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RESUMO

O envenenamento induzido por serpentes do género Bothrops € caracterizada
por danos no tecido local envolvendo hemorragia, mionecrose e uma resposta
inflamatoria e hiperalgésica de instalagdo rapida e intensa. O tratamento mais eficaz
é a terapia de antiveneno, capaz de reverter 0s sintomas sistémicos, porém é ineficaz
em neutralizar a resposta local.

Neste estudo foi avaliado o efeito da fotobioestimulacdo com o laser de baixa
poténcia (LBP) e o light emitting diode (LED) no edema e hiperalgesia induzido pelo
veneno de B. moojeni e duas mitoxinas isoladas deste veneno a MjTX-I e -Il. Foi
utilizado o LBP no comprimento de onda de 685 nm e densidade de energia de 2,2
Jlcm?, do LEDs vermelho com comprimento de onda de 635 nm, e densidade de
energia de 4 Jicm? e LED infravermelho no comprimento de onda 945 nm e
densidade de energia de 4 J/cm®. O efeito do LBP e LED foram avaliados quando
aplicados sozinho ou conjuntamente com o antiveneno. Nossos resultados
demonstraram que tanto o LBP quanto o LED reduziram o efeito hiperalgésico
induzido pelo veneno de B. moojeni sozinho ou em combinacdo com o tratamento do
antiveneno. Verificamos que o LBP foi eficaz em reduzir niveis de transcri¢cdo de
RNAmM que traduz as citocinas pro-inflamatérias IL-1p, IL-6, e TNF-a, assim como
0s receptores de bradicinina B1 e B2. Ainda, o LBP foi capaz de aumentar a
expressao da citocina anti-inflamatoria IL-10, no musculo plantar de camundongos.

O tratamento com o LBP e LED reduziu o edema podal induzidos pela MjTX-I
e MjTX-Il de maneira semelhante. A combinacdo do soro antibotrépico com o LED
ndo melhorou o efeito da terapia de baixa poténcia sozinha, na reducdo da formacéo
de edema podal induzido pela MjTX-1 ou Il.

Os resultados obtidos neste trabalhno mostraram que o LBP e o LED nos
parametros utilizados possam ser uma alternativa para o tratamento dos efeitos locais
dos acidentes causados por serpentes botrépicas assim como uma importante
ferramenta para se estudar os mecanismos envolvidos no processo inflamatorio

induzido por venenos ou toxinas.

Palavras chaves: Bothrops moojeni, miotoxina, dor inflamatéria, edema, laser de

baixa poténcia, LED.



ABSTRACT

Envenoming induced by Bothrops snakes is characterized by drastic local tissue
damage involving hemorrhage, myonecrosis and proeminent inflammatory and
hyperalgesic response. The most effective treatment is antivenom therapy, which is
ineffective in neutralizing the local response. Herein, it was evaluated the effectiveness
of light-emitting diode (LED) at wavelengths of 635 and 945 nm in reducing
inflammatory hyperalgesia induced by Bothrops moojeni venom (BmV) or myotoxins
(MjTX-I and -11) isolated from this venom. LBP was irradiated at a wavelength of 685
nm and 2.2 J/cm2 energy density, red LED in wavelength of 635 nm and 4 J/cm2
energy density and infrared LED in 945 nm wavelength and energy 4 J/cm2 density.
The effect of LBP and LED were evaluated when applied alone or in combination with
the antivenom. Our results demonstrated that both LBP as well as LED reduced the
hiperalgesic effect induced by the B. moojeni venom alone or in combination with the
antivenon treatment. We note that the LBP was effective in reducing levels of mMRNA
transcript that translates the pro-inflammatory cytokines IL-1 B, IL-6, and TNF-a, as
well as receptors for bradykinin B1 and B2. Still, the LBP was able to increase the
expression of anti-inflammatory cytokine IL-10, on muscle plant of mice.

Treatment with LBP and LED reduced edema formation induced by MjTX
MjTX-1 and-Il in a similar manner. The combination of antivenom with the LED did
not improve the effect of low-level therapy alone, in reducing the edema formation
induced by MjTX-1 or II.

The results obtained in this study have shown that LBP and LED in the
parameters used can be an alternative for the treatment of the local effects caused by
bothropic venom accidents as well as an important tool for studying the mechanisms

involved in the inflammatory process induced by poisons or toxins.

Key words: Bothrops moojeni, myotoxin, inflammatory pain, edema, low level laser,
LED.
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1. CONTEXTUALIZACAO:

1.1 Acidente Botrdpico e sinais clinicos

Envenenamento por serpentes venenosas constituem um problema de saude
publica altamente relevante e negligenciado mundialmente, afetando especialmente
as areas rurais da América Latina, Africa e Asia (GUTIERREZ et al., 2006). No
Brasil, as serpentes responsaveis pelo maior nimero de acidentes ofidicos pertencem
a familia Viperidae do género Bothrops. O género Bothrops é de grande importancia
médica, social e cientifica, pelo fato de ser responséavel por 90% do total de acidentes
ofidicos no Brasil (BARRAVIERA, 1993).

Embora os venenos botrépicos apresentem variacbes quanto a composicdo e
atividades bioldgicas, ao serem injetados em humanos ou animais, induzem um
quadro fisiopatoldgico, caracterizado por reacdes locais imediatas e reacGes
sisttmicas. As manifestagcOes sistémicas sdo caracterizadas principalmente por
distarbios na homeostasia, deficiéncia na coagulacdo, alteracdo na agregacgdo
plaquetaria e deplecdo do fibrinogénio. Podendo gerar sangramentos em ferimentos
cutdneos pré-existentes e hemorragias a distancia, como a gengivorragia (HATI et
al.,, 1999). As principais causas de Obitos no envenenamento botrépico estdo
relacionadas a insuficiéncia renal aguda (AMARAL et al., 1985), sangramento em
orgaos vitais e choque (KOUYOUMDJAIN et al., 1991).

Dentre esses efeitos, o processo inflamatdério é intenso e particularmente
relevante, uma vez que é frequentemente seguido por dano tecidual local, levando a
necrose com processo pobre de regeneracdo dos tecidos, com a ocorréncia de
sequelas permanentes associados a perda tecidual e disfuncdo, e suas consequentes
implicacdes sociais e psicoldgicas (TREBIEN & CALIXTO, 1989).

Estudos experimentais tém evidenciado que a resposta inflamatdria local
induzida por venenos do género Bothrops € caracterizada por exsudacdo de proteinas
plasmaticas, que causam a formacdo de edema (GALVAO et al., 2010; OLIVO et
al., 2007; COLLARES-BUZATO et al., 2002; TREBIEN & CALIXTO, 1989).
Além disso, Zamuner et al., (2001) demonstraram que os venenos de Bothrops asper
e Bothrops jararaca, além de causarem a migragdo de células inflamatorias, séo

capazes de ativar vérias fungGes microbicidas nestas células, como fagocitose e
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liberacdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Ademais, 0 recrutamento
leucocitério acarretado pelos venenos de Bothrops jararaca e Bothrops asper
acompanha a liberacdo de mediadores inflamatdrios tais como as citocinas
interleucina-6, TNF-a e interferon-gama (ZAMUNER et al., 2001; FARSKY et al.,
1997), bem como os mediadores lipidicos prostaglandina E, tromboxano A, e
leucotrieno B, (ZAMUNER; TEIXEIRA, 2002; ZAMUNER et al., 2001). Os
venenos botrdpicos, além de induzirem a liberacdo de mediadores inflamatorios,
podem, eventualmente, ativar mecanismos intracelulares naquelas células que
induzem a geracdo de substancias capazes de ampliarem seu efeito lesivo
(ZAMUNER et al., 2001). Ademais, foi demonstrado que a reacao local inflamatéria
desencadeada pelo veneno botrépico é distinta dos demais processos inflamatorios
por ndo ser modulada, em sua fase aguda, por glicocorticbides (GUTIERREZ;
RUCAVADO, 2000). Estes hormonios, dentre outras atividades, inibem a ativacéo
de fosfolipases que sdo constituintes abundantes dos venenos botropicos. A presenca
de dor € outro fenbmeno frequente em picados por serpentes do género Bothrops
sendo que a literatura demonstra que a hiperalgesia induzida por venenos botropicos
é mediada ao menos em parte por bradicinina, fosfolipases A,, leucotrienos e PAF
(CHACUR et al., 2001; TEIXEIRA et al., 1994) e que os mastocitos contribuem
para a hiperalgesia causada pelo veneno de B. jararaca (BONAVITA et al., 2006).
Usando células musculares em cultura e musculos isolados, Cintra-Francischinelli et
al., (2010) demonstraram que miotoxinas isoladas do veneno de B. asper induzem
um rapido influxo de K* e ATP, os quais também sdo responsaveis pela dor forte,

comumente relatada ap6s picadas do género Bothrops.

1.2 Bothrops moojeni

A serpente Bothrops moojeni é a maior serpente das areas de mata ciliar, das
regibes central e sudoeste do Brasil (NOGUEIRA et al., 2003). Em funcdo do
comportamento agressivo e porte avantajado, esta serpente é capaz de se adaptar aos
ambientes modificados, tornando-se a principal espécie dos cerrados
(KOUYOUMDJIAN; POLIZELLI, 1989). Alem disso, as serpentes dessa espécie
séo responsaveis por cerca de 90% dos acidentes ofidicos que ocorrem na regido de
Sao José do Rio Preto, no estado de S&o Paulo. Ainda, no estado de Minas Gerais, a

cidade de Uberlandia e regido a espécie B. moojeni apresentou a maioria dos casos de
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envenenamento registrados no Hospital de Clinica da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU) entre 1984 e 1991 (NISHIOKA; SILVEIRA, 1992). Os sinais
clinicos desses acidentes mostram que os efeitos locais causados por essas serpentes,
podem ser mais graves e com maior nimero de complicacbes do que daquelas
causados pela serpente Bothrops jararaca (MINISTERIO DA SAUDE, 1999).

