celulares obtidas como descrito no item 4.3, foram 

feitas as diluições necessárias para a semeadura das células. Assim, 1x104 

célula/poço na passagem 7 das células, foram semeadas em placas de 96 poços, 

e colocadas em estufa numa atmosfera úmida contendo 5% de CO2, a 37°C, por 24 

h. Após esse período as células foram incubadas com o veneno, diluídos em meio 

RPMI, no volume total de 50 µg/mL.  

 

3.6. Métodos colorimétricos para determinação de viabilidade celular 

 

A viabilidade celular foi obtida pelo ensaio de MTT (3-(4,5 dimetiltiazol-

2yl)-2-5-difenil-2H tetrazolato de bromo - Sigma, M2128) e cristal violeta (Sigma, 
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HT90-1), que se resume em uma análise colorimétrica que de forma indireta mede 

a citotoxicidade62. O corante cristal violeta também é aplicado para determinar a 

viabilidade celular por possuir a habilidade de ligação ao DNA.  

 

3.6.1. MTT 

No ensaio de MTT, a citotoxicidade celular é avaliada através da 

atividade das enzimas desidrogenases mitrocondriais. Estas enzimas têm a 

capacidade de clivar o anel tetrazólio do corante utilizado. Após a solubilização com 

DMSO (dimetil-sufóxido), obtém-se uma solução cuja absorbância pode ser medida, 

sendo que a intensidade da cor mensurada será diretamente proporcional à 

quantidade de células viáveis. Após os procedimentos de cultivo celular, citados no 

item 4.3, 1x104 células foram plaqueadas em placas de 96 poços. Depois de 24 h, 

as células foram tratadas com veneno de B. jararacussu, nas concentrações de 50, 

100 e 150 µg/mL; com tempo de 6 h. Após o término do tempo de tratamento, os 

poços foram lavados com 100 µL de PBS e logo após adicionou-se MTT (Thyazolyl 

Blue Tetrazolium Bromide - SIGMA M5655) em volume de 50 µL (0,5mg/mL), 

procedendo-se então o incubamento das placas na estufa a 37°C a 5% de CO2, por 

um período de 4 h. Todo o líquido presente nas placas foi retirado, e adicionou-se 

então 100 µL de isopropanol, permitindo a quebra dos cristais de formazan. Foi 

realizada então a leitura de absorbância, utilizando-se leitor de absorbância 

(540nm)  

 

3.6.2. Cristal violeta 

Para efetuar a coloração com cristal violeta em placas de 96 poços, 

inicialmente o meio de cultura foi desprezado e 50 µL da solução de coloração de 

cristal violeta (5% cristal violeta, 1,7% NaCl, 3,3% paraformaldeído em 33,3% 

etanol) foram adicionados aos poços e incubados na estufa a 37°C a 5% de CO2, 

por um período 15 min. As placas foram lavadas por 2 min por imersão em água 

corrente, secas e posteriormente foi adicionado com 100 µL de metanol, para a 

quebra dos cristais. Foi realizada então a leitura de absorbância, utilizando-se um 

leitor de absorbância (540nm) 

 

3.7.  Fotobiomodulação com laser de baixa intensidade (LBI) 
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O dispositivo laser utilizado foi o Laser da marca DMC® modelo Therapy 

XT e os parâmetros utilizados foram comprimento de onda de λ 660 nm, potência 

de 100 mW (densidade de potência de 0,33 W/cm2), área do feixe de 1 cm2, com 

densidade de energia de 4 J/cm2 e tempo de 40 s. As células foram irradiadas 

imediatamente após a adição do veneno na cultura, e foi aplicado de forma pontual 

diretamente no poço pela parte inferior da placa. Os experimentos foram realizados 

em um ambiente com obscuridade parcial para não sofrer interferência da luz 

externa.  

 

3.8. Dosagem de Citocinas 

 

Para verificar se VBjsu incubado com as células RAW 264.7, em 

diferentes tempos, libera citocinas pró- e anti-inflamatórias, foram realizadas 

respectivamente a dosagem das citocinas IL-1, IL-6, TNF-α e IL-10 pelo método 

ELISA (enzima imuno ensaio) no sobrenadante colhido destas células. 

