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RESUMO

A reacdo local € uma consequéncia comum nos envenenamentos causados pelas
serpentes do género Bothrops, que dependendo da extensdo, pode determinar a perda do
membro afetado. A soroterapia, que é o tratamento utilizado no caso de acidentes com
serpentes desse género é pouco eficaz em neutralizar os efeitos locais causados por
esses venenos. Portanto, evidencia-se a importancia da procura de terapias coadjuvantes
a soroterapia na evolucdo do quadro local. Assim, o objetivo do nosso trabalho foi
avaliar o efeito do laser de baixa intensidade (LBI) sobre alteragfes induzidas pelo
veneno de B. jararaca (VBj) na microcirculagdo de camundongos. Para isso, 0s animais
foram anestesiados e o veneno de VBj foi aplicado topicamente (1 pg/20uL) no
musculo cremaster e avaliado nos tempos de 10, 20 e 30 min ou injetado (1 pg/100uL)
por via subcutanea no musculo cremaster e avaliadas em 2 ou 24 h ap6s a aplicacdo do
veneno e o tratamento com LBI. Foram avaliadas as alteragdes nos didmetros dos vasos,
além dos pardmetros de interacdes leucocito-endotélio. O LBI foi utilizado no
comprimento de onda de 685 nm, densidade de energia de 7 J/cm?, Poténcia de 35 mW
com tempo de irradiacdo de 60 seg e area de 0,3 cm?. Os resultados demonstraram que
nos animais em que o veneno foi aplicado topicamente e irradiados com LBI houve
diminuicdo do rolamento de células similares aos do grupo de controle ndo envenenado.
No grupo que a injecdo de VBj foi aplicada na microcirculacao e analisada 2 horas apos,
a irradiacdo com o LBI causou diminuicdo significativa desses leucocitos em rolamento,
adesdo e transmigracdo. Para avaliar a reatividade vascular, o VBj foi aplicado
topicamente e causou vasodilatacdo nas vénulas pos—capilares, no grupo em que o laser
foi irradiado imediatamente apds a aplicacdo do veneno, observamos vasoconstri¢do das
vénulas. Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que o LBI, nos pardmetros
utilizados, apresentou efeito anti-inflamatério por reduzir a interacdo leucdcitos-
endotélio, possivelmente interferindo na ativagdo de moléculas de adesdo responsaveis

pelo recrutamento de células inflamatérias.

Palavras chaves: microcirculagdo, Bothrops jararaca, microscopia intravital,

inflamacéo, laser de baixa intensidade.



ABSTRACT

The local reaction is a common characteristic of envenoming caused by Bothrops
snakes, which depending on the extent can determine the loss of the affected limb. The
antivenom therapy, which is the treatment used in the case of Bothrops snakes
accidents, does not effective neutralize the local effects caused by these venoms. Thus,
it is important to search for adjuvant therapies to antivenom treatment in the evolution
of the local effect. Therefore, the aim of this study was to evaluate the effect of low
level laser (LLL) on alterations induced by B. jararaca venom (Bjv) on mice
microcirculation. For this, the animals were anesthetized and Bjv was applied topically
(1 png/20 ulL) on cremaster muscle and evaluated for 10, 20 and 30 min or injected (1
ug/100 uL) subcutaneously into the cremaster muscle and evaluated at 2 or 24 h after
the application of Bjv and treatment with LLL. Changes in vessel diameters were
evaluated in addition to the parameters of leukocyte-endothelium interactions. The laser
was applied at a wavelength of 685 nm, energy density of 7 J/cm?, 35 mW power with
irradiation time of 60 sec and area of 0.3 cm?. The results showed that in the animals in
which the venom was applied topically and irradiated with LBI there was a decrease in
leukocyte rolling, similar to those in the non-envenomed control group. In the group
that the injection of VVBj was applied in the microcirculation and analyzed 2 hours later,
the irradiation with the LBI caused a significant decrease of these leukocytes in rolling,
adhesion and transmigration. To assess vascular reactivity, Bjv was applied topically
and caused vasodilation in post-capillary venules, in the group in which the laser was
irradiated immediately after the application of Bjv, we observed vasoconstriction of the
venules. The results obtained in this work demonstrate that LLL, in the parameters used,
presented anti-inflammatory effect by reducing the leukocyte-endothelium interaction,
possibly interfering in the activation of adhesion molecules responsible for the

recruitment of inflammatory cells.

Key words: microcirculation, Bothrops jararaca venom, intravital microscopy,

inflammation, low-intensity laser.
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1.INTRODUCAO

Os acidentes causados por serpentes peconhentas constituem, ainda, um
problema de Saude Publica em regibes tropicais do mundo. No Brasil, os acidentes
causados por animais pegonhentos bem como o0 numero de obitos por esses
envenenamentos tem aumentado ao longo dos anos, sendo os acidentes causados por
serpentes 0 que causam o maior nimero de o6bitos (Fig. 1).

As serpentes responsaveis pelo maior nimero de acidentes ofidicos na América
Latina pertencem ao g@énero Bothrops, da familia Viperidae. No Brasil,
aproximadamente 90% dos acidentes ofidicos sdo provocados por serpentes desse
género, sendo também consideradas as mais agressivas (BARRAVIERA, 1993). Os
acidentes causados pelas serpentes botropicas ndo apresentam alta letalidade (0,31 %),
porém devido a alta incidéncia, sdo consideradas de grande importancia epidemioldgica
no pais (Manual de diagndstico e tratamentos de acidentes por animais pegonhentos,
2001).

Série historica de acidentes e dbitos por animais
peconhentos, Brasil. 1990-2010*
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Figura 1. Secretaria de Vigilancia em Saiude SINAN/SVS/MS



1.1. Veneno Botropico

Os venenos ofidicos constituem uma mistura complexa de proteinas e outros
compostos, com as mais diversas propriedades bioldgicas. Dessa forma, acredita-se que
os seus efeitos resultem da somatdria dos efeitos isolados dos varios componentes, com
atividades bioldgicas distintas ou sinérgicas (TAKEYA et al., 1990).

A peconha botrépica é, provavelmente, de composi¢cdo mais complexa dentre as
de outros géneros. O seu conteldo é composto por vinte ou mais componentes, sendo
que mais de 90% do peso seco do veneno é constituido por proteinas, compreendendo
grande variedade de enzimas, toxinas ndo-enzimaticas e proteinas ndo toxicas. Os
componentes enzimaticos sdo as fosfolipases, fosfodiesterases, fosfatases,
acetilcolinesterases e enzimas proteoliticas (BIEBER, 1979; BJARNASON, FOX,
1994). O componente ndo proteico do veneno botrépico desempenha papel coadjuvante
na acdo enzimatica, sendo pouco expressivo em quantidade e menos ativo
biolégicamente. Dentre 0s constituintes inorganicos estdo 0s metais, alguns metais
atuam como co-fatores para diferentes atividades bioldgicas e enziméaticas e na

constituicdo de metaloproteinas (BIEBER, 1979).