O veneno da B. moojeni possui alta atividade proteolitica, contém uma
variedade de enzimas, tais como L-amino &acido oxidase, fosfatase alcalina,
fosfodiesterase, fosfolipase, hialuronidase, 5°- nucleotidase, peptidases, e
metaloproteases (FERREIRA et al., 1992; LEITE et al., 1992; ASSAKURA et al.,
1985). O veneno desta espécie causa dano histoldgico e disfuncdo renal em ratos, e
em células epiteliais renais em cultura (FERREIRA et al., 1992; FURTADO et al.,
1991).

Quanto ao veneno de B. moojeni, ndo existem estudos suficientes na literatura
relacionados a caracterizacdo dos efeitos inflamatdrios locais por ele causados, o que
demanda a realizacdo de estudos a este respeito.

Os relatos clinicos, relativos aos efeitos edematogénicos locais, causados pelo
veneno da B. moojeni, demonstram sérias complicacdes (NOGUEIRA et al., 2003).
Neste sentido, Galvao et al., (2010) demonstraram que o veneno da B. moojeni induz
a formacdo de edema, que é mediado pela histamina, prostaglandinas e leucotrienos e
que os mastdcitos sdo fontes importantes desses mediadores para o inicio da
inflamacdo local induzida por esse veneno. Apesar da importdncia médica, do
acidente causado por esta serpente, nas regides Centro-Oeste e Sudeste do Brasil
(NOGUEIRA et al., 2003), os estudos relacionados a reacdo local inflamatéria
causada pelo veneno da B. moojeni, em particular o edema e dor, sdo escassos e
incompletos justificando estudos adicionais.

A partir do veneno de Bothrops moojeni foram isoladas duas miotoxinas
béasicas com peso molecular de aproximadamente 13,5 KDa, a MjTX-1 e a MjTX-II,
sdo homologas de fosfolipases A, (PLA2), essas miotoxinas apresentam uma lisina
na posicao 49 sendo classificadas de Lys-49 PLA2, essas miotoxinas ndo apresentam
atividade catalitica em substratos artificiais, assim como atividades trombotica ou
hemorrégica, no entanto sdo altamente mionecroticas e edematogénicas (SOARES et
al., 2004). Apesar da falta de atividade PLA; ja foi demonstrado que essas

miotoxinas desta classe induzem um processo inflamatério caracterizado por
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aumento da permeabilidade vascular, migracdo celular e liberacdo de mediadores
pro- inflamatdrios, como a IL-1 e IL-6 (ZULIANI et al., 2005).

E interessante que as miotoxinas isoladas de venenos botrépicos apresentam
uma grande homologia sequencial e estrutural entre si. Essa caracteristica, no
entanto, ndo € suficiente para determinar atividades cataliticas e biologicas

semelhantes.

1.3 Resposta Inflamatoria aguda no envenenamento

A inflamac&o é uma reacdo do organismo frente a uma infeccdo ou lesdo dos
tecidos, tendo como objetivo proteger o organismo contra uma agressao local do
tecido conjuntivo. Apds o desencadeamento da inflamacdo, observa-se uma primeira
fase, denominada de fase aguda, caracterizada pelos sinais classicos da inflamacéo:
calor, rubor, edema, dor e perda de funcédo (para revisao ver GARCIA-LEME, 1989).

A resposta inflamatdria aguda induzida pelo veneno botrépico apresenta sinais
caracteristicos de um quadro inflamatdrio agudo, que se caracteriza por trés eventos
principais: 1) alteracBes no calibre vascular, que levam ao aumento do fluxo
sanguineo; 2) mudancas estruturais na microvasculatura, permitindo que fluidos e
proteinas plasmaticas, deixem a circulacdo, resultando em quadros algicos e
edematogénicos; 3) migracdo leucocitaria da microcirculacdo e sua acumulagdo no
foco da injaria (COLLINS, 1999).

Os eventos inflamatérios decorrem, em grande parte, da acdo de mediadores
inflamatorios pré-formados e armazenados em granulos ou recém-sintetizados, que
sdo liberados no decorrer da resposta inflamatéria (GARCIA-LEME, 1989). Esses
mediadores podem ser de origem plasmatica (fatores do sistema complemento e
cininas) ou celular (6xido nitrico, histamina, eicosanoides, serotonina, fator de
ativador de plaquetas, neurocininas e citocinas) (LYONS, 1995).

A formagdo do edema ocorre devido a diversos eventos que ocorrem na
microcirculagdo, iniciando com uma vasoconstricdo, seguido da dilatagdo, do
aumento do fluxo local e da permeabilidade vascular, ocorrendo extravasamento
material proteico do plasma para o intersticio. O efeito edematogénico ocasionado
pelos venenos botropicos, nao foi atribuida a nenhuma proteina isolada, por se tratar,
possivelmente, da somatoria de efeitos de varias toxinas presentes nesses venenos.

Estudos experimentais mostram evidéncias sobre a participacdo de toxinas
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hemorragicas (RODRIGUES et al., 2001), proteases, fosfolipases A,, componentes
dos venenos de causam liberacdo de histamina de mastocitos e substancias que
ativam o sistema complemento (DIAS DA SILVA et al., 1995; GUTIERREZ;
LOMONTE, 1989). Outros autores demonstraram que o edema induzido pelos
venenos da Bothrops jararaca, Bothrops insularis e Bothrops asper ocorre devido a
acdo de mediadores a e [ adrenérgicos, fator de ativador de plaquetas (PAF),
eicosanoides, aléem de serotonina e histamina (OLIVO et al., 2007; TREBIEN;
CALIXTO, 1989). Por outro lado, CHAVES et al. (1995) observaram a participacédo
de eicosantides e de mediadores o-adrenérgicos, mas ndo a de histamina e
mediadores B-adrenérgicos no edema induzido pelo veneno de B. asper em
camundongos.Ainda, foi demonstrado que o edema induzido pelos venenos de B.
asper e B. jararaca aumentam os niveis de prostaglandina E, e que este aumento é
via expressdo de COX-2 (OLIVO et al., 2007).

As lesdes locais induzidas por venenos de serpentes do género Bothrops tém
sido investigadas, possibilitando o entendimento dos mecanismos fisiopatoldgicos e
farmacoldgicos envolvidos na génese destes fenbmenos e a caracterizacdo das
substancias presentes nestes venenos, responsaveis pelo quadro local. Entretanto,
ainda ha uma série de incdgnitas com relacdo a patogénese destes efeitos, que ainda

permanecem como um desafio a pesquisa toxinolégica.

1.4 Dor inflamatéria

A IASP- International Association for the Study of Pain — em 1986 definiu a
dor como: “Uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel que ¢ associada as
lesdes reais ou potenciais ou descrita em termos de tais lesdes”. A dor contém um
fator cognitivo e emocional e, € mediada pelo sistema nervoso, no entanto, clinica e
experimentalmente se faz necessario a distingdo entre a dor percebida e a resposta ao
dano tecidual ou nocicepgdo (KANDEL et al., 2003; MERKE e BOGDUK, 2003). E
um sinal caracteristico dos mecanismos normais de protecdo do organismo contra o
dano tecidual (DRAY, 1997).

A inflamacédo € por si sO, um grande agente causador de dor. A liberacdo de
mediadores gerados durante o processo inflamatorio induz um aumento da atividade
dos nociceptores, o que se traduz em dor inflamatéria (LEVINE e REICHLING,
1999). Esses mediadores podem agir direta ou indiretamente sobre os receptores para
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dor (nociceptores), conjuntamente com a formacédo de edema local e lesdo dos feixes
nervosos periféricos sensitivos (DRAY; PERKINS, 1993).

O inicio da propagacéo da dor é dado pela geracdo de potenciais de acdo nas
fibras aferentes primarias de pequeno didmetro, classificadas como fibras C e A8,
que possuem receptores especificos para a dor, denominados nociceptores. Os
nociceptores sdo normalmente ativados por estimulos de intensidade lesiva de
origem mecénica, térmica ou quimica (ALMEIDA et al., 2004; RIEDEL E NEECK,
2001). Os neur6nios aferentes priméarios, uma vez ativados, fazem conexdes, diretas
ou indiretas, com neurdnios intrinsecos na coluna posterior da medula espinal
(CPME) classificados como: a) neurbnios de projecdo, que levam a informacéo
nociceptiva para centros superiores do cérebro; b) interneurbnios excitatérios, que
levam os impulsos sensoriais para 0s neur6nios de projecdo; ou c) interneurdnios
inibitdrios, que regulam o fluxo de informacdo nociceptiva para 0s centros superiores
(JESSEL, 1991).

Na medula espinal, a transmissdo nociceptiva envolve ainda a participacdo de
canais i6nicos (ALTIER E ZAMPONI, 2004), expressos nos neurdnios sensoriais,
sendo que a ativacdo de alguns destes gera correntes que despolarizam ou
hiperpolarizam a membrana celular causando excitacdo ou inibicdo neuronal. Os
principais canais envolvidos nesse processo sdo 0s canais de sodio, 0s canais de
calcio dependentes de voltagem e os canais de potassio (LEE et al., 2005).

Da medula, a informagdo nociceptiva é levada para estruturas do tronco
encefalico e diencéfalo, por diferentes vias ascendentes, pelos neurénios de projecédo
(MILLAN, 1999). Dentre as principais projecdes supraespinais da via nociceptiva
estdo os tratos espinomesencefalico, espinoreticular, espino-hipotaldamico e
espinotalamico, sendo este Ultimo o mais proeminente na conducdo do impulso
nocivo (JESSEL, 1991). A via espinotalamica projeta-se para 0s nucleos talamicos
ventrais postero-lateral (VPL) e ventral postero-medial (VPM), envolvidos com os
componentes discriminativos da sensibilidade dolorosa e para os nucleos talamicos
inespecificos  (centromedial, centrolateral, laterocentral e intralaminares),
relacionados com os componentes afetivos da dor.