Os sobrenadantes foram coletados 1, 3, 6 e 24 h após a incubação com 

o VBjsu, em solução com meio de cultura, para a determinação das citocinas. Para 

essas coletas de sobrenadante, as células foram incubadas com o VBjsu e após 1h 

foi coletado o sobrenadante de cada grupo experimental armazenado em 

eppendorf,  nos poços das células foi  adicionado novo meio de cultura, sem veneno, 

para incubação e coleta do sobrenadante no período de 3 h, esse processo de 

coleta e incubação com meio de cultura foi realizado até a coleta do tempo de 24 h.  

O sobrenadante foi coletado para a determinação dos níveis de IL-1, IL-

6, TNF-α e IL-10.  Placas de 96 poços foram sensibilizadas com 50 µL do anticorpo 

de captura (anti- IL-1, IL-6, TNF-α e IL-10) marca Abcam, diluídos em PBS, e 

incubadas por 2 h, a 37°C. Após esse período, os sítios livres foram bloqueados 

com 200 μL de tampão de bloqueio, contendo gelatina 3% em PBS e as placas 

foram incubadas por 18 h, a 4°C. Após lavagem da placa com PBS/Tween 20 

0,05%, 50 µL de amostras ou padrões (recombinantes) foram adicionados em cada 

poço e as placas foram incubadas por 2 h, a 37⁰C. A placa foi lavada com de 

PBS/Tween20 0,05% e a ligação aos anticorpos foi detectada pela adição do 

anticorpo de captura, diluído em PBS-gelatina 1% (5μg/mL, 50μL/poço), seguido de 

incubação por 1 hora a 37°C. Após lavagem da placa foram adicionados 50 μL de 

avidina-fosfatase alcalina, na diluição de 1:15000 em PBS-gelatina 1%, e incubados 
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por 30 min à temperatura ambiente, lavando-se em seguida. Para a revelação, foi 

utilizado o substrato cromógeno P-nitrofenil fosfato (200 μL/mL), diluído em 1:5 em 

TRIS-HCl pH 9,8 1 M e 14 salina 0,5 M. A absorbância foi determinada em leitor de 

ELISA (Labsystems Multiscan) a 450 nm e os resultados confrontados a uma curva 

padrão efetuada com o anticorpo recombinante para a determinação da 

concentração de cada citocina, representada em ng/mL. 

 

3.9. Medição de cálcio intracelular 

 

As medições foram realizadas por métodos qualificativo e quantitativo. 

As células foram estimuladas por radicais de oxigênio (Molecular Probes Eugene, 

OR, EUA) um corante sensível ao cálcio Fluo-4, onde foi pipetado, 1µL da solução 

nas células mais uma concentração de 1 mmol/L com mais 0,005% de Pluronic F-

127, pipetando um volume 1µL do reagente, que ficaram em contato durante 1 h em 

temperatura ambiente. Esse período de incubamento com corante foi monitorado 

em microscópio invertido de fluorescência e campos das células foram fotografados 

(Nikon, Eclipse TS100/ TS 100F), em comprimento de onda de excitação e emissão 

de 494nm e 516nm, respectivamente. 

 

3.10. Análise Estatística 

 

Todos os dados foram expressos como média ± desvio padrão (SD). A 

análise estatística para comparação entre as médias dos grupos será realizada no 

programa Prism 6, por ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de Tukey  p≤0,05 

foi considerado estatisticamente significativo. 

 

 

 

 

4. RESULTADOS 

 

4.1 Efeito do veneno de B. jararacussu (VBjsu) na viabilidade de macrófagos  

Para determinar a melhor concentração de veneno que causa diminuição da 

viabilidade celular, realizamos uma curva dose resposta. Os resultados não 
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demonstram uma diminuição estatisticamente significante na viabilidade celular em 

todas as concentrações utilizadas (10, 20, 25, 50, 100 µg/mL), quando incubados 

por 1 h (Fig. 4A). No entanto, quando incubados os macrófagos por um período de 

6 h com o VBjsu os resultados demonstraram uma diminuição estatisticamente 

significante na viabilidade celular nas concentrações de 50, 100 e 150 µg/mL, 

quando comparada ao grupo controle, (Fig. 4B). 
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Figura 4. Efeito do veneno B. jararacussu na viabilidade de macrófagos: Células Raw 264.7 

foram plaqueadas em placas de 96 poços e incubadas por 24 horas para adesão celular. Após esse 

período o veneno foi adicionado nas concentrações de 10, 20, 25, 50 e 100 µg/mL e incubadas por 

1 h ou concentrações de 10, 25, 50, 100 e 150 µg/mL ou somente meio de cultura (controle) 

incubadas por 6 h. A viabilidade celular foi determinada pelo método MTT. Cada valor representa a 

média ± EPM de três experimentos independentes, Anova *p≤0,05 em relação ao grupo controle. 