1.2. Sinais e sintomas do envenenamento botrépico
Segundo Rosenfeld (1971), o envenenamento botropico pode ser classificado
em sistémico e local, considerando os sinais e sintomas predominantemente relatados
nos acidentes ofidicos.

As manifestacGes sistémicas sdo caracterizadas principalmente por alteracfes
na homeostasia, caracterizados por deficiéncia da coagulacdo, da agregacdo plaquetaria
e deplecéo de fibrinogénio (HATI et al., 1999).

Os venenos botropicos apresentam a importante peculiaridade de induzir sérias
reacOes locais (Fig. 2). Observa-se no local da picada dor forte, presenca de exudato
purulento, edema intenso, equimose com material sero-sanguinolento e mionecrose
(BOLANOS, 1982 ; ROSENFELD, 1971). O edema pode acometer varios segmentos
do membro afetado e, dependendo das proporcbes que adquire, acarreta aumento da
pressdo sanguinea, em compartimentos que contém masculos, nervos e vasos, levando a
sindrome compartimental. O quadro pode evoluir para necrose e, muitas vezes,
determinar a perda do membro afetado (ROSENFELD, 1971).



Figura 2: Edema, bolhas, dermonecrose e sangramento-
Foto: Dr Claudio Machado -Hospital Vital Brasil

Os dados da literatura sugerem que a hemorragia causada pelos venenos
botropicos resulta da acdo de metaloproteases, que contém zinco, de peso molecular
relativamente alto, as quais parecem atuar diretamente na membrana basal do endotélio
vascular (OHSAKA et al., 1973).

A mionecrose local é uma consequéncia comum dos envenenamentos causados
pelas serpentes do género Bothrops (QUEIROZ et al., 1985, GUTIERREZ &
LOMONTE, 1995). A literatura indica que a mionecrose € causada por uma familia de
proteinas denominadas miotoxinas, as quais possuem caracteristicas de fosfolipases A2
e atuam diretamente sobre a membrana da célula muscular, por se ligarem e alterarem a
membrana plasmatica (GUTIERREZ & CERDAS, 1984). Essas miotoxinas induzem
dano tecidual proeminente, de forma que as alteracbes morfolégicas sdo observadas a
partir de 15 minutos de sua injecdo (GUTIERREZ & LOMONTE, 1995). A
miotoxicidade pode, ainda, ser consequiéncia da isquemia dos vasos da microcirculacao
e de artérias intramusculares (GUTIERREZ & CERDAS, 1984; QUEIROZ & PETTA,
1984). Acredita-se que por afetarem drasticamente a microvasculatura, essas toxinas
impedem a irrigacdo adequada de sangue, necessaria para 0 processo de regeneracdo
(GUTIERREZ & RUCAVADO, 2000).

Além das manifestagbes locais acima, 0 envenenamento botrépico €
frequentemente associado ao processo inflamatorio local (FLORES et al, 1993;
BURIGO et al, 1996; FARSKY et al, 1997; ZAMUNER et al, 2001). Dados da
literatura mostram que o envenenamento botropico leva a formacdo de exsudato

purulento no local da picada. Em modelos experimentais, o acumulo de leucdcitos foi

3



identificado no tecido muscular (LOMONTE et al, 2004), cavidade peritoneal
(ZAMUNER et al., 2001) e pulmdes (SILVEIRA et al., 2004). Ademais, 0 componente
leucocitario, da reacdo inflamatéria induzida pelos venenos de B. jararaca e B. asper foi
caracterizado por ZAMUNER et al., (2001).

1.3. Bothrops jararaca

A serpente Botrhops jararaca (Fig. 3) apresenta porte médio, podendo atingir até
1,5 m, com presenca de escamas superiores fortemente quilhadas e sdo encontradas em
todo o Brasil e também nas regides adjacentes ao Paraguai e Argentina
(BARRAVIERA, 1993) (Fig. 4).

I  Maior prevaléncia B. jararaca

Figura 4. Distribuicdo geogréafica da B. jararaca
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O veneno da serpente B. jararaca consiste de uma mistura complexa de varias
classes de toxinas, sendo que a maior parte consititui-se de metaloproteinases
(MOURA-DA-SILVA, et al., 2012). Diferentemente de outros venenos botrépicos, o
veneno de B. jararaca apresenta concentracdes muito baixas de fosfolipase A> e/ou
miotoxinas (MOURA DA SILVA et al, 2012). Outra classe de protease presente no
veneno de B. jararaca sdo as serinoproteases, as quais sdo capazes de induzir a

liberagéo de bradicinina.

Nesse sentido, a espécie Bothrops jararaca possui um veneno com maior
atividade proteolitica em comparacdo aos demais venenos botropicos, sendo
demonstrado por estudos que a hemorragia consiste na maior atividade toxica do VBj
(NISHIJIMA et al., 2009; TEIXEIRA et al., 2005; MOURA-DA-SILVA, et al., 2012).

O veneno de Bothrops jararaca causa uma intensa reacdo no local da picada,
caracterizado por edema intenso, infiltrado leucocitario de acometimento rapido e
mionecrose. O recrutamento leucocitario acarretado pelo veneno de B. jararaca foi
relacionado a expressdo de moléculas de adesdo LECAM-1, LFA-1, ICAM-1 e
PECAM-1, moléculas de adesédo responsaveis pelos eventos de rolamento, firme adesdo
e transmigracdo associados ao recrutamento leucocitario (ZAMUNER & TEIXEIRA.,
2002). Ainda, a migracdo de leucdcitos induzido pelo veneno de B. jararaca €
acompanhada da liberacdo de mediadores inflamatérios tais como as citocinas
interleucina-6, TNF-o. e interferon-gama (ZAMUNER et al, 2001; ZAMUNER &
TEIXEIRA, 2002), bem como os mediadores lipidicos prostaglandina E2, tronboxana
A2 e leucotrieno B4 (ZAMUNER & TEIXEIRA, 2002; ZAMUNER et al., 2005). Além
disso, Zamuner et al., (2001) mostraram gue o veneno de B. jararaca, além de causar a
migracdo de células inflamatorias, € capaz de ativar varias funcGes microbicidas nestas
células, como fagocitose e liberacdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. A
literatura demonstra que o principal componente do veneno de B. jararaca responsavel
por causar inflamacdo sdo as metaloproteases contidas nesse veneno (ZYCHAR et al.,
2010).