O dano tecidual provoca uma cadeia de eventos que estdo intimamente ligados
ao processo inflamatorio. Durante este processo, a liberacdo dos mediadores
quimicos é capaz de modular a resposta inflamatdria e interferir com a atividade de

fibras nervosas sensitivas aferentes. Esta interferéncia é mediada pela ligacdo de
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substancias em receptores especificos expressos nas fibras sensitivas, e/ou ativacao
de mensageiros secundérios, induzindo a hiperalgesia (FERREIRA et al., 1993). A
hiperalgesia € causada pela sensibilizacdo dos nociceptores, e envolve tanto a
sensibilizacdo das terminacGes nervosas nociceptivas periféricas, pela acdo de
mediadores quimicos, quanto a facilitacdo central (corno dorsal da medula e talamo)
da transmissdo sinaptica nervosa (DRAY, 1994). Muitos mediadores provém de
tecidos lesionados e adjacentes, de leucdcitos circulantes e plaquetas, endoteliais
vasculares, células imunes residentes nos tecidos (incluindo mastécitos) e fibras
sensoriais simpaticas (LEVINE e REICHLING, 1999), entre os mediadores quimicos
estdo: metabdlitos do acido araquidénico (prostaglandinas e leucotrienos),
aminoacidos ou seus derivados (glutamato, noradrenalina, serotonina, dopamina e
Oxido nitrico), peptideos (cininas, taquicininas entre outros), proteinas (fator de
crescimento do nervo), que sdo responsaveis pela multiplicidade de eventos que
ocorrem durante a transmissdo dolorosa, tanto no sistema nervoso periférico, quanto
no central (CALIXTO et al., 2000; BESSON, 1999; FURST, 1999). Além da
estimulacdo das fibras sensitivas pelos mediadores quimicos, a liberacdo de radicais
livres, 0 edema e a alteracdo do pH local, proporcionados pela inflamagdo, sdo
fatores de interferéncia na atividade das fibras nervosas (DRAY, 1994).

As células da glia da medula espinal, por meio de liberacdo de mediadores
nociceptivos, tém papel relevante para a transmissdo da informacdo nociceptiva no
sistema nervoso central (WATKINS & MAIER, 2003; WATKINS et al., 2001,
BARRES 1991). A glia é formada pela macroglia (oligodentrdcitos e astrdcitos) e
pela microglia (HAYDON, 2001). Evidéncias recentes tém demonstrado a existéncia
de interacdo entre astrocitos e neurbnios (PEREA & ARAQUE, 2002; ARAQUE et
al., 2001) através de estudos empregando células em cultura mostraram que
neurotransmissores liberados por neurdnios induzem, nos astrécitos, aumento dos
niveis celulares de Ca*™*, com consequente liberacdo de glutamato. Este glutamato
liberado modula a excitabilidade neuronal e 0 aumento da transmissdo sinaptica
(HAYDON, 2001). Os oligodentrocitos sao responsaveis pela mielinizacéo das fibras
nervosas no SNC e podem ser considerados como equivalente as células de Schwann
no sistema nervoso periférico. A microglia € o primeiro tipo de célula a responder a
diversos tipos de injaria. A ativacdo microglial envolve um padrdo de resposta

celular estereotipado, com proliferagéo e recrutamento celular para o local da leséo,
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aumento da expressao de imunocélulas e mudancas funcionais, incluindo a liberagéo
de mediadores citotdxicos e/ou inflamatorios (COLBURN & DELEO, 1999).

As células da glia sintetizam varias substancias dentre elas as prostaglandinas,
o glutamato, o &cido araquidénico, o 6xido nitrico, quimiocinas e citocinas (STELLA
etal., 1994).

Dados na literatura tém demonstrado que a glia (astrdcitos e microglia), além
da participacdo em processos inflamatorios, tém papel relevante para a manutencao
de processos nociceptivos (MILLIGAN et al., 2003; WATKINS & MAIER, 2003).
Assim, tem sido evidenciada a participacdo das células gliais na hiperalgesia

induzida por processos inflamatdrios periféricos.

1.4.1 Marcacdo neural e nocicepcao

A andlise da expressdo da proteina Fos tem sido utilizada em estudos das bases
neurais da nocicepcdo. H& aproximadamente uma década, Hunt et al., (1987)
descreveram a expressao do gene c-fos e seu produto proteico, a proteina Fos, em
neurdnios do corno dorsal da medula espinhal, lombar, de ratos, submetidos a
estimulagdo nociva.

A ativacdo da proteina Fos se da pelos mais diversos estimulos, como, por
exemplo, a despolarizacdo de neurénios (MORGAN; CURRAN, 1986), epilepsia,
estresse (DEL BEL et al., 1993) e estimulo nociceptivo (HARRIS, 1996), podendo estar
envolvida em varios processos fisioldgicos.

A descoberta do gene c-fos e de seu produto de transcri¢do, a proteina Fos no
sistema nervoso central apos estimulacdo nociva periférica (HUNT et al.,1987) tornou
possivel buscar informacBes sobre as vias neurais envolvidas na nocicepcdo, e sua
expressao tem sido utilizada no mapeamento de vias nociceptivas e na investigacao dos
fatores que modulam suas atividades (HERDEGEN E LEAH, 1998; HARRIS, 1996). A
literatura demonstra que estimulos nocivos de natureza mecanica, quimica ou térmica
do membro posterior ou da cauda ou ainda a estimulagdo elétrica de fibras do tipo C do
membro posterior de ratos, resultam em distribuicdo bilateral similar de células
imunorreativas a proteina Fos em diversas regides do SNC (HERMANSON E
BLOMQVIST, 1996; BULLIT, 1990). Sua expressdo tem inicio entre 1 e 2 horas ap6s o
estimulo, e atinge um pico apds 2 horas nas laminas | e Il da medula espinal,

ipsilateralmente a estimulacdo nociva (HUNT et al., 1987). Depois de decorridas 8
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horas do estimulo é possivel observar uma marcacéo nas laminas profundas V, VI, Vil e
X com um pico apds 16 horas. Ainda a distribui¢do de Fos no cérebro ocorre de maneira
similar ao que e considerado o sistema central da dor, apés diferentes estimulos
nociceptivos (HARRIS, 1996; LANTERI-MINET, 1993; PERTOVAARA et al., 1993;
HONKANIEMI, 1992; BULLIT, 1990). Ainda, o aumento da expressdo de Fos, é
observado em diferentes areas do encéfalo e medula espinal, tanto apos estimulacéo
elétrica de fibras nociceptivas quanto apds a inducdo de inflamacdo aguda e crénica
(BURITOVA et al., 1995; LANTERI-MINET et al., 1993; HERDEGEN et al., 1991).
Alguns estudos sugerem uma correlacédo direta entre nocicepcao e expressdo de Fos uma
vez que a antinocicepcao, via opioides, observada no teste da formalina, é acompanhada
proporcionalmente da inibicdo de Fos na medula espinal (GOGAS et al., 1991). Ainda,
sua expressdo em neurdnios espinais, frente a estimulacdo nociva periférica, é suprimida
por drogas analgésicas e modulada por N-metil D-Aspartato (NMDA) e éxido nitrico
sintase (HARRIS, 1998).

Foi demonstrado que estimulos dolorosos de diferentes origens e intensidades
induzem respostas distintas no que se refere a expressao Fos em diferentes areas do
sistema nervoso. Nesse sentido, observou-se que a expressdo de Fos ocorre de maneira
distinta nas colunas lateral ou dorsal da PAG (Substancia cinzenta periaquedutal) e em
diferentes areas da medula espinal, dependendo do tipo e intensidade de estimulo
doloroso aplicado (LUMB, 2002; KEAY et al., 2001) foi também demonstrada
somatotopia na expressdo de Fos em diferentes areas da medula espinal frente a
estimulagdo nociva em diferentes areas do mesmo membro (MINETA et al., 1995;
ALOISl etal., 1993; BULLITT, 1991).

1.5 Soroterapia

O tratamento preconizado para o0 acidente botropico é a soroterapia com
antiveneno botropico. Devido a eficiéncia dos antivenenos, os coeficientes de
letalidade, decorrentes desses acidentes, tém revelado tendéncia decrescente ao longo
do tempo. No entanto, os efeitos locais sdo dificilmente antagonizados. Estudos
experimentais tém sugerido que existe uma significante, embora parcial,
neutralizacdo da hemorragia, edema e mionecrose local apenas quando o antiveneno
¢ administrado rapidamente apds o envenenamento (CHAVES et al., 2003,
GUTIERREZ, 1988). Neste sentido, Camey et al. (2002), estudaram o efeito
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farmacoldgico do veneno de cinco espécies botropicas brasileiras em relagdo a sua
letalidade, atividade hemorragica, necrosante, proteolitica da fosfolipase, coagulante
e fibrinolitica. Os resultados indicaram que o antiveneno foi efetivo na neutralizacéo
sisttmica da atividade toxica de todos os venenos testados. Porém, os efeitos locais
ndo foram neutralizados pelo uso de antiveneno e os mecanismos envolvidos nesta
falta de protecdo, até 0 momento, ndo foram esclarecidos.

No caso do veneno de B. moojeni, o edema é um achado comum que é
frequentemente seguido de pressdo intracompartimental levando a sindrome
compartimental. Essa reacdo local e a mionecrose ndo sdo previnidas, mesmo
quando, uma grande quantidade de antiveneno é administrada 3 horas depois do
acidente (KOUYOUMDJIAN; POLIZELLLI, 1988).