 

 

4.2 Efeito do veneno B. jararacussu (VBjsu) na integridade (descolamento) de 

monocamadas de macrófagos.  

Os resultados demonstraram que houve diferença estatisticamente 

significativa no descolamento celular em quase todas as concentrações testadas 

(25, 50, 100 e 150 µg/mL) nos períodos de 1h e 6h e nos tempos analisados (Fig.5 

A e B).  
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Figura 5. Efeito do veneno B. jararacussu na integridade (descolamento) de monocamadas de 
macrófago. Células Raw 264.7 foram plaqueadas em placas de 96 poços e incubadas por 24 horas 
para adesão celular. Após esse período o veneno foi adicionado nas concentrações de 10, 20, 25, 
50 e 100 µg/mL ou somente meio de cultura (controle) e incubadas por 1 h e concentrações de 50, 
100 e 150 µg/mL ou somente meio de cultura (controle) e incubadas por 6 h. A viabilidade celular foi 
determinada pelo método de cristal violeta. Cada valor representa a média ± EPM de três 
experimentos independentes, Anova *p≤0,05 em relação ao grupo controle.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3. Efeito da FBM sobre a viabilidade de macrófagos incubados com veneno 

de B. jararacussu (VBjsu).   

Baseado nos experimentos anteriores, todos os ensaios a seguir foram 

realizados com a concentração de 50 µg/mL e no tempo de 6 h.  

Os resultados demonstraram que o tratamento com a FBM não alterou a 

viabilidade de macrófagos incubados somente com o meio de cultura (Fig. 6). No 

entanto, o laser foi capaz de aumentar a viabilidade de macrófagos após a 

incubação com o veneno quando irradiados imediatamente com a FBM na 

densidade de energia (4J/cm2) usando comprimento de onda 660 nm (Fig. 6). 
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Figura 6. Efeito da FBM sobre a viabilidade de macrófagos incubados com veneno de B. 
jararacussu (VBjsu).Células Raw 264.7 foram plaqueadas em placas de 96 poços e incubadas por 
24 horas para adesão celular. Após esse período o veneno foi adicionado na concentração de 50 
µg/mL ou somente meio de cultura (controle) e tratadas com FBM (660nm) e incubadas por 6 h. A 
viabilidade celular foi determinada pelo método de MTT. Cada valor representa a média ± EPM de 
três experimentos independentes, * p<0.05 em relação ao grupo controle, # p<0.05 em relação ao 
grupo veneno. 

 

 

 

 

 

 

4.4. Efeito da FBM sobre a integridade de macrófagos incubados com 

veneno de B. jararacussu (VBjsu).   

O efeito da FBM sobre a integridade de células Raw 264.7 foi analisado no 

tempo de 6 h após a adição do veneno na concentração de 50 µg/mL. Os resultados 

demonstraram que o veneno causou um aumento do descolamento celular. A FBM 

quando imediatamente irradiada nos macrófagos, na densidade de energia 

(4J/cm2) usando comprimento de onda 660 nm, foi capaz de proteger contra a ação 

do veneno (Fig. 7).  
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Figura 7. Efeito da FBM sobre o descolamento celular de Células Raw 264.7 incubadas com 
veneno de B. jararacussu. Células Raw 264.7 foram plaqueadas em placas de 96 poços e 
incubadas por 24 horas para adesão celular. Após esse período o veneno foi adicionado na 
concentração de 50 µg/mL ou somente meio de cultura (controle) e tratadas com FBM (660nm) e 
incubadas por 6 h. O descolamento celular foi determinado pelo método de cristal violeta. Cada valor 
representa a média ± EPM de três experimentos independentes, * p<0.05 em relação ao grupo 
controle, # p<0.05 em relação ao grupo veneno. 