1.4. Soroterapia
O tratamento preconizado para o acidente botropico é a soroterapia com
antiveneno botropico poliespecifico, que é altamente eficaz contra os efeitos sistémicos,
5



no entanto, ndao neutralizam com eficiéncia os efeitos locais (CARDOSO et al, 1993). A
este respeito, qualquer atraso entre a picada e o inicio de soroterapia € crucial para um
prognostico critico destes envenenamentos.

As lesdes desencadeadas pelos venenos botrépicos evoluem rapidamente devido
a rapida liberagdo de mediadores endogenos dos tecidos lesados que afetam a
homeostasia do organismo (GONCALVES e MARIANO, 2000). Assim, 0 soro
neutraliza o veneno circulante, mas ndo os mediadores inflamatorios liberados no tecido
lesado ou as lesdes ja estabelecidas (ROSENFELD, 1971). Por esse motivo, tem sido
crescente 0 interesse em investigar terapias coadjuvantes a soroterapia. Uma
possibilidade que comeca a ser investigada, na neutralizacdo dos efeitos locais
induzidos por venenos botropicos, € a utilizacdo de fotobioestimulacdo (FBM)
utilizando o laser de baixa intensidade (LBI) e o diodo emissor de luz (LED) (DOIN-
SILVA et al., 2009; BARBOSA et al., 2010; SOUZA et al., 2011; DOURADO et al.,
2003; BARBOSA et al., 2008; NADUR-ANDRADE et al., 2012). Nosso grupo de
pesquisa e outros tém relatado sobre os beneficios da FBM no efeito local induzido por
veneno botropico. Neste sentido, estudos efetuados com o LBI mostraram uma
diminuicdo da mionecrose (DOIN-SILVA et al.,, 2009; BARBOSA et al., 2009;
BARBOSA et al., 2010; DOURADO et al., 2003), inflamacdo (BARBOSA et al,. 2008;
NADUR-ANDRADE et al., 2012), dor (SOUZA et al., 2011; NADUR-ANDRADE et
al., 2012, 2016) e hemorragia (NADUR-ANDRADE et al., 2012) ap6s a injecao de

diferentes espécies de veneno botrépico, in vivo.

1.5. Terapia com laser de baixa Intensidade (LBI)

A palavra laser ¢ uma sigla que corresponde a “Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation, a qual significa “Amplificagdo da Luz por Emissdo Estimulada
por Radiagdo” (UCHOA et al., 2010). A acéo do laser consiste na absorcao da luz pelos
tecidos, resultando em modificagdes no metabolismo celular. A luz € inicialmente
absorvida pelo croméforo mitocondrial (citocromo ¢ oxidase) e provoca aumento da
producdo de ATP, espécies reativas de oxigénio (ROS) e Oxido nitrico (NO), que por
sua vez causam alteraces no potencial redox celular, Caz, K+, CAMP e pH e induzem
varios fatores de transcrigdo (Ref-1, AP-1, NFKkB, HIF-1a). A cadeia de transdugdo e de

amplificacdo do fotosinal induzida pela luz conduz a um aumento da proliferagéo
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celular (estimulacao da sintese de DNA e RNA), motilidade celular, producao de fatores
de crescimento e acumulacdo de matrizes extracelulares (GUPTA et al., 2013; STEIN et
al., 2005) (Fig. 5).

Os niveis de célcio, fosforo e proteina sdo determinados por espectrometria de absor¢éo
atdmica, colorimetria e fotometria, respectivamente ( DE FREITAS E HAMBLIM,
2016) Acredita-se que o célcio adicional transportado para o citoplasma desencadeie a
mitose (MAAWAN KHADRA, 2004)
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Figura 5: Irradiacdo do laser de baixa poténcia em uma célula- Gupta et al., 2013

Varios estudos demonstram que o LBI diminui a migracdo de células para o foco de
lesdo. Neste sentido, foi demonstrado que o laser diminuiu o recrutamento leucocitario
em modelos experimentais de artrite (CARLOS et al., 2014), inflamagdo pulmonar
(MAFRA DE LIMA et al., 2010), pleurisia (BOSCHI et al., 2008), queimadura de
terceiro grau (FIORIO et al., 2014). Além disso, foi demonstrado que o laser além de
diminuir a migracdo de leucécitos, como exposto acima, ainda reduz significativamente
a expressao e liberacdo de mediadores pro-inflamatorios como o IL-13, IL-6 e IFN-a
(ALBERTINI et al 2008; CARLOS et al., 2014) que estdo envolvidos na interagdo
leucdcito-endotélio, agindo nas células aderidas e estimulando-as a migrar para o
gradiente quimiotatico (KUMAR et al., 2005). Embora diferentes estudos tenham
mostrado a eficacia da FBM na diminuicdo de células inflamatorias e dos mediadores
envolvidos no recrutamento leucocitario o mecanismo pelo qual a FBM exerce esse

efeito, ndo é conhecido.
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1.6. LBI e acidentes ofidicos

Estudos do nosso grupo demonstraram uma reducéo significativa da mionecrose
induzida por veneno de B. jararacussu e das miotoxinas BthTX- | e 1l ap0s tratamento
utilizando LBI, esse efeito do LBI foi verificado pela diminui¢cdo na concentracdo de
creatina quinase e reducdo das areas de mionecrose do musculo gastrocnémico de
camundongos apds a administracdo do veneno ou miotoxinas (BARBOSA et al., 2009;
2010). Esses dados corroboram os de Dourado et al., (2003) que demonstraram uma
diminuicdo consideravel da mionecrose induzida pelo veneno de serpente B. moojeni,
apos tratamento com o LBI, inibindo a habilidade do veneno de desfazer a integridade
da membrana plasmatica. Ademais, Doin-Silva, et al. (2009), observaram que 0
tratamento com o LBI causou uma melhora da transmissdo neuromuscular e uma
reducdo do desenvolvimento de mionecrose induzida pelo veneno de B. jararacussu na
preparacdo de nervo-mausculo in situ. Ainda, nosso grupo demonstrou a eficacia do LBI
na diminuicdo da resposta inflamatéria local e hemorragia ap6s lesdo por veneno de B.
jararacussu (BARBOSA et al., 2008) e B. moojeni (NADUR-ANDRADE et al., 2012)
no qual os camundongos foram submetidos ao LBI combinado com antiveneno e foi
observada uma diminui¢do da migracdo leucocitéria e reducdo do edema.

Os dados apresentados acima sugerem que a FBM possa ser uma ferramenta

promissora para minimizar a gravidade dos efeitos locais do envenenamento botropico.