No Brasil, tem sido crescente o interesse em investigar terapias coadjuvantes a
soroterapia ja existente, com o propdsito de diminuir a miotoxicidade local, como
terapias que combinam o uso da soroterapia a aplicacdo de extratos de plantas
medicinais (PEREIRA et al., 2009; CAVALCANTE et al., 2007; ESMERALDINO
et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2005) e substancias como heparina e polianions
(ROSTELATO-FERREIRA et al., 2010). Entretanto, qualquer que seja a abordagem
terapéutica até hoje disponivel, esta tem se mostrado ineficaz na neutralizagdo dos
efeitos locais causados pelo veneno botrdpico, 0s quais sdo de evolucdo répida e
intensa. Por esses motivos a procura pdr abordagens alternativas as usualmente
empregadas tem sido motivo de interesse e se constituem em medidas extremamente
relevantes para neutralizacdo e/ou diminuicéo dos efeitos degenerativos, bem como a
aceleracdo do processo regenerativo. Outra possibilidade que comeca a ser

investigada é a utilizacdo de laserterapia.

1.6 Terapia com laser de baixa poténcia

A palavra laser significa “Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation”, ou seja, ampliacdo da luz por emissdo estimulada de radiacdo. A
laserterapia tem sido muito utilizada nas Ultimas décadas, inclusive nas areas
médicas e paramedicas, iniciando a acdo ou a estimulagdo bioquimica, fisioldgica ou
atividade proliferativa das células e tecidos.

Geralmente a extensdo da interacdo entre lasers e os tecidos é determinado pelo

comprimento de onda de luz laser, pelas caracteristicas opticas de cada tecido, pela
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densidade de poténcia (irradiancia), energia total entregue sobre a area da superficie
irradiada (densidade de energia), duracdo da exposicdo e 0 modo de entrega da
energia para o tecido alvo (TUNER; HODE, 2002; BAXTER, 1997; KITCHEN;
PARTRIDGE, 1991).

A luz laser ao incidir em um meio, pode ser refletida, espalhada, transmitida ou
absorvida. O laser fornece uma quantidade elevada de fétons que em parte séo:
refletidos, dispersos e transmitidos ao atingir o tecido biolégico e o restante é
absorvido em diferentes camadas da epiderme e da derme, de acordo com 0s
constituintes de cada camada. Para que a radiacdo laser produza um efeito
terapéutico no corpo humano, é necessario que ela seja absorvida para que ocorra a
interacdo com as estruturas moleculares e celulares (MELLO & MELLO, 2001;
GENOVESE, 2000; BRUGNERA JUNIOR; PINHEIRO, 1998).

A aplicacdo do laser de baixa poténcia (LBP) tém como finalidade restabelecer
o0 equilibrio bioldgico celular melhorando as condi¢6es de vitalidade tecidual. Assim,
esses laseres sdo reconhecidos por sua agdo analgésica, biomoduladora e
antiinflamatéria sobre tecidos duros e moles produzido por efeitos fotoquimicos e
fotoelétricos ao invés de efeitos térmicos (MELLO & MELLO, 2001; BELKIN et
al., 1988). O LBP age principalmente sobre as organelas celulares (mitocondrias e
membranas), gerando aumento de ATP (Trifosfato de Adenosina) e modificando o
transporte ibnico. Acredita-se que existam fotorreceptores sensiveis a determinados
comprimentos de ondas, que ao absorverem fotons, desencadeiam reacfes quimicas.
Desta maneira o LBP acelera, em curto prazo, a sintese do ATP (glicose e oxidacdo
fosforilativa) e em longo prazo a transcricgdo do DNA (KARU, 1989) e ainda,
favorece a producdo de acido araquidénico e a transformacdo de prostaglandina em
prostaciclina, justificando sua acdo antiedematosa e anti-inflamatéria (MESTER et
al., 1985), promove aumento da endorfina circulante (beta endorfina)
proporcionando o efeito analgésico na dor ndo inflamatéria (CAMPANA et al.,
1998).

Apesar de existir uma grande quantidade de estudos mostrando os efeitos do
LBP sobre as células e tecidos, vale ressaltar que as informagfes sobre 0 mecanismo
de acdo do laser sobre os tecidos biologicos, ainda ndo sdo conclusivas, portanto

estudos adicionais sdo necessarios.
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1.7  Terapiacom LED

O LED (Light Emitting Diode) ¢ um dispositivo semicondutor que quando
polarizado adequadamente emite luz monocromatica e ndo coerente, na faixa visivel
ou invisivel, dependendo de seus componentes (ZANIN, 2002). O LED caracteriza-
se por necessitar de menos energia para emissao do comprimento de onda desejado.
Segundo alguns autores, a terapia com o LED em baixa poténcia pode gerar efeitos
semelhantes aos obtidos com a terapia a laser de baixa poténcia (KARU et al., 2003;
ZANIN, 2002). O aumento da atividade celular, tanto em divisdo como em sintese,
tem sido relacionados ao comprimento de onda e com a dose, e ndo especificamente
a fonte de luz. O processo de absor¢do luminosa por cromoforo tecidual esta
relacionado ao comprimento de onda do féton. Este deve possuir um pacote
energético especifico para que promova reacBes moleculares. Quando ocorre a
absorcao de fotons por um croméforo, um estado molecular eletronicamente excitado
se estabelece, resultando em aumento ou reducdo de atividade celular (KARU et al.,
2003).

Os LEDs podem ser usados na Fisioterapia (dores musculares crénicas e
agudas), na Odontologia (tecidos inflamados, ulceracbes, entre outros), na
Dermatologia (reducdo de edemas, Ulcera e dermatites), e muitas outras
especialidades (EL SAYED; DYSON, 1990). Sdo aplicados diretamente na area
lesada ou em varios pontos do corpo.

Atualmente, os LEDs estdo surgindo como uma fonte de luz alternativa na
fotobioestimulacdo aplicada a reducdo de edemas e tecidos inflamatérios. A
utilizacdo da radiacdo LED permite uma reducdo significativa no custo do tratamento

quando comparado ao tratamento com a terapia com laser.

1.8  Fotobioestimulacéo e acidente ofidico

A literatura ainda € escassa sobre os efeitos do laser de baixa poténcia sobre a
reacdo local causado por veneno ofidico. Dourado, et al. (2003) , estudaram o efeito
da irradiacdo laser em mionecrose, no musculo gastrocnémio de camundongos,
causado pela injecdo intramuscular de veneno de serpente B. moojeni. Esses autores
observaram que o tratamento com esse laser diminuiu consideravelmente a

mionecrose, inibindo a habilidade do veneno de desfazer a integridade da membrana
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plasmatica. Estudos ralizados por nosso grupo demonstram que o tratamento com o
laser e LED aplicados 30 min e 3 h ap0s a injegdo do veneno de B. moojeni e por
duas miotoxinas isoladas deste veneno foram efetivos na redugdo do edema e
hemorragia (NADUR-ANDRADE et al., 2011). Ademais, outros estudos realizados
por nosso grupo demonstram que o laser de baixa poténcia reduz o edema causado
pelo veneno de B. jararacussu em modelo de inflama¢do muscular. Além disso, o
tratamento conjunto do laser com o antiveneno botrépico potencializa o efeito
observado com o laser por si s0, reduzindo o efeito edematogénico do veneno de B.
jararacussu (BARBOSA et al., 2008). Ainda, demonstramos que o laser de baixa
poténcia, além de inibir o edema e a amigracdo de leucdcitos, também reduziu a
alodinia e a hiperalgesia causada pelo veneno de B. jararacussu (GUIMARAES-
SOUZA et al., 2011). Esses resultados sugerem que a fotobioestimulacdo possa ser

uma alternativa a mais para o tratamento de acidentes com serpentes botrdpicas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Avaliar o efeito terapéutico do laser de baixa poténcia (LBP) e LED sobre
0 edema e hiperalgesia inflamatdria causada pelo veneno de Bothrops moojeni e por

duas miotoxinas isoladas deste veneno em camundongos.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Caracterizar a reacdo edematogéncica induzida por duas miotoxinas (MjTX-I e
MjTX- I1) isoladas do veneno Bothrops moojeni, em camundongos, quanto:

- a formacdo do edema podal (cinética);

- & neutralizacdo do edema podal pelo soro antibotropico polivalente;
2.2.2 Avaliar a eficacia do LED Vermelho, LED Infravermelho e LBP no edema
podal induzido pelas miotoxinas sozinho ou conjuntamente com o soro antibotrépico.
2.2.3 Padronizar o modelo de hiperalgesia inflamatdria induzida pelo veneno de
Bothrops moojeni por meio da avaliagcdo da sensibilidade cutanea por filamentos de
Von-Frey e térmica pelo teste plantar;
2.2.4 Avaliar a eficacia do soro antibotropico frente a sensibilidade dolorosa;
2.2.5 Avaliar o efeito do LBP e do LED Vermelho e Infravermelho sobre a
hiperalgesia e alodinia induzidas pelo veneno;
2.2.6 Avaliar o efeito do tratamento conjunto do LBP ou do LEDs com o0 soro
antibotropico sobre a hiperalgesia e alodinia induzidas pelo veneno;
2.2.7 Avaliar o efeito do tratamento com LBP sobre a ativacdo neuronal na medula
espinal dos animais por imunohistoquimica;
2.2.8 Avaliar o efeito do tratamento com LBP sozinho ou conjuntamente com 0 soro
antibotropico sobre a expressdo de RNm de citocinas (IL-1p, IL-6, IL-10 e TNF-a), e
receptores de bradicinina B1 e B2 no musculo plantar e medula espinal dos animais

por PCR em tempo real.
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3. RESULTADOS

3.1 Artigo publicado na revista Photochemistry and Photobiology, 90: 207-213,
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ABSTRACT

Envenoming induced by Bothrops snakes is characterized by drastic local tissue
damage involving hemorrhage, myonecrosis and proeminent inflammatory and
hyperalgesic response. The most effective treatment is antivenom therapy, which is
ineffective in neutralizing the local response. Herein, it was evaluated the
effectiveness of light-emitting diode (LED) at wavelengths of 635 and 945 nm in
reducing inflammatory hyperalgesia induced by Bothrops moojeni venom (BmV) in
mice, produced by an subplantar injection of BmV (1ug). Mechanical hyperalgesia
and allodynia were assessed by von Frey filaments at 1, 3, 6 and 24 h after venom

injection. The site of BmV injection (1.2 cm?) was irradiated by LEDs at 30 min and
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3 h after venom inoculation. Both 635 nm (110 mW, fluence of 3.76 J/cm? and 41 s
of irradiation time) and 945 nm (120 mW, fluence of 3.8 J/cm? and 38 s of irradiation
time) LED inhibited mechanical allodynia and hyperalgesia of mice alone or in
combination with antivenom treatment, even when the symptoms were already
present. The effect of phototherapy in reducing local pain induced by BmV should be
considered as a novel therapeutic tool for the treatment of local symptoms induced
after bothropic snake bites.