 

 

 

 

4.5. Efeito da FBM sobre a liberação de IL-6 por macrófagos, induzida pelo 

veneno de B. jararacussu (VBjsu). 

As concentrações de IL-6 foram avaliadas no sobrenadante de cultura de 

células Raw 264.7 no período de 1, 3, 6 e 24 h após a incubação com o VBjsu (50 

µg/mL) ou meio de cultura (controle). O VBjsu foi capaz de induzir a liberação de IL-

6, pelos macrófagos, que foi significativamente diferente do controle em todos os 

tempos analisados, sendo que a maior liberação dessa citocina ocorreu às 3 h após 

a incubação do VBjsu (Fig.8). A FBM foi capaz de reduzir a liberação dessa citocina 

no período de 3 e 6 h da incubação com o veneno(Fig.
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Figura 8. Efeito da FBM sobre a liberação de IL-6 por macrófagos. As células Raw 264.7 

foram plaqueadas em placas de 96 poços e incubadas durante 24 h para adesão celular. 

Após esse período, o VBjsu  (50 µg/mL) foi adicionado à cultura celular e imediatamente 

FBM (660nm)  e incubados por 1, 3, 6 e 24 h. As concentrações de IL-6 foram avaliadas 

por ELISA no sobrenadante das células. * p <0,05 vs. grupo controle; #p <0,05 vs. grupo 

veneno (ANOVA) 

4.6. Efeito da FBM sobre a liberação de IL-1β por macrófagos, induzida pelo 

veneno de B. jararacussu (VBjsu). 

As concentrações de IL-1β foram avaliadas no sobrenadante de cultura 

de células Raw 264.7 no período de 1, 3, 6 e 24 h após a incubação com o VBjsu 

(50 µg/mL) ou meio de cultura (controle). O VBjsu foi capaz de induzir a liberação 

de IL-1β, pelos macrófagos, que foi significativamente diferente do controle em 

todos os tempos analisados, sendo que a maior liberação dessa citocina ocorreu às 

6 h após a incubação do VBjsu (Fig.9). A FBM foi capaz de reduzir a liberação dessa 

citocina em todos períodos de incubação com o veneno (Fig. 9 A, B, C e D). 
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Figura 9. Efeito da FBM sobre a liberação de IL-1β por macrófagos.As células Raw 264.7 foram 
plaqueadas em placas de 96 poços e incubadas durante 24 h para adesão celular. Após esse 
período, o veneno de B. jararacussu (VBjsu, 50 µg/mL) foi adicionado à cultura celular e 
imediatamente FBM (660nm)  e incubados por 1, 3, 6 e 24 h. As concentrações de IL-1β foram 
avaliadas por ELISA no sobrenadante das células. * p <0,05 vs. grupo controle; #p <0,05 vs. grupo 
veneno (ANOVA) 
 

 

4.7. Efeito da FBM sobre a liberação de TNF-α por macrófagos, induzida pelo 

veneno de B. jararacussu (VBjsu). 

As concentrações de TNF-α foram avaliadas no sobrenadante de cultura 

de células Raw 264.7 no período de 1, 3, 6 e 24 h após a incubação com o VBjsu 

(50 µg/mL) ou meio de cultura (controle). O VBjsu foi capaz de induzir a liberação 

de TNF-α, pelos macrófagos, que foi significativamente diferente do controle nos 

tempos de 1 e 6 h (Fig. 10).  A FBM causou uma diminuição significativa dos níveis 

de TNF-α nos tempos de 1 e 6 h após a incubação com o veneno. (Fig 10 A e D.) 
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Figura 10. Efeito da FBM sobre a liberação de TNF-α por macrófagos.As células Raw 264.7 
foram plaqueadas em placas de 96 poços e incubadas durante 24 h para adesão celular. Após esse 
período, o veneno de B. jararacussu (VBjsu, 50 µg/mL) foi adicionado à cultura celular e 
imediatamente FBM (660nm) e incubados por 1, 3, 6 e 24 h. As concentrações de TNF-α foram 
avaliadas por ELISA no sobrenadante das células. * p <0,05 vs. grupo controle; #p <0,05 vs. grupo 
veneno (ANOVA) 
 

4.8. Efeito da FBM sobre a liberação de IL-10 por macrófagos, induzida pelo 

veneno de B. jararacussu (VBjsu). 