1.7. Migracéo Leucocitaria

As células envolvidas no processo inflamatério sdo representadas,
primordialmente, por leucocitos polimorfonucleares (neutrofilos, eosinofilos e
basofilos) e mononucleares (mondcitos e linfocitos) que migram para o tecido
adjacente. Os leucdcitos mobilizados a partir dos compartimentos de reserva e da
corrente sanguinea, marginam a superficie dos vasos da microcirculagdo da area que
circunda a lesdo, passam a deslizar sobre o endotélio, comportamento chamado de
“rolling”’e, posteriormente aderem a parede do vaso. A seguir essas células migram para
fora do vaso, atraves de juncdes interendoteliais (diapedese), locomovem-se de modo

orientado no sitio extravascular, em resposta a um gradiente de concentracdo de



mediadores inflamatdrios (quimiocinas) e acumulam-se no local de lesdo (FLOREY,
1970).

O fendmeno de migragdo leucocitaria depende da expressao de moléculas de
adesdo na membrana de leucocitos e das células endoteliais. Varias familias de
moléculas de adesdo foram caracterizadas e classificadas de acordo com suas
propriedades bioquimicas e bases moleculares. Trés dessas familias participam da
migracdo leucocitaria: a das selectinas, a das integrinas e a superfamilia das
imunoglobulinas (VESTWEBER, 2007) (Fig. 6)
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Figura 6: Migracao leucocitaria — Rolamento, adesdo e transmigracao -Robbins e Cotran, 2008

As selectinas compreendem uma familia de moléculas semelhantes a lectina; séo
expressas tanto por leucocitos quanto pelo endotélio e modulam, principalmente, o
comportamento “rolling” dos leucécitos. Trés moléculas principais fazem parte desta
familia e sdo denominadas de P, E e L-selectinas (NEWTON e DIXIT, 2012). A P-
selectina (CD62P) esta envolvida nos eventos iniciais de adesdo dos leucdcitos e
encontra-se estocada nos corpusculos de Weibel-Palade em células endoteliais e nos
granulos alfa de plaquetas; é transportada rapidamente para a superficie celular ap6s a
estimulagdo por mediadores inflamatérios como a IL-1 e o TNF-a e, logo em seguida, é
reinternalizada, resultando em uma expressdo passageira (EBNET & VESTWEBER,
1999). Ja a E-selectina (CD62E) ndo e expressa constitutivamente na celula endotelial,
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necessitando de sintese protéica para a sua expressdo, que pode ser induzida por
citocinas como a IL-1 e 0 TNF-a, sustentando o fenomeno de “rolling” por um periodo

mais prolongado.

Outra importante familia de moléculas de adesdo é a das integrinas. S&o
proteinas heterodiméricas, compostas por duas subunidades ou cadeias denominadas
alfa (o)) e beta (B), ligadas de forma ndo-covalente. Cada subunidade apresenta um
dominio extracelular, globular e volumoso, um segmento transmembranico e pequena
projecao intracelular (HYNES, 2005). Estas glicoproteinas estdo expressas na superficie
de leucdcitos e determinam principalmente a adesdo destas células ao endotélio. Os
membros da subfamilia B2 contém quatro cadeias o diferentes, denominadas CD11a,
CD11b, CD11lc e CD11d, que estdo acopladas a uma cadeia B comum, a CD18
(HENRICKS & NIJKAMP, 1998). O heterodimero CD11a/CD18 ou LFA-1 esta
expresso constitutivamente na superficie de leucécitos e interage com a ICAM-1, a
ICAM-2 e a ICAM-3, moléculas de adesdo da superfamilia das imunoglobulinas
expressas na célula endotelial, levando a firme adesdo do leucécito e favorecendo o
processo de transmigracdo (HUBBARD & ROTHLEIN, 2000).

A superfamilia das imunoglobulinas abrange um grupo de moléculas de adesdo
caracterizadas pela presenca de duas ou mais unidades semelhantes as imunoglobulinas
G (1gG), no dominio extracelular, seguido pelo dominio transmembranico e por uma
pequena sequencia citoplasmatica (BEEKHUIZEN & VAN FURTH, 1993). As ICAM-
1, ICAM-2, ICAM-3, VCAM-1 e PECAM-1 sdo algumas moléculas de adesdo
pertencentes a esta familia e medeiam, principalmente, a adesdo do leucdcito ao

endotélio e a transmigracdo destas células através das células endoteliais.
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivos Geral
Este projeto tem como objetivo geral avaliar o conhecimento das ac¢des do laser

de baixa intensidade sobre a reacdo local causada por veneno botropico.

2.2. Objetivos especificos
Através de ensaios in vivo, foram avaliados os efeitos da irradiacdo laser de
baixa intensidade (LBI) sobre os efeitos na microcirculacdo causada pelo veneno de
Bothrops jararaca (VBj), no que se refere a:
1) Reatividade vascular

ii) AlteracBes da interacéo leucdcito-endotélio

11
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados 288 camundongos swiss albinos machos, pesando entre 25 e 30
g, fornecidos pelo Biotério Central do Instituto Butantan. Os animais foram mantidos no
Biotério do Laboratorio de Fisiopatologia, com livre acesso a dgua e ragdo, por um
periodo minimo de trés dias antes de serem utilizados nos experimentos. A utilizacdo
dos animais seguiu as recomendac0es éticas da Sociedade Internacional de Toxinologia
e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto Butantan
(CEUAIB). Protocolo 9251040515

3.2. Veneno

A solucdo de veneno sempre foi preparada no dia do experimento. Foi utilizada
uma mistura liofilizada, resultante da extracdo de varios exemplares adultos de
serpentes Bothrops jararaca, fornecido pelo Laboratorio de Herpetologia do Instituto
Butantan. As solucGes de veneno foram preparadas com PBS estéril.

3.3. Planejamento experimental

Para a avaliagdo da interacdo leucécito-endotélio, foram utilizados dois protocolos
diferentes quanto a aplicacdo do veneno. No primeiro protocolo, o VBj foi aplicado
topicamente na concentracdo de 1 ug/20 puL no musculo cremaster exposto e foram
avaliadas as alteracfes nos diametros dos vasos, além dos parametros de interacGes
leucdcito-endotélio em filmagens de 1 minuto nos tempos de 10, 20 e 30 min. Em outro
protocolo experimental, o veneno (1 pg/100 uL) foi injetado no subcuténeo da bolsa
escrotal e o leito vascular do musculo cremaster foi preparado e avaliado 2 ou 24 horas
apos a injecdo do veneno e o tratamento com o LBI, imediatamente apds o VB;j (Fig. 7)

O LBI de 685nm foi aplicado no mesmo local da aplicagdo do veneno em uma
dosagem de 7 J, com poténcia de 35mv em uma area de 0,3 cm?. Utilizando um total de

energia de 2,1 J.
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Figura 7. Diagrama do planejamento experimental

3.4. Interacéo Leucdcito-Endotélio

Essa interacdo foi avaliada por ensaios de microscopia intravital. Para tanto, o
musculo cremaster foi exteriorizado e montado sobre uma placa com temperatura
controlada (37°C), dotada de uma éarea transparente, através da qual o leito
microvascular foi visualizado (BAEZ, 1973). A preparacdo foi analisada em um
microscopio (Olympus, BX51WI) com uma objetiva 10x e acoplado a uma camera para
captacdo de imagens (Hamamatsu, Orca R2). As imagens foram transmitidas para um
software de analise de imagens. A preparacdo foi mantida Umida e aquecida por
irrigacdo com solucdo PBS.