INTRODUCTION

Snake envenomation presents a threat to public health in tropical countries. In
South America, snakes of the genus Bothrops are responsible for the majority of
snakebites (1, 2). Patients bitten by Bothrops snhakes manifest systemic signs of
envenomation, such as hemostatic disturbances, and signs at the site of bite, for
example hemorrhage, myonecrosis, dermonecrosis and inflammatory reactions-such
as edema, leukocyte infiltration and hyperalgesia (3, 4). Bothrops moojeni is a
venomous snake responsible for most of the snakebites in the central region of Brazil
(5). Despite the medical importance, there are only a few studies related to the local
inflammatory reaction caused by this venom. In this sense, the literature shows that
in the accidents caused by these snakes serious local complications occur such as a
prominent edema formation, intense pain, swelling and pallor which may develop
into more severe results such as muscle mass loss, neuropathy and amputation (6).

So far, the most effective treatment for Bothrops snakebites accidents is the
antivenom therapy. While antivenins (AV) are efficient in reversing systemic
alterations in snakebite envenomations, its administration does not prevent local
effects and resultant disabilities. Consequently, there is a need to find therapeutic
approaches that are able to complement AV in the neutralization of local tissue
damage to minimize or prevent the progression to a severe clinical status observed
after Bothrops snakebites (7, 8). Thus, it is important to develop therapies that may
be associated with AV treatment that can be effective in reducing the local effects by
Bothrops snakes envenoming. In this scenario, phototherapy emerges as an important
tool in the treatment of local reactions caused by bothropic venoms. In this sense it

has been recently demonstrated that laser treatment decreases myonecrosis, edema
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and leukocyte influx of the gastrocnemius muscle of mice injected with B.
jararacussu venom (8-10).

Positive effects of light-emitting diode (LED) phototherapy have been
demonstrated on certain skin disease (11-14), in wound healing (15), in the treatment
of retinal injury (16), in the reduction in wounds in diabetic rats (17), in chronic
venous ulcers (18), in mucositis (19) and as an anti-inflammatory tool (20). LED
reduction in pain has also been demonstrated (21). Experimentally it has been
demonstrated that LED inhibits hyperalgesia and edema formation in an
experimental model of zymosan-induced arthritis in mice (22), reduces signs of
inflammation in collagenase-induced tendinitis in rats (23) and prevents muscle
damage and local inflammation after exercise in an experimental model of exercise-
induced muscle damage in rats (24).

Although its mechanism of action is still unknown, results suggest that during
phototherapy treatment, both visible and near infrared photons are absorbed by
chromophores within the cells, resulting in increased production of cellular energy,
which leads to normalization of cell function, pain relief and healing (25, 26).
Considering the mechanisms by which phototherapy inhibits inflammatory response,
it is demonstrated, in human gingival fibroblasts, that 635 nm irradiation, can directly
dissociate the reactive oxygen species (ROS) leading to the inhibition of
phospholipase A, and cyclooxygenase (COX-2) expression, thus inhibiting
prostaglandin E; release (27), and this effect involves the participation of nuclear
factor-kappa B (NF-KB) (28). Similar results were observed in an experimental
model of muscle damage where the inhibition of inflammatory response by 808 nm
irradiation occurs through a mechanism involving NF-kB and COX-2 (29). The
involvement of NF-kB in the anti-inflammatory effect of low-level laser therapy
have been reported in other experimental models (30-32), thus reinforcing its
participation in the anti-inflammatory effect of phototherapy.

We have previously reported that laser and LED treatment significantly
reduces the edema formation and hemorrhage induced by B. moojeni snake venom
(33). We also demonstrated that low-level laser therapy was efficient in reducing B.
jararacussu- induced hyperalgesia (34). However, the analgesic effect of LED has
not yet been demonstrated after venom injection. Although there are few data in the
literature on the use of LED therapy in the treatment of snakebites, this may be an

effective treatment to neutralize the local effects caused by Bothrops snake
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envenomation. In this study, we evaluated the effects of LED treatment on the

outcome of B. moojeni-induced hyperalgesia and allodynia in mice.

MATERIALS AND METHODS

Animals. The experiments were carried out with male Swiss mice 45 days of
age weighing 22-25 g. Animals were kept in plastic cages with water and food ad
libitum and maintained under a controlled temperature on a 12-h light/dark cycle.
Mice were divided into experimental groups of five animals each. For the
experiments, the animals were handled considering the principles and guide use of
laboratory animals involving pain and nociception (35), and approved by the Ethics
Committee for the Use of Animals (CEUA2010/01) of the Hospital Sirio-Libanés.

Venom and antivenom. Bothrops moojeni venom (BmV) was supplied by the
Serpentarium of the Center of Studies of Nature at UNIVAP. The BmV was
lyophilized, kept refrigerated at 4°C and diluted in sterile saline solution (0.9%)
immediately before use. BmV was injected into the subplantar surface of the right
hind paw at the concentration of 1.0 pg/ 50 uL. The equine antivenom (AV) used in
the experiments was a polyvalent Bothrops AV (lot# MS122340007) raised against a
pool of venom from B. alternatus, B. jararaca, B. jararacussu, B. cotiara, B.
moojeni and B. neuwiedi, and was obtained from the Butantan Institute (S&o Paulo,
SP, Brazil). AV was injected through the intravenous route (0.2 pL of AV diluted in
saline; final volume of 50 pL—considering that 1 mL of AV neutralizes 5 mg of
Bothropic venom (36) 30 min after BmV injection.

Mechanical hyperalgesia and tactile allodynia. Hyperalgesia and allodynia
of the hind paw were assessed as described by Takasaki et al. (37). Mice were placed
individually in plastic cages and 15 min later injected into the subplantar surface of
the right hind paw with 1.0 pg of crude BmV diluted in 50 pL of sterile saline, or
with the same volume of sterile saline. von Frey filaments with bending forces of
0.407 g (3.61 filament - allodynia stimulus), 0.692 g and 1.202 g (3.84 and 4.08
filaments - hyperalgesia stimulus) were pressed perpendicularly against the plantar
skin and held for 5s, at 1, 3, 6 and 24 h after venom injection. The stimulation of the
same intensity was applied three times to each hind paw at intervals of 5 s. The

responses to these stimuli were ranked as follows: 0, no response; 1, move away
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from von Frey filament and 2, immediate flinching or licking of the hind foot. The
nociceptive score was calculated as follows:

Nociceptive score (%) = X (average score of each animal) x 100

2 X number tested animals

Light source, dose and treatment. A LED device (model Super Red LED-
RL5-R3545; Super Bright LEDs, St. Louis, MO) was used for irradiation. The LED
parameters, low enough to avoid any thermal effect, were chosen on the basis of
previous studies (9, 10). The LED radiation was applied to the same area as the
injection of BmV or saline solution. A control group was treated using the same
experimental procedure but with the LED turned off. Animals were irradiated 30 min
and 3 h after subplantar injection. The experimental parameters for the LED are
presented in Table 1 following Jenkins et al. (38).

Statistical analysis. Results are presented as mean _ standard error of mean.
Statistical evaluation of data was carried out by one way analysis of variance
(ANOVA) and sequential differences among means were analyzed by Tukey test
(Instat 3.01, GraphPad Software Inc, USA). Differences in results were considered

statistically significant when p < 0.05.

Table 1. LED parameters

Wavelengths(nm)

Mean power output (mW) 110 120
Power density (m W/cm?) 0.092 0.100
Beam area (cm?) 1.2 1.2
Fluence (J/cm?) 3.76 3.8
Energy (J) 451 4.56
Energy density (J/cm?) 3.8 3.8
Anatomical location Subplantar/ Subplantar/
hind paw hind paw
Number of treatments 2 2
Interval between 2 h 30 min 2 h 30 min
treatments
Irradiated area (cm?) 1.2 1.2
Irradiation time per 41 38
point(sec)

A LED device (model Super Red LED-RL5-R3545; Super Bright LEDs, St. Louis, MO) was
used for irradiation.



37

RESULTS

Animals injected with Bothrops moojeni venom (BmV) showed significant
allodynia when compared with baseline measures taken before the test, as indicated
by increased basal threshold in response to stimulation by von Frey filaments.
Allodynia was observed from the 1st h after BmV injection up to 24 h (Fig. 1A, B).
Treatment with 635 nm LED applied 30 min and 3 h after BmV injection reversed
the observed allodynia at the 3rd and 6th hours of treatment (Fig. 1A). On the other
hand, treatment of animal with the 945 nm LED did not change BmV-induced
allodynia (Fig. 1B).

Regarding mechanical hyperalgesia, injection of BmV caused significant
increase in the nociceptive score from the 1st h after BmV injection up to 24 h after
injection for both 3.84 and 4.08 von Frey filaments (Fig. 2). Treatment with 635 nm
LED reversed the observed hyperalgesia for both filaments. For the 3.84 filament the
inhibition of nociceptive behavior was significant for all evaluated times (Fig. 2A).
For the 4.08 filament, the inhibition of nociceptive behavior was significant at the
3rd hour up to 24 h of evaluation (Fig. 2B). Similar results were observed for the 945
nm LED. However, for the 3.84 filament, besides the reversion of hyperalgesia at 3,
6 and 24 h, a partial inhibition of the nociceptive behavior at the 1st hour of
evaluation was also observed (Fig. 2C). On the other hand, treatment with 945 nm
LED induced only a partial reversion of nociception for the 4.08 filament (Fig. 2D).