As concentrações de IL-10 foram avaliadas no sobrenadante de cultura 

de células Raw 264.7 no período de 1, 3, 6 e 24 h após a incubação com o VBjsu 

(50 µg/mL) ou meio de cultura (controle). O VBjsu foi capaz de induzir a liberação 

de IL-10, pelos macrófagos, que foi significativamente diferente do controle no 

tempo de 6 e 24 h (Fig.11). A FBM causou aumento significativo dos níveis de IL-

10 no tempo de 6 e 24 h após a incubação com o veneno (Fig. 11 C e D).  
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Figura 11. Efeito da FBM sobre a liberação de IL-10 por macrófagos.As células Raw 264.7 foram 
plaqueadas em placas de 96 poços e incubadas durante 24 h para adesão celular. Após esse 
período, o veneno de B. jararacussu (VBjsu, 50 µg/mL) foi adicionado à cultura celular e 
imediatamente tratado por FBM (660nm) e incubados por 1, 3, 6 e 24 h. As concentrações de IL-10 
foram avaliadas por ELISA no sobrenadante das células. * p <0,05 vs. grupo controle; #p <0,05 vs. 
grupo veneno (ANOVA). 

 

4.9. Efeito da FBM na concentração de cálcio intracelular causada pelo do 

veneno da serpente B. jararacussu. 

A mensuração de Fluo-4 revelou que a concentração de cálcio 

intracelular está diminuída no grupo veneno em relação ao grupo controle em 50 % 

(fig. 12 A e B). A FBM causou uma elevação significativa de cálcio intracelular 

comparação ao controle e ao grupo VBjsu (fig. 12 A e B).  
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Figura 12. Efeito da FBM na concentração de cálcio intracelular de macrófagos RAW 264.7 
causada pelo veneno B. jararacussu. Células RAW 264.7 foram incubadas por 24 horas para 
adesão celular. Após esse período, o veneno de B. jararacussu (VBjsu, 50 µg/mL) foi adicionado à 
cultura celular e imediatamente irradiado com FBM. Em (A), as concentrações intracelulares de 
cálcio, foram avaliadas pela medição do fluxo de oxigênio sensível a cálcio-4 (verde) nas células 
RAW 264.7 controle, incubadas com veneno de B. jararacussu (50 μg/mL) e com tratamento de FBM 
660nm analisado. Em (B), gráfico que mostra a intensidade de fluorescência de cálcio nas células 
RAW 264.7. Cada valor representa a média ± EPM de três experimentos independentes, * p<0.05 
em relação ao grupo controle, # p<0.05 em relação ao grupo veneno. 

5. DISCUSSÃO 

As ocorrências patológicas que estão associadas aos acidentes ofídicos são 

complexas e variáveis, de acordo com local e quantidade de veneno injetado e, 

primordialmente pela composição do veneno4. Devido a essas ocorrências, cada 

vez mais novas pesquisas são realizadas para compreender os mecanismos 

fisiológicos da ação do veneno, para desenvolvimento de novos tratamentos 

associativos a soroterapia. A inflamação é uma característica local importante do 

envenenamento por serpentes Bothrops, além disso, sabe-se que macrófagos são 

responsáveis por desempenhar funções diversas no processo inflamatório63. Na 

inflamação ocasionada por veneno de serpentes Bothrops, existem relatos 

demonstrando que venenos e suas toxinas isoladas são capazes de ativar funções 

de macrófagos, como fagocitose, produção de oxigênio reativo, citocinas e 

eicosanóides63. No presente estudo, avaliamos o efeito do veneno da serpente B. 
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jararacussu em macrófagos. Para isso, utilizamos a linhagem de macrófagos RAW 

264.7.  