Na hora do ensaio, 0os camundongos foram anestesiados com uma associagao de
Cloridrato de Quetamina e Xilazina (8,3 mg e 3,3/100g de peso corpéreo,
respectivamente) e com auxilio de uma tesoura de ponta fina foi realizada a exposicao
do masculo cremaster e a sec¢do do epididimo para o desprendimento do musculo
cremaster.

Uma vénula pos-capilar foi selecionada aleatoriamente (didmetros entre 25 e 40
um, e comprimento de, pelo menos, 100 um) foi observada em cada animal. Foram

avaliados os leucocitos em rolamento, aderentes e emigrados. Os leucocitos em
13
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rolamento foram contados durante um periodo de 1 min apds a exposicdo da
microcirculacdo. Os leucdcitos aderidos foram contados ao longo dos 100 pm do vaso.
Os leucdcitos emigrados foram avaliados pela contagem das células presentes em uma

distancia de até 50 um de cada lado do mesmo segmento vascular de 100 um (Fig. 8).

Figura 8: Vénula pos-capilar em microscopia intravital. (A) Local da contagem de
rolamento dos leucdcitos; (B) Leucdcitos aderidos ao longo de 100um de comprimento da
vénula; (C) Area correspondente a contagem das células que migram. Foto: Fernando Paranaiba
Filgueira

3.5. Reatividade vascular
Foram medidas as vénulas pds capilares (diametro) antes, e ap6s a aplicacdo do
VBj e LBI. Elas medem entre 25 e 40 um, e comprimento de, pelo menos, 100 um (Fig.
9).
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Figura 9. Microcirculagiio de vaso medindo 100 pm. Arquivo pessoal.

3.6. Irradiagéo com o Laser de baixa intensidade (LBI)

A aplicacéo da irradiagdo com o LBI foi realizada com a utilizagdo do laser de
baixa intensidade semicondutor modelo Theralaser (D.M.C., Sdo Carlos, S.P. Brazil). A
irradiacdo com o LBI foi aplicada na bolsa escrotal ou no musculo cremaster exposto,
nos tempos descritos no planejamento experimental. Os parametros de irradiacdo foram
0s seguintes, laser vermelho: Comprimentos de onda 685 nm, Densidade de energia
(DE) 7 J/lcm?; Poténcia de 35 mW; Tempo de irradiacdo de 60 segundos e Area

Irradiada de 0,3 cm? .

3.7. Analise Estatistica
Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média e analisados
estatisticamente por analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguido pelo teste de
Tukey. Foram considerados significantes os resultados com p< 0,05. O nimero amostral
foi de 8 -10 animais/ grupo.
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4. RESULTADOS

4.1 Efeito do laser de baixa intensidade sobre o rolamento de células

inflamatdrias induzidos pelo veneno de B. jararaca (VBj).

Inicialmente avaliamos a aplicagéo de LBI topicamente antes do veneno e verificamos o
rolamento de células inflamatorias por um periodo de 30 min. Observou-se nos grupos
controles ndo envenenados (PBS ou PBS + LBI), um numero similar de células em
rolamento. No entanto, os camundongos no qual o VBj foi aplicado topicamente,
apresentaram aumento significativo de leucocitos em rolamento em todos os tempos
analisados (Fig. 10). A irradiacdo com o LBI causou uma diminuicdo significativa de
leucdcitos em rolamento, sendo essa diferenca mais significativa no tempo de 30 min
(Fig. 10 C).
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Figura 10: Células em rolamento na interacéo leucocito-endotélio em vénulas pos capilares
na microcirculagdo do musculo cremaster de camundongos induzida pelo veneno de
Bothrops jararaca (VB]) e irradiadas com LBI antes da aplicacdo do veneno. (A) 10 min,
(B) 20 min e (C) 30 min. O veneno (1ug/20 ul) ou PBS foram aplicadas topicamente no
musculo cremaster. O LBI (685 nm) foi aplicado imediatamente antes do veneno no mesmo
local e o rolamento leucocitario foi determinado em 100 um de extensdo de vénulas pds-
capilares. Resultados correspondem a média e desvio padrdo (n=8 animais por grupo) *p<0,05
em comparagao aos grupos controle, #p<0,05 em comparagdo ao grupo veneno.
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4.2 Efeito do laser de baixa intensidade sobre a adesao de células inflamatorias

induzidos pelo veneno de B. jararaca (VB)j).

Ao avaliarmos o evento de adesdo celular, com aplicacdo de LBI antes do
veneno topicamente por um periodo de 30 min, observamos que ndo houve diferenca

estatistica entre os grupos estudados até o tempo de 30 minutos (Fig. 11).
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Figura 11: Células aderidas em interacao leucdcito-endotélio em vénulas pés capilares na
microcirculagdo do musculo cremaster de camundongos induzida pelo veneno de Bothrops
jararaca (VBj) e irradiadas com LBI antes da aplicacdo do veneno. O veneno (1ug/20ul) ou
PBS foram aplicados topicamente no musculo cremaster. O LBI (685 nm) foi aplicado
imediatamente ap6s o veneno no mesmo local e a aderéncia leucocitéria foi determinada em 100
um de extensdo de vénulas pos-capilares. Resultados correspondem a média e desvio padrao
(n=8 animais por grupo).
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4.3. Efeito do laser de baixa intensidade sobre o rolamento de células

inflamatdrias induzidos pelo VBj.

A seguir avaliamos a aplicacdo do LBI topicamente imediatamente ao veneno e
verificamos por um periodo de 30 min. Ndo houve diferenca significativa em relacéo
aos grupos controles (PBS ou PBS + LBI), quanto ao numero de células em rolamento.
Nos camundongos no qual o VVBj foi aplicado topicamente, apresentaram um aumento
do ndamero de leucécitos em rolamento em todos os tempos analisados (Fig. 12). A

irradiagdo com o LBI causou uma diminuicdo desses leucécitos em rolamento (Fig. 12
C).
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Figura 12: Células em rolamento na interacdo leucécito-endotélio em vénulas pos capilares
na microcirculagdo do musculo cremaster de camundongos induzida pelo veneno de
Bothrops jararaca (VBj) e e irradiadas com LBI imediatamente a aplicacdo do veneno. (A)
10 min, (B) 20 min e (C) 30 min. As amostras de veneno (1ug/20 ul) ou PBS foram aplicadas
topicamente no musculo cremaster. O LBI (685 nm) foi aplicado imediatamente ao veneno no
mesmo local e o rolamento leucocitario foi determinado em 100 um de extenséo de vénulas pos-
capilares. Resultados correspondem a média e desvio padrdo (n=8 animais por grupo) *p<0,05
em comparagao aos grupos controle, #p<0,05 em comparagdo ao grupo veneno.
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4.4. Efeito do laser de baixa intensidade sobre a adeséo de células inflamatdrias
induzidos pelo VB.