The most effective treatment for venomous snakebites accidents is antivenom
therapy, which although effective in neutralizing the systemic effects of
envenomation, it does not neutralize the severe local effects induced by these
accidents (8). As treatment with both 635 and 945 nm LED was effective in
inhibiting painful response of animals after BmV injection, we evaluated its effect
concomitant with antivenom (AV) treatment. AV treatment did not interfere with
mechanical allodynia of mice when compared with control group or with animals
injected with BmV (Fig. 3A, B). Concomitant treatment of AV with 635 nm LED
was effective in inhibiting mechanical allodynia of mice similarly to that observed
when animals were treated only with the LEDs (Fig. 3A). Also, for the 945 nm LED,
once again, no changes on nociceptive score were observed (Fig. 3B).

Surprisingly, regarding mechanical hyperalgesia, when animals received AV

concomitant with 635 nm LED a decrease in analgesic effect was observed for the
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1st and 3rd h of treatment were only a partial reversion of hyperalgesia was detected
when the 3.84 von Frey filament was evaluated (Fig. 4A). Moreover, for the 945 nm
LED the loss of effect was detected for all evaluated times, in which case it was
detected only as a partial reversion of mechanical hyperalgesia of mice at all
evaluated times (Fig. 4C). Finally when 4.08 von Frey filament was evaluated, a loss
of analgesic effect was observed for 635 nm LED for the 6th and 24th h of
evaluation (Fig. 4B). Interestingly concomitant treatment of animals with AV and
945 nm LED completely inhibited mechanical hyperalgesia when the mice were

evaluated with 4.08 von Frey at all evaluated times (Fig. 4D).

DISCUSSION

In recent years, a great amount of attention has been directed toward the
benefits of phototherapy as a treatment modality for reducing pain, inflammation and
edema, promoting healing of wounds, deeper tissues and nerves, and preventing cell
death and tissue damage (39). Although the biochemical mechanisms underlying the
positive effects of phototherapy are incompletely understood, the literature
demonstrates that photobiostimulation can be an effective alternative to drugs. Light-
emitting diode (LED) photomodulation is a novel category of nonthermal lightbased
treatment designed to modulate cellular activity (40).

We showed here that LED treatment is effective in inhibiting both allodynia
and hyperalgesia induced by Bothrops moojeni (BmV) venom, in mice. LED
treatment was applied 30 min and 3 h after venom injection, to assess if LED could
exert a beneficial effect even after the symptoms of envenomation become evident,
as the intervention, in health centers, usually occurs only after several hours of the
occurrence of the bite. The ability that venoms from Bothrops snakes have to induce
acute inflammatory process, have been reported by several authors (3,41). Herein, we
demonstrate that the BmV was able to induce both mechanical allodynia and
hyperalgesia in mice from the 1st h after injection remaining for at least 24 h. These
data corroborate with data from literature demonstrating that the venoms of B. asper
and B. jararaca snakes induce time-dependent mechanical hyperalgesia in rats (41—
43).

In this study we used two different LED wavelengths: one in the red region

(635 nm) and the other in the near-infrared region (945 nm), both with a density of
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energy 3.8 Jicm® The choice of these parameters was based on the literature that
demonstrates that LED irradiation is more effective around the red and infrared range
(44). Results presented herein demonstrate that 635 nm LED, but not 945 nm LED,
was able to inhibit mechanical allodynia in all evaluated times. Regarding
hyperalgesia, both 635 and 945 nm LED were able to inhibit nociceptive behavior,
however, 635 nm was more effective. These data are in accordance with data from
literature demonstrating that laser treatment (at wavelength of 685 nm, 2.2 J/cm?)
inhibits hyperalgesia induced by B. jararacussu venom (34). One explanation of the
fact that 635 nm LED was more effective than 945 nm LED could be the depth of
light penetration, as the 635 nm light is absorbed more quickly than 945 nm light
(45). The literature shows that the analgesic effect caused by low-level laser does not
involve the participation of peripheral opioid receptors, but involves later events of
prostaglandin E, (PGE;) release during the acute inflammation (46). Also, it was
demonstrated that B. asper and B. jararaca venom increase the release of PGE; via
COX-2 expression (47). Therefore, the inhibition of PGE; by LED could be, in our
model, an important mechanism by which the phototherapy reduces the nociceptive
behavior induced by B. moojeni venom, a hypothesis that needs to be addressed in
future studies.

The most effective treatment for Bothrops snakebites is antivenom (AV)
therapy which is very efficient in reversing venom-induced systemic effects
characterized by disturbances in homeostasis, deficiency in clotting, abnormal
platelet aggregation and fibrinogen depletion (48). However, AV neutralization of
venom-induced local effects is difficult owing to the rapid development of tissue
damage after envenomation. As a consequence, local tissue damage leading to
necrosis is particularly relevant, as it is frequently followed by poor tissue
regeneration, with the occurrence of permanent sequelae associated with tissue loss
and dysfunction (49-51). For this reason, we also evaluated the effect of LED
associated with AV therapy. Our results demonstrate that association with antivenom
did not modify the effects of 635 nm LED on allodynia. However, considering
hyperalgesia, a loss of effect was observed for both 635 nm and 945 nm LED when
associated with antivenom therapy. This is an intriguing result as it was shown that
laser therapy treatment associated with AV therapy is more effective in reducing
edema in the gastrocnemius muscle after the injection of B. jararacussu venom when

compared with either laser therapy or AV alone (9). This loss of effect could be
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explained by the fact that antivenoms are constituted by antibodies from immunized
animals; hence, the use of heterologous proteins for human treatment involves the
possibility of adverse reactions due to activation of the immune system (51).
Moreover, snake venom is also a foreign antigen and can generate an immune
response by itself. Therefore, one hypothesis to explain the loss of antinociceptive
effect could be the presence of adverse effects that could affect the nociceptive
response of animals. Another hypothesis could be that LED treatment has dissociated
mechanisms for nociceptive and inflammatory response induced by the venom. This
hypothesis also needs to be addressed in future studies.

Taken together results presented herein demonstrate that B. moojeni venom
effect is able to induce mechanical allodynia and hyperalgesia in mice. Moreover,
LED therapy is effective in reducing both allodynia and hyperalgesia induced by
BmV even though the radiation was administered after the symptoms were already
present, suggesting that phototherapy reduces local effects induced by BmV and
therefore may be clinically relevant. Another interesting finding is the fact that
although AV treatment reduces the effect of LED, it is still able to reduce the painful
behavior of animals reinforcing the therapeutic role of LED in the treatment of
patients injured by Bothrops snakes. Thereby,treatment with LED should be
considered as a therapeutic approach for the treatment of local effects of Bothrops

poisoning.

CONCLUSION

Both 635 and 945 nm LED are effective in inhibiting nociceptive behavior

induced by Bothrops moojeni venom in mice.
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Legends

Figure 1. Effect of LED treatment on mechanical allodynia of mice. Animals were
injected intraplantar with BmV (1 lg) and after 30 min and 3 h were treated with 635
nm LED (A; A) or 945 nm LED (A ; B). Allodynia was measured by the mechanical
response to tactile stimulation assessed by a von Frey filament of 0.407 g (3.61
filament). Pain threshold was determined before (baseline values, time 0) and 1, 3, 6
and 24 h after BmV injection. Animals injected only with BmV (m) or injected with
saline (e; control) were submitted to the same protocol. Each point represents the
mean +SEM of five animals per group (#P < 0.01 vs control group; *P < 0.05 and
**P <0.01 vs BmV group).

Figure 2. Effect of LED treatment on mechanical hyperalgesia of mice. Animals
were injected intraplantar with BmV (1 1g) and after 30 min and 3 h were treated
with 635 nm LED (A ; A/B) or 945 nm LED (A ; C/D). Hyperalgesia was measured
by the mechanical response to nociceptive stimulation assessed by von Frey
filaments of 0.692 g (3.84 filament; A and C) and 1.202 g (4.08 filament; B and D).
Pain threshold was determined before (baseline values, time 0) and 1, 3, 6 and 24 h
after BmV injection. Animals injected only with BmV (m) or injected with saline (e;
control) were submitted to the same protocol. Each point represents the mean +SEM
of five animals per group (#P < 0.01 vs control group; *P < 0.05, **P < 0.01 and
***p < 0.001 vs BmV group).

Figure 3. Effect of concomitant administration of antivenom and LED treatment on
mechanical allodynia of mice. Animals were injected intraplantar with BmV (1 Ig)
and after 15 min received intravenous treatment with AV (0.2 IL). After 30 min and
3 h of BmV injection animals were treated with 635 nm LED ('¥; A) or 945 nm LED
('V; B). Allodynia was measured by the mechanical response to tactile stimulation
assessed by a von Frey filament of 0.407 g (3.61 filament). Pain threshold was
determined before (baseline values, time 0) and 1, 3, 6 and 24 h after BmV injection.
Groups of animals injected only with BmV (m), or injected with saline (e; control),
or injected with BmV+AV (A) were submitted to the same protocol. Each point
represents the mean +SEM of five animals per group (#P < 0.01 vs control group;
**pP < (0.01 vs BmV group).
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Figure 4. Effect of concomitant administration of antivenom and LED treatment on
mechanical hyperalgesia of mice. Animals were injected intraplantar with BmV (1
Ig) and after 15 min received intravenous treatment with AV (0.2 IL). After 30 min
and 3 h of BmV injection animals were treated with 635 nm LED (V¥ ; A/B) or 945
nm LED (V; C/D). Hyperalgesia was measured by the mechanical response to
nociceptive stimulation assessed by Von Frey filaments of 0.692 g (3.84 filament; A
and C) and 1.202 g (4.08 filament; B and D). Pain threshold was determined before
(baseline values, time 0) and 1, 3, 6 and 24 h after BmV injection. Groups of animals
injected only with BmV (m), or injected with saline (e; control), or injected with
BmV + AV (A) were submitted to the same protocol. Each point represents the
mean +SEM of five animals per group (#P < 0.01 vs control group; *P < 0.05, **P <
0.01 and ***P < 0.001 vs BmV group).
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Abstract

The prominent myotoxic effects induced by Bothrops venom are due, in part, to the
myotoxins. Two basic myotoxins named MjTX-1 and MjTX-II, were isolated from
Bothrops moojeni venom. Both myotoxins have a Lys-49 phospholipase A2 structure
devoid of enzymatic activity, but are highly myonecrotic and edema-inducing. In this
study, the effect of low-level laser (LLL) 685 nm, at a dose of 2.2 J/cm? and light
emitting Diode (LED) 635 or 945 nm at a dose of 4 J/cm?, applied 30 min and 3 hs after
edema formation caused by MjTX-I or MjTX-II, was analyzed. MjTX-1 or MjTX-I1I
caused a significant edema formation, in envenomed paw. LLL and LEDs irradiation
significantly reduced the edema formation by both myotoxins from 1 up to 6 hours after
the injection. Both LLL and LEDs were similar in reducing the edema formation
induced by myotoxins. The combined photobiostimulation with antivenom had the same
effect in reducing edema that treatment with the LLL or LEDs alone. In conclusion, the
results of this study indicate that photobiostimulation could be used in association with

antivenom therapy for treatment of local effects of Bothrops species venom.