Nos resultados desse trabalho, demonstramos que o veneno da 

B.jararacussu pode ocasionar a morte celular em macrófagos, e que dependendo 

da dose e tempo de exposição ao veneno ocorre uma leve proliferação celular, que 

chama atenção mesmo não apresentando diferença significativa. Esses resultados 

foram mostrados pelo ensaio de MTT, que verifica a capacidade metabólica das 

células, e corroboram com dados de outros dois estudos semelhantes utilizando 

veneno botrópico em macrófagos, onde em um período menor que 12 h em baixas 

dosagens de veneno ocorreram proliferação celular, e em altas dosagens (50, 100 

μg/mL) por períodos prolongados ocorre ação citotóxica do veneno em 

macrófagos64, 65. Podemos observar também alteração na monocamada em 

concentrações mais altas, ocasionando o descolamento celular, confirmando a 

citotoxidade do veneno do B.jararacussu em macrófagos. O descolamento celular 

já foi demonstrado em estudo com células endoteliais sob ação do veneno de B. 

jararaca 60.  

A fotobiomodulação possui a capacidade de alterar o fenótipo de células da 

linhagem de macrófagos, que são células de extrema importância no processo de 

reparo tecidual55. A FBM é indicada pela literatura como alternativa de tratamento 

de acidentes ofídicos, devido sua ação que capacita que ocorra a diminuição de 

hemorragia, mionecrose, hiperalgesia e quadro inflamatório no geral66, 67, e além de 

ser um tratamento não invasivo, possui baixo custo de tratamento. Os resultados 

obtidos em nossos estudos mostram que macrófagos que foram tratados com FBM 

(660 nm), diminuiu a morte celular no período de 6 h, mostrando a diminuição da 

citotoxicidade nas células, essa analise corrobora com os estudos de Pereira dos 

Reis V. et AL (2019)61, que demonstram que o tratamento com LED, aumentam a 

viabilidade celular em macrófagos peritoneais sob ação do veneno de B. 

jararacussu.  

Neste estudo avaliamos o efeito da FBM sobre a liberação de citocinas pró e 

anti-inflamatórias por células RAW 264.7 após a incubação com o veneno. 

Avaliamos a liberação das citocinas IL-6, IL-1β, TNF-α e IL-10 em sobrenadante de 

células RAW 264.7 incubadas nos períodos de 1, 3, 6 e 24h com o veneno na 

concentração 50 μg/mL e imediatamente irradiadas pelo LBI (λ660nm).  
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A IL-6 é uma citocina pró-inflamatória, relacionada à fase aguda de uma 

reação inflamatória, secretada por diversas células como macrófagos, eusinófilos e 

monócitos68. Ela pode induzir leucocitose, febre, aumento da produção de proteínas 

de fase aguda69. Essa interleucina, após uma lesão, pode ser detectada após 1 h e 

possuí um pico de liberação entre 4 e 6 h68. Nas analises de IL-6, verificamos um 

aumento da sua liberação no grupo incubado com o veneno de B. jararacussu em 

todos os tempos estudados. Outros estudos já demonstraram que o veneno 

botrópico induz a liberação de IL-6 66, 70. A FBM gerou diminuição significativa desse 

mediador inflamatório, em 3 e 6 h, período em que houve maior liberação deste 

mediador pelo veneno. Esse resultado está em conformidade com outro trabalho, 

em modelo animal, que demonstrou um aumento de liberação de IL-6 após 

exposição ao veneno botrópico e que a FBM promoveu diminuição na liberação 

desse mediador inflamatório 71. 

A IL-1β, é uma das formas moleculares da IL-1, é produzida principalmente 

por macrófagos e monócitos, e tem caráter pró-inflamatório, que irá produzir uma 

inflamação sistêmica, ocasionando quadros febris 68, 72. Nas nossas análises de IL-

1β, foi verificado o aumento da sua liberação nas células incubadas com o veneno 

de B. jararacussu em todos os tempos analisados. No nosso estudo, conferimos 

que a FBM, gerou diminuição dessa citocina. Estudos mostram que essa citocina 

pró-inflamatória esta aumentada em modelo animal após exposição ao veneno 

botrópico71. E em células C2C12, o IL-1β aparece aumentado ao estimulo do 

veneno de B. jararacussu e ao receber FBM, ocorre uma queda significativa em 

seus níveis 66.  

O TNF-α possui ações biológicas que incluem um nível abrangente de 

efeitos, que envolvem desde células do sistema imunológico como macrófagos, 

neutrófilos e linfócitos, até células como os adipócitos e células de tecido muscular. 