Ao avaliarmos o evento de adesdo celular, com aplicacdo de LBI topicamente e
imediatamente ao veneno, observamos que ndo houve diferenca estatistica entre 0s

grupos estudados até o tempo de 30 minutos (Fig 13).
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Figura 13: Células aderidas em interagdo leucocito-endotélio em vénulas pos capilares na
microcirculacdo do musculo cremaster de camundongos induzida pelo veneno de Bothrops
jararaca (VB]) e irradiadas com LBI imediatamente a aplicacdo do veneno. O veneno
(1pg/20ul) ou PBS foram aplicados topicamente no musculo cremaster. O LBI (685 nm) foi
aplicado imediatamente ap6s 0 veneno no mesmo local do veneno e a aderéncia leucocitéaria foi
determinada em 100 um de extensdo de vénulas pds-capilares. Resultados correspondem a
média e desvio padrdo (n=8 animais por grupo).
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4.5. Recrutamento de celulas inflamatdrias induzidos pelo veneno de B. jararaca

(VB]) e tratados com o laser de baixa intensidade (LBI), apos 2 horas.

Para melhor copreender a capacidade do LBI em diminuir a migragdo de
leucdcitos para o foco de lesdo, verificarmos o recrutamento dessas células apos 2 h da
aplicacdo do veneno e do tratamento com o LBI. O grupo injetado com VBj néo teve
diferenga donuméro de leucdcitos em rolamento quando comparado ao controle (Fig.
14A). No entanto, o tratamento como LBI foi capaz de diminuir o numero de leucocitos
em rolamento quando comprado ao controle e ao VBj (Fig. 14A). O grupo injetado
com VBj apresentou aumento em relagcdo ao controle quando analisamos os leucdcitos
aderidos (Fig. 14B) e emigrados (Fig. 14C). Assim como observado nas células em
rolamento, a irradiacdo com o LBI causou uma diminuicdo dos leucécitos aderidos e

transmigrados (Fig. 14).
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Laser imediatamente apds injecdo do de veneno- 2 horas
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Figura 14: Células na interacdo leucdcito-endotélio em vénulas pds-capilares na
microcirculacdo do musculo cremaster de camundongos induzida pelo veneno de Bothrops
jararaca (VBj) e irradiadas com LBI imediatamente a aplicacdo do veneno. (A) Rolamento,
(B) Adeséo e (C) Transmigragdo. O veneno (1pg/100 ul) ou PBS foram injetados no saco
escrotal. O LBI (685 nm) foi aplicado imediatamente ao veneno no mesmo local. O rolamento e
adesdo foram determinados em 100 um de extensdo de vénulas pds-capilares. A transmigracao
50 um de cada lado do mesmo segmento vascular de 100 um e foram avaliados 2 h ap6s a
aplicagdo do veneno e LBI. Resultados correspondem a média e desvio padrdo (n=8 animais por
grupo) *p<0,05 em comparacdo aos grupos controle, #p<0,05 em comparacao ao grupo veneno.
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4.6. Recrutamento de celulas inflamatdrias induzidos pelo veneno de B. jararaca

(VB]) e tratados com o laser de baixa intensidade (LBI), apos 24 horas.

Para verificar a capacidade do LBI em diminuir a migracdo de leucditos para o
foco de lesdo, analisamos o recrutamento dessas células apds 24 h da aplicacdo do
veneno e do tratamento com o LBI. Na avaliacéo do rolamento da células obtivemos um
namero aproximado de células, ndo havendo diferenca significativa (Fig. 15A). Quando
avaliamos a adesdo e transmigracdo celular apés a injecdo do veneno, observamos que
houve um aumento do numero de leucdcitos comparado com o grupo controle e o
tratamento com o LBI causou uma diminuicdo significativa, tanto na adesdo quanto na

transmigracéo celular, quando comparado ao grupo laser (15 B e C).
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Figura 15: Células na interacdo leucdcito-endotélio em vénulas pdés-capilares na
microcirculagdo do musculo cremaster de camundongos induzida pelo veneno de Bothrops
jararaca (VBj) e e irradiadas com LBI imediatamente a aplicacdo do veneno. (A)
Rolamento, (B) Adesédo e (C) Transmigracdo. O veneno (1ug/100 ul) ou PBS foram injetados
no saco escrotal. O LBI (685 nm) foi aplicado imediatamente ao veneno no mesmo local. O
rolamento e adesdo foram determinados em 100 um de extensdo de vénulas pds-capilares. A
transmigracdo 50 um de cada lado do mesmo segmento vascular de 100 pm e foram avaliados
24 h apos a aplicagédo do veneno e LBI. Resultados correspondem a média e desvio padrdo (n=8
animais por grupo. *p<0,05 em comparacdo aos grupos controle, #p<0,05 em comparacdo ao

grupo veneno.
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4.7. Efeito do LBI sobre a reatividade vascular apés a aplicacéo topica do

veneno de B. jararaca (VBj).

A reatividade vascular foi avaliada através da medida do didmetro das vénulas
pos-capilares no periodo de 30 min da aplicagdo do VBj e irradiacdo do LBI. Nossos
resultados demonstraram que no tempo de 10 min ndo houve diferenca entre 0s grupos
(Fig. 16A). Nos tempos de 20 min, o veneno causou vasodilatacao, que nédo foi diferente
do controle, entretanto, o LBI causou vasoconstricdo que foi estatisticamente diferente
do grupo veneno. No tempo de 30 min, o VBj causou vasodilatagdo estatisticamente
diferente dos controles e, novamente, o LBI causou vasocontricdo estatisticamente
diferente do VBj (Fig. 16 B e C).
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Figura 16: Diametro das vénulas pos-capilares do musculo cremaster de camundongos
induzida pelo veneno de Bothrops jararaca (VBj) e imediatamente irradiadas com o LBI.