Introduction

More than 90% of the snakebites reported every year in Latin America are
inflicted by snakes of the genus Bothrops (1; 2). The envenomation caused by Bothrops
genus are characterized by important local tissue damage, with prominent edema that
appears rapidly after the bite at the site where the venom was injected (3). Such edema,
in turn, contributes to hypovolemia and may promote increments in intracompartmental
pressures in some muscle compartments, thus inducing further ischemia and tissue
damage (4; 5) Moreover, the local effects are very important in terms of medical and
scientific interest since the antivenom administration does not efficiently neutralize the
proteins, responsible for the local tissue damage process which may lead to permanent
tissue loss, disability and, in some cases may require the amputation of the victim's
affected limb (6; 7).

The most abundant myotoxic components in Bothrops snake venoms correspond

to phospholipases A2 (PLA2) of classes Il, which share structural features with the
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PLAZ2s present in inflammatory exudates in mammals (8; 9). Class Il PLA2s can be
further subdivided into two main types commonly referred to as Asp49, which have an
Asp residue at position 49, and Lys49 showing a Lys residue at position 49. Different
from Asp49 PLAZ2s, Lys49 PLAZ2s have little or no enzymatic activity (10). In addition
to their primary catalytic function, snake venom PLA;s show a variety of
toxic/pharmacological effects which include neurotoxic, myonecrotic, cardiotoxic,
hemolytic, hemorrhagic, hypotensive, anticoagulant, platelet aggregation inhibition and
proinflammatory activities such as edema formation and leukocyte influx (11;12).

Bothrops moojeni is a South American snake that causes a number of
envenomations in Southeastern Brazil. Two basic myotoxins of approximately
13.5 kDa, named MjTX-I and MjTX-Il, were isolated from Bothrops moojeni venom
(13; 14; 15). MjTX-I and -1 do not show catalytic activity on artificial substrates as
well as clotting or hemorrhagic activities, like others Lys 49 PLA2, but are highly
myonecrotic and edema-inducing (16).

Treatment of snakebites is still carried out using traditional antivenom therapy
(17). This treatment is effective in reversing the systemic effects caused by the venom.
However, snake antivenom therapy is usually unable to prevent the progress of local
effects (17). Thus, there is an important search to find therapies that can complement
antivenoms in the neutralization of local tissue damage. Photobiostimulation with low
level laser (LLL) and light emitting Diode (LED) have been proposed to complement
the treatment of local effects caused by bothropic venom. This proposal is based on the
literature that show a reduction of local effects induce by various Bothrops snake venom
after photobioestimulation such as myonecrosis (18; 19); inflammation (20; 21; 22)
hemorrhage (22) and pain (21; 23). Moreover, Barbosa et al., (2010) (24) reported that
LLL significantly reduced the edema, leukocyte influx and myonecrosis induced by
BthTX-I and -11 isolated from B. jararacussu snake venom.

The present study was therefore designed to evaluate the effects of LLL and LED
treatment on the outcome of edema formation induced by PLA2 (MjTX-I1 and MjTX-II).
Moreover, the effectiveness of available Bothrops AV used alone or in combination
with LLL or LED treatment was also evaluated.
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Materials and methods

Animals

All animal care was in accordance with the guidelines of the Brazilian College
for Animal Experimentation (COBEA) and experiments were approved by the Ethics
Committee Animal Research of the Universidade Nove de Julho, SP, Brazil
(UNINOVE; protocol number AN0021/2011). The experiments were performed using
45-day-old male Swiss mice (22-25 g) that were kept in plastic cages with water and
food ad libitum and maintained under a controlled temperature on a 12-h light/dark

cycle. Mice were divided into experimental groups of five animals each.

Myotoxin | (MjTX-1) and Myotoxin Il (MjTX-11)

B. moojeni myotoxins | and Il were purified as previously described (15; 16),
and were kindly provided by Oswaldo Cruz Foundation, Federal University of
Rondonia, 76812-245, Porto Velho, RO, Brazil

Evaluation of paw edema

MjTX-1 or MjTX-I1I solution was prepared by diluting 10pg of myotoxin in 50
uL of a sterile saline solution that was injected intradermally into the subplantar region
of the right hind paw. The left hind paw received an equal volume of sterile saline (50
pl) and served as control. The volumes of both hind paws were measured by
plethysmometry (plethysmometer model 7140; Ugo Basile, Comerio, Italy) before and
15, 30 min, 1, 2, 3 and 6 h after venom administration according to the method
described by Van Arman et al. (1965) (25). Edema was expressed as the percentage
increase in volume of the treated (right) paw relative to that of the control (left) paw at
each time point.

Light sources, doses and treatment

A low-level semiconductor GaAs laser ( LLL; Theralaser D.M.C.; S&o Carlos,
SP, Brazil) and two LED device, one on the red region and one on the infrared region
(model Super Red LED-RL5-R3545; Super Bright LEDs, St. Louis, MO) were used for
irradiation. The optical power of the laser was calibrated using a Newport multifunction
optical meter (model 1835 C). The experimental parameters for the laser and LED are

presented in Table 1 and Table 2 respectively. The LLL and LED doses, low enough to
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avoid any thermal effect, were chosen on the basis of previous studies in our laboratory
(20; 22) that had shown a beneficial effect of LLL and LED on the local effects induced
by Bothropic venoms. The animals were immobilized manually and the LLL or LED
irradiation was applied to the same area as the injection of MjTX-I or Il or saline
solution. The control group was treated using the same experimental procedure but with
the laser or LED turned off. The animals were irradiated 30 min and 3 h after
intraplantar myotoxin injection to evaluate the edema formation.

To investigate the effects of photobiostimulation combined with AV treatment, a
volume of 50 ul of AV was injected intravenously 30 min after intraplantar injection of
MjTX-1 or -Il. Animals were irradiated with LLL or LED, and edema was evaluated as
described above. The volume of AV used was sufficient to neutralize the amount of
bothrops venom injected since 1 mL of antivenom neutralizes 5 mg of Bothrops venom

(according to manufacturer’s specifications).

Table 1 Protocol for LLL

Parameters LLL
Energy density (J/cm?) 2.2
Power (mW) 30
Irradiation time (S) 15
Irradiated area (cm?) 0.2
Wavelength (nm) 685
Energy per point (J) 0.45

Table 2 Protocol for LED irradiation

Parameters Infrared LED Red LED
Energy density (J/cm®) 4 4
Power (mW) 110 120
Irradiation time (s) 41 38
Irradiated area (cm?) 1.2 1.2
Wavelength (nm) 635 945
Energy per point (J) 451 4.56
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Statistical analysis

Results are presented as mean + standard error of mean. Statistical evaluation of
data was carried out by one-way analysis of variance (ANOVA) and sequential
differences among means were analyzed by Tukey test (Instat 3.01, GraphPad Software

Inc, USA). Differences of results were considered statistically significant when p <0.05.

Results

Edema formation induced by MjTX-1 and I1.

Intraplantar injection of 10 pg of MjTX-1 or MjTX-II into the mouse hind-paw
caused time-dependent increase in paw volume (edema). The maximum hind-paw
swelling occurred 1 h after both myotoxins injection. However, MjTX-Il caused an
increase in paw volume at 1 h that was 44% higher than that caused by MjTX-I (Fig. 1).

Effect of LLL on edema formation induced by MjTX-1 and I1.

Treatment with LLL caused a reduction of 60 and 50 % on edema formation
induced by MjTX-I at 1 and 3h, respectively (Fig. 2A). Likewise, LLL caused a
reduction on edema formation which was 69.2, 45.5 and 25% lower than that caused by
MjTX-1l at 1, 3 and 6 h, respectively (Fig. 2B).

Effect of red and infrared LED on edema formation induced by MjTX-I and I1I.

As demonstrated in Figure 3, irradiation with red (Fig. 3A) or infrared LED (Fig.
3B) significantly reduced MjTX-1 and MjTX-ll-induced paw edema. Both LEDs
irradiation significantly reduced paw edema from 1 up to 6 h, of the same magnitude.

Effects of LLL combined with AV on edema formation induced by MjTX-I and I1.

Treatment with AV 30 min after MjTX-1 or MjTX-II injection did not reduce
edema formation (Fig. 4 and 5). The combination of AV treatment applied 30 min i.v.,
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with LLL irradiation applied 30 min and 3 h after MjTX-I injection reversed the
observed edema from the 1% up to 6 h of evaluation (Fig. 4A). Similar results were
observed for MjTX-11 (Fig. 4B).