Na inflamação, o TNF-α está relacionado com processos agudos e crônicos, onde 

se destaca a ativação de neutrófilos, com consequente desgranulação, aumento de 

citotoxicidade para certos patógenos e aumento de atividade fagocítica73. A 

liberação de TNF-α, só foi significativa em dois tempos analisados (1 e 6 h), onde 

ao ser estimulado com veneno, os níveis dessa citocina foram aumentados, no 

modelo experimental com células RAW 264.7. Almeida MT et al (2020)74, avaliaram 

a presença de TNF-α após a injeção de veneno do B. atrox, em camundongos, e 
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observaram que a liberação de TNF-α induzido por veneno atingiu uma alta 

liberação entre 2 e 6 h.  

A IL-10, no nosso modelo experimental, começou a apresentar diferença 

significante, apenas nos períodos de 6 e 24 h, sendo que nas primeiras horas sua 

liberação foram bem pequenas, e no período de 24 h a sua liberação foi bem 

expressiva, o que era esperado, uma vez que essa citocina está associada ao final 

do processo inflamatório, sendo caracterizada uma citocina reguladora, uma vez 

que ela possui a capacidade de inibir a ação pró-inflamatórias de citocinas75. A FBM 

foi capaz de aumentar significantemente a liberação dessa citocina, também nos 

períodos de 6 e 24h, corroborando com estudo de Nadur- Andrade et al (2016)71 no 

qual a FBM (660nm), também aumentou o nível desse mediador anti-inflamatório 

no período de 6 h. 

Assim, em relação ao efeito FBM no processo inflamatório, nossos resultados 

mostraram que a laser terapia tem um efeito anti-inflamatório em macrófagos, 

reduzindo a liberação de mediadores pró-inflamatórios e aumentado o mediador 

anti-inflamatório. De acordo com nossos resultados, estudos anteriores também 

descobriram que a FBM diminuiu os níveis de vários marcadores inflamatórios, 

como IL-1β, IL-6 e IL-10 em células sob ação de venenos botrópicos71, 60. Portanto, 

a modulação dos mediadores inflamatórios pela FBM pode ser um dos fatores 

relacionados à diminuição do quadro inflamatório, como redução de edema, 

migração leucocitária e hiperalgesia observada em experimentos in vivo.  

Os resultados obtidos em nosso estudo demonstram um aumento 

significativo de cálcio intracelular em macrófagos que foram irradiadas. A literatura 

mostra que a FBM, em diferentes comprimentos de onda, pode afetar a captação 

de Ca2 + em vários modelos 76. Neste sentido, Young et al. (1990), 77 usando o LBI 

no comprimento de onda de 660 nm, mostraram que a terapia de luz pode estimular 

o influxo do íon Ca2 + na célula U937. Ainda, o efeito do LBI He-Ne de 632,8 nm 

causou aumento da concentração intracelular de cálcio em linfócitos humanos e 

neurônios de rato, in vitro 78. Lan et al. (30) 79 mostraram que um dos primeiros 

eventos induzidos pelo laser He – Ne 632, 28 nm envolve atividades imediatas de 

aumento do citocromo c oxidase e níveis intracelulares elevados de Ca2+. Wang et 

al. (2014)80 mostraram que a irradiação a laser na faixa visível e no infravermelho, 

pode modular a função e a expressão dos canais iônicos. Como canais de íons 
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permeável ao Ca2+, sua ativação pode contribuir para o aumento induzido por laser 

no Ca2+ intracelular que desencadeia a degranulação e a liberação endocitótica de 

ATP 78. Neste sentido, em trabalho anterior de nosso grupo demonstramos que a 

FBM aumenta a concentração de ATP intracelular 60. 
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Conclusão 

Considerando as análises realizadas em cultura de macrófagos, com os parâmetros 

do laser utilizados, podemos concluir que a PBM possui efeito benéfico sobre os 

macrófagos em resposta ao VBjsu, conferindo suporte para serem realizados novos 

estudos, uma vez que foi observado:   

✔ Aumento na viabilidade celular; 

✔ Aumento da integridade celular;  

✔ Diminuição de mediadores inflamatórios, IL-6, IL-1β, TNF-α e aumento do 

mediador antiinflamatório IL-10;  

✔ Aumento da concentração de Cálcio intracelular.  
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