(A) 10minutos (B) 20 minutos (C) 30 minutos. As amostras de veneno (1pg/20 ul) ou PBS
foram aplicadas topicamente no musculo cremaster. O LBI (685 nm) foi aplicado
imediatamente apds o veneno no mesmo local e o didmetro das vénulas foi medido 10, 20 e 30
min da aplicacdo do VB;j. Resultados correspondem a média e desvio padrdo (n=8 animais por
grupo). *p<0,05 em comparacao aos grupos controle, #p<0,05 em comparacdo ao grupo veneno.
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5. DISCUSSAO

A busca por alternativas complementares a soroterapia é decorrente da falta de
eficiéncia terapéutica relacionada a neutralizacdo dos efeitos locais causados por
venenos botrépicos (ROSENFELD, 1971). A literatura tem sugerido a terapia com LBI
como uma alternativa eficaz para o tratamento de acidentes causados por serpentes
botrépicas devido sua capacidade de diminuir vérios efeitos locais, particularmente a
inflamacg&o, apds envenenamento botrépico experimental (DOURADO et al., 2003;
BARBOSA et al., 2009; NADUR-ANDRADE et al., 2012). No entanto, os mecanismos
envolvidos nesses efeitos do LBI ndo s&o conhecidos.

A inflamacdo € um processo que envolve maltiplos fatores que agem em uma
complexa rede enzimatica sendo que o ingresso de leucécitos no local da inflamacéo € o
evento crucial na patogénese da inflamacdo (KASAMA et al., 1995). No presente
estudo, a microscopia intravital, que permite a visualizacdo da microcirculacdo
sanguinea e a interagdo leucdcito-endotélio, aléem de importantes eventos e alteragdes
que possam ocorrer nesse sistema (GAVINS e CHARTTEJEE, 2004), foi empregada
para a observagdo “in vivo” da interacdo leucdécito-endotélio, com o intuito de verificar a
acdo do LBI sobre a migracdo leucocitaria causada pelo veneno de B. jararaca. A
compreensdo da acdo da fotobiomodulacdo em termos de diminuicdo da migragéo
leucocitaria pode fornecer uma estratégia terapéutica importante sobre a capacidade
dessa terapia em promover uma melhora da lesdo local causado por venenos botropicos
(BARBOSA et al., 2008; SOUZA et al., 2011).

Os parametros do laser usado neste estudo ndo demonstraram efeitos sobre a
microcirculacdo dos animais controles (aplicacdo topica de PBS), esse resultado esta de
acordo com a literatura que mostra que a FBM age principalmente em células com
funcGes comprometidas ou em desequilibrio homeostatico (MESQUITA-FERRARI et
al., 2011).

A aplicagéo topica do VBj no musculo cremaster causou aumento do numero de
células em rolamento. No entanto, ndo observamos células aderidas até o periodo de 30
min. Em contraste ao nosso resultado, Farsky et al. (1999) demonstraram uma
diminuicdo do rolamento e aumento de células aderidas, utilizando o0 mesmo protocolo
experimental também com o veneno do B. jararaca, no entanto o modelo animal

utilizado foi o rato. Essa discrepancia indica que diferentes espécies animais possam
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induzir diferentes respostas na microcirculacdo. A irradiacdo com o LBI aplicado antes
ou imediatamente, no mesmo local a aplicacdo do veneno, causou uma reducdo
significante da etapa de rolamento.

Para melhor verificar a acdo do LBI sobre a migracdo leucocitéaria causada pelo
VBj, avaliamos esse efeito no tempo de 2 e 24 horas da injecdo subcutanea do veneno
no saco escrotal dos camundongos, esses tempos foram escolhidos com base na
literatura que demonstra serem tempos representativos de predominio de adeséo (2 h) e
transmigracdo (24 h) isoladamente, ap6s a injecdo de VBj (ZYCHAR et al., 2010).
Nossos resultados demonstraram que o VBj causou aumento de células aderidas e
transmigradas nos tempos de 2 e 24 horas da injecdo do veneno, esses resultados estdo
de acordo com dados anteriores da literatura (ZYCHAR et al., 2010; FARSKY et al.,
1999). A aplicacéo do LBI causou reducéo tanto das células aderidas quanto das células
transmigradas, nos dois tempos avaliados. Varios estudos demonstram a eficacia da
FBM em reduzir a migracdo leucocitaria em diversos processos inflamatorios. Neste
sentido a literatura mostra reducdo de leucdocitos em artrite experimental (CARLOS et
al.,, 2014; PALOTTA et al.,, 2012), tendinite (XAVIER et al., 2010); inflamacéo
pulmonar (MIRANDA DA SILVA et al., 2015); mastite (WANG et al., 2014), entre
outros.

O extravasamento de leucdcitos requer o rolamento dessas células no endotélio
mediado pela molécula de adesdo LECAM-1, a firme adesdo que é dependente de
CD11b e ICAM-1 e a transmigracdo que é mediada por PECAM-1 (LIU et al., 2012). A
LECAM-1 é expressa constitutivamente em neutrofilos e, apds ativacdo, permite o
rolamento desses leucdcitos na superficie das células endoteliais, durante a fase inicial
da cascata de migracdo (KISHIMOTO et al., 1989). As moléculas de adesdo LECAM-1
sdo rapidamente externalizadas na membrana celular, enquanto a expressdo de CD11b
requer ativacdo na membrana de leucdcitos, facilitando o contato firme ao endotélio
vascular seguido pelo extravasamento (CARLOS et al., 1994). Neste sentido, ja foi
demonstrado que a migracdo de leucocitos induzida pelo VBj é dependente das
moléculas de adesdo LECAM-1, ICAM-1, LFA-1 e PECAM-1 (ZAMUNER e
TEIXEIRA, 2002), assim é possivel inferir que o LBI reduza a interacdo de leucocitos
com células endoteliais, possivelmente interferindo na ativagdo de moléculas de adeséo