Effects of LED combined with AV on edema formation induced by MjTX-1 and I1.

Concomitant treatment of AV with red LED was effective in inhibiting edema
formation of mice induced by MjTX-I similarly to that observed when animals were
treated only with the LED (Fig. 5A). Also, for the infrared LED, once again, no changes
on edema formation were observed when MjTX-Il was injected (Fig. 5B). Both
wavelength caused inhibition of edema formation of the same magnitude.

Discussion

The rapid development of the local effects caused by botropic venom together
with the incapacity of antivenoms to neutralize them, frequently result in the appearance
of permanent physical and psychological sequelae in patients (5; 26). For these reason
the search for new alternative treatments to the local effects induce by Bothrops
snakebite, simultaneous with antivenom therapy, is increasing. In the current study we
investigated the capacity of photobiostimulation using LLL and LED device to decrease
the edematogenic response induced by myotoxins MjTX-I and Il isolated from B.
moojeni venom. Both myotoxins are Lys49-PLAZ2, i.e. myotoxins with practically no
hydrolytic activity on artificial substrates (27). However they induce myonecrosis and
edema that are not neutralized by conventional antivenom (12).

In an attempt to investigate the efficacy of phtobiostimulation on the outcome of
edema formation induced by myotoxins, either LLL at 685 nm or LED on two
wavelengths, at 635 or 945 nm were carried out. LLL and LEDs were applied 30 min
after injection of myotoxins, at the same area. This time of laser or LED applications
was chosen based in a previous work from our laboratory that shown a reduction of
edema formation and hemorrhage after Bothrops moojeni venom injection (22). In the
present work, LLL and both LED irradiation caused a significant edema reduction,
when applied 30 min after MjTX-1 or Il injections. Similar results were found in the
literature, which shows that LLL at a dose of 4,2 J/cm? were was capable of inhibiting

inflammatory process (edema and leukocyte influx) and myonecrotic process induced
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by BthTX-1 a Lys-49 and BthTX-1l an Asp-49 myotoxins isolated by B. jararacussu
venom (24). These authors also showed that LLL acts at the same intensity to reduce the
inflammatory and myonecrosis processes for both BthTX-I and BthTX-1l suggesting
that enzymatic activity is not relevant for laser treatment. Furthermore, literature shows
that laser or LED irradiation caused a reduction of muscle edema formation induced by
crude venom of B. jararacussu (20) and paw edema induced by B. jararacussu and B.
moojeni venom (21; 22). The mechanism by which photobiostimulation reduces venom-
induce edema is not known. Experimental studies have demonstrated that venom PLA2-
induced paw edema depends on the release of histamine and 5HT by mast cell
degranulation with (28), also further vasoactive substances such as prostaglandins and
kinins could mediate the local edema formation in response to snake venom PLA;
(29;30). Moreover, Galvdo Nascimento et al., (2010) (31) have shown that the edema
formation induced by B. moojeni venom is mediated by mast cell degranulation,
prostaglandins and leukotrienes. In our experimental model, we suggest that the
photobiostimulation acted through a reduction of of mast cell degranulation and in the
release of prostaglandins, leukotrienes and kinins levels. Several studies have shown a
reduction of prostaglandins by inhibition of COX-2 expression (32; 33) and kinins (34)
after LLL irradiation, providing support to our hypothesis.

The capacity of antivenom to neutralize the venom-induced paw edema induced
by myotoxins was also presently investigated. Our results demonstrated that treatment
with AV 30 min after MjTX-1 or MjTX-Il myotoxins inoculation was not able to reduce
the paw edema formation. These results agree with the literature that shows the inability
of AV to neutralize local effecs caused by various Bothropic venom and isolated
myotoxins (6; 20; 27).

In further studies, we evaluated the combined photobiostimulation with AV
treatment; we found that photobiostimulation associated with AV treatment had the
same effect on edema as LLL or LED irradiation alone. Similar results were showed by
Nadur-Andrade et al., (2011) (22) where photobiostimulation combine with AV was
effective in reducing edema and hemorrhage induced by Bothrops moojeni venom in the
same magnitude to photobiostimulation alone. Similar results were showed by Nadur-
Andrade et al., (2011) (22) where photobiostimulation combined with AV was effective
in reducing edema and hemorrhage induced by Bothrops moojeni venom in the same
magnitude to photobiostimulation alone. In contrast to our findings, a previous study

with laser irradiation associated with AV treatment produced the greatest reduction in
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muscle edema, after 24 hs of B. jararacussu venom injection, when compared with
each treatment separately (20). This diffetence could be be due to the rapid development
of the paw edema in contrast to muscle edema.

In conclusion, this work indicates that photobioestimulation is able of inhibiting
edema caused by PLA2 myotoxins. Moreover, the fact that LLL and LED can penetrate
into the skeletal muscle could allow non-invasive treatment to be carried out with a low
likelihood of treatment-related adverse events. Furthermore, photobioestimulation with
the parameters used herein should be considered as a potential therapeutic approach for
the treatment of local effects of Bothrops snakebite as well as an interesting tool for the
study of the mechanisms underlying the inflammatory process activity induced by those
myotoxins.
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Legends

Figure 1- Time course of mouse paw edema induced by MjTX-I or Il. Increase in paw
volume was determined at selected periods of time after the i.pl. injection of MjTX-I or
-11 (10 pg/paw) into one paw and apyrogenic saline into the contralateral paw (control
paw). The volume increase of paws (edema) was measured by plethysmometry. Data
are expressed as % of change as compared to control paws. Each point is the mean +
SEM of 5 animals. *p < 0.05 compared with MjTX-1.

Figure 2- Effects of LLL on paw edema formation induced by MjTX-I or -Il. MjTX-I
(A) and MjTX-11 (B). Mice were injected with 10 pg/paw of either MjTX-I or -1l in the
right paw. Laser irradiation was performed 30 min and 3 h after myotoxins injection.
The volume increase of the paws (edema) was measured by plethysmometry. Data are
expressed as % of change as compared to control paws. Each point represents the mean
+ SEM of 5 animals. *p<0.05 compared with MjTX-1 or 1l without irradiation.

Figure 3- Effects of red and infrared LED on paw edema formation induced by MjTX-
I (A) or MjTX-I1 (B). Mice were injected with 10 pg/paw of either MjTX-I or -1l in the
right paw. LED irradiation was performed 30 min and 3 h after myotoxins injection.
The volume increase of the paws (edema) was measured by plethysmometry. Data are
expressed as % of change as compared to control paws. Each point represents the mean

+ SEM of 5 animals. *p<0.05 compared with MjTX-1 or 1l without irradiation.

Figure 4- Effects of LLL and AV treatment on edema formation induced by MjTX-I
(A) or MjTX-I1 (B). Mice were injected with 10 pug/paw of either MjTX-1 -1l in the right
paw. The volume increase of the paws (edema) was measured by plethysmometry.
LLL irradiation was applied 30 min and 3 h after mytoxins injection. AV was
administered intravenously 30 min after myotoxins injection. Data are expressed as %
of change as compared to control paws.Each point represents the mean + SEM of 5

animals. *p< 0.05 compared with MjTX-I or -1l without irradiation.

Figure 5 - Effects of red LED or infrared LED and AV treatment on edema formation
induced by MjTX-I (A) or MjTX-II (B). Mice were injected with 10 ug/paw of either

MjTX-I or -Il in the right paw. The volume of increase of the paws (edema) was
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measured by plethysmometry. LED irradiation was applied 30 min and 3 h after
mytoxins injection. AV was administered intravenously 30 min after myotoxins
injection. Data are expressed as % of change as compared to control paws.Each point
represents the mean + SEM of 5 animals. *p< 0.05 compared with MjTX-I or -II

without irradiation.
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3.3 Dados ainda néo publicados

Materiais e Métodos

Animais: Foram utilizados camundongos swiss, machos, com 4 semanas de idade.
Os animais foram fornecidos pelo biotério local ou por instituicdo consorciada e
mantidos em local apropriado, com temperatura controlada (22+2°C), ciclo claro e
escuro (12/12 horas), com acesso livre a dgua e racdo por um periodo minimo de trés
dias antes de serem utilizados nos experimentos. Para a realizacdo dos experimentos,
os animais foram manipulados considerando-se os principios e o guia de uso de
animais de laboratdério envolvendo dor e nocicep¢do (ZIMMERMANN, 1983) e
aprovado pela Comissdo de Etica para o Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Nove de Julho (AN0021/2011).

Veneno: Veneno total liofilizado de Bothrops moojeni foi mantido a 10°C e
preparado (p/v) em solucdo estéril de NaCl 0,9%, no momento do uso. A dose usada
foi de 1ug por animal, injetado por via i.pl., em uma das patas posteriores do animal.
Laser : O tratamento foi realizado com a utilizacdo do laser de baixa poténcia (LBP),
(modelo Photon Lase Il DMC., Sédo Carlos, S.P. Brazil). A irradiacdo laser foi
realizada, trinta minutos e trés horas apds a administracdo do veneno (NADUR-
ANDRADE et al., 2011). Os animais foram imobilizados manualmente e o LBP foi

aplicado em contato com a area onde foi dada a injecdo de veneno ou solucéo salina.

— Protocolo de irradiacao laser

Parametros Valores
Comprimento de onda 660 nm
Poténcia 30 mW
Tempo 15"
Energia por ponto 0,451
Area Irradiada 0,2 cm?
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Hiperalgesia mecanica e alodinia tactil: A hiperalgesia mecénica e a alodinia tactil
na pata foram avaliadas conforme descrito por Takasaki et al. (2000). Os
camundongos foram colocados individualmente em uma gaiola de acrilico
transparente, sobre uma plataforma com fundo de grade. Apds um periodo de
aclimatizacdo de 20 minutos, os filamentos de Von Frey com as forcas de 0,407 g
(filamento de 3,61), 0,692 g (filamento de 3,84) e 1,202 g (filamento de 4,08), foram
aplicados perpendicularmente, sob