responsaveis pelo recrutamento de células inflamatorias.
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Sabe-se que citocinas como o0 TNF-a e IL-6 sdo liberados no envenenamento
por B. jararaca e participam do fenémeno de migracdo leucocitaria (PETRICEVICH et
al., 2000; ZAMUNER e TEIXEIRA, 2002). Estas citocinas sdo consideradas como
mediadores chave na resposta inflamatéria por participar da indugdo de varios
componentes importantes neste processo, como a indugdo de moléculas de ades&o,
principalmente de VCAM-1 e ICAM-1, e assim, aumentando a interacdo leucdcito-
endotélio e a permeabilidade vascular (KUMAR et al., 2005; ANJOS-VALOTTA et al.,
2006, ZAMUNER e TEIXEIRA 2002). Neste sentido, ja foi demonstrado que o LBI
diminui a liberacdo, tanto de TNF-o quanto de IL-6 em diferentes modelos de
inflamagdo (MACEDO et al., 2015). Além disso, ja foi constatado, através da mesma
técnica de microscopia intravital, que a falta de efetividade do antiveneno é prejudicada
devido a demora na interacdo do veneno e antiveneno no local da lesdo (BATTELINO
et al, 2003). Assim, é possivel que a diminuicdo dos leucdcitos migrados em nosso
modelo experimental, tenha ocorrido indiretamente, devido a diminui¢do causada pelo
LBI dos mediadores inflamatdrios liberados no local, como histaminas, leucotrienos,
enzimas e algumas citocinas (incluindo TNF, IL-1, IL-6 e quimiocinas) que contribuem
para a migracdo leucocitaria. Neste sentido, estudos do nosso grupo utilizando o LBI no
comprimento de onda de 685 nm vermelho com densidade de energia de 2,2 J/cm? aos
30 min e 3 h ap6s a inoculacdo do veneno, foi verificado que o LBI diminuiu os niveis
de expressdo de RNAm das citocinas IL-1B, IL-6, IL-10 e TNF-a, assim como 0s
receptores de cinina B1 e B2 apds a injecdo do veneno de B. moojeni, no tecido plantar
de camundongos (NADUR-ANDRADE, 2016). Ainda, em modelo experimental de
artrite, utilizando o laser no comprimento de onda de 660 nm, no tempo de 10 segundos,
poténcia de 10 mW, energia total de 2,5 J/cm 2, o laser inibiu significativamente o
influxo de leucécitos, a liberacdo de IL-1 e IL-6 e também a atividade das
metaloproteinase-2 e 9, na cavidade articular (CARLQOS et al 2014).

O aumento de permeabilidade vascular é a primeira alteracdo que ocorre na
microvasculatura durante a inflamagdo (VANE, 1993). A vasodilatacdo é induzida pela
a acdo de mediadores como a histamina e o Oxido nitrico, além disso, causa o
extravasamento de fluido rico em proteinas para o intersticio, sequido de migracéo e
acumulo de leucdcitos no local da lesdo. A formacéo de fendas no endotélio venular, é
geralmente reversivel e curta, de 15 a 30 minutos (LENTSCH e WARD, 2000). Para

verificar se o LBI teria algum efeito na fase inicial do processo inflamatério, avaliamos
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a reatividade vascular apos a aplicacédo tépica do VBj e o tratamento com o LBI, no
periodo de 30 min. Nossos resultados demonstraram que o VBj causou vasodilatacdo
em vénulas pds-capilares, apds 30 min da aplicagdo do veneno, que é uma das primeiras
manifestacBes da inflamacdo aguda ocasionando a aumento do fluxo sanguineo. O
tratamento topico com o LBI causou uma vasoconstri¢ao ja aos 20 min apos a aplicacdo
do VBj e seu tratamento. E possivel que, em nosso modelo experimental, essa
vasocontri¢do causada pelo LBI tenha colaborado para a diminuigdo do fluxo sanguineo
reduzindo a quantidade de leucécitos que chegaram ao local de leséo, consequentemente
reduzindo a migracao.

Em resumo, os resultados apresentados em nosso estudo fornecem contribuicéo
importante para o entendimento do efeito anti-inflamatério do LBI na resposta
inflamatoria causada por venenos botrépicos, particularmente nas etapas envolvidas no

recrutamento leucocitario.
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6. CONCLUSAO

Considerando as andlises de microscopia intravital realizadas em musculo cremaster
de camundongos apds a injecdo do veneno de B. jararaca, bem como os parametros
utilizados, podemos concluir que o laser de baixa intensidade causa diminui¢do de
leucocitos no local de lesdo por reduzir as etapas de rolamento, firme adesdo e
transmigracao responsaveis pelo processo de migracdo leucocitaria. Além disso, o LBI

causa vasoconstri¢do contribuindo para a diminuicdo da migracgéo leucocitaria.
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8. ANEXO

i Comissio de Etica no
| b butantan Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulade "Avaliacde da eficacia do laser de baixa intensidade sobre alteractes induzidas pelo veneno da
serpente Bothrops jararaca na microcirculacdo do misculo cremaster de camundongos ", protocelado sob o CEUA n® 9251040515,
sob a respensabilidade de Luis Roberto De Camargo Gongalves & equips; Ingrid Sesirem Linhares; Stella Regina Zamuner - que
envolve a producde, manutencdo e/ou ufilizagde de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para
fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei 11.794, de & de outubro de 2008, com o
Decreto 6.899, de 15 de julho de 2009, com as normas edifadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal
(COMCEA), e foi aprovado pela Comissdo de Efica no Uso de Animais do Insfituto Butantan do Instituto Butantan (CEUAIE) em

reunidc de 22/07/2015.
We cerify that the proposal "Evaluation of the effectiveness of low-intensity Laser en the amendments induced by Bothrops
jararaca snake venom in the cremaster microcirculation of mice.”, utilizing 256 Heterogenics mice (256 males), protocol
number GEU& 9251040515, under the responsibility of Luis Roberto De Camargo Gongalves and feam, Ingrid Sesfrem
Linhares; Stella Regina Zamurner - which involves the production, maintenance and/er use of animals belonging to the phylum
Chordata, subphylum Veriebrata (except human beings), for scienfific research purposes (or teaching) - it's in accordance with
Law 11.794, of October & 2003, Decree 65399, of July 15, 2009, with the rules issued by the National Council for Control of
Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Butantan Institute

(CEUAIB] in the meeting of 07/22/2015.
Vigéncia da Proposta: de 08/2015 a 122016 Laboratario: Laboratorio De Fisiopatologia
Procedéncia: Biotério Externo
Espécie: Camundongos heterogénicos Género: Machos
Linhagem: Swiss

idade: B0a70dias M 256
Peso: 25a30g

Resumo: As serpentes do génere Bothrops sdo as responsaveis pelo maior nimero de acidentes ofidicos no Brasil, apresentando
efeitos sistémicos graves, além de induzirem um quadre fisiopatolégico caracterizado por reactes locais como edema, mionecrose,
dor, hemorragia & uma intensa reacdo inflamatoria. A utiizagdo do soro antibotrépice desempenha a fungdo de neutralizar a maior
guantidade possivel do veneno circulante, minimizando assim seus efeitos sistémicos, porém sua eficiéncia ndo se estende as
manifestacdes locais, sendo assim necessario o uso de cutro recurso terapéufico para o controle dessa manifestacdo. A laserterapia
de baixa intensidade & uma alternativa de tratamento em situac@es de injuria, devido a seus efeitos bicldgicos, tais como analgésicos,
antiinflamatorios e cicatrizantes, sendo considerado um recurso bioestimulante em tecidos.

Sao Paulo, 23 de julho de 2015

Prof. Dr. Yosé Ricardo Jensen
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Instituto Butantan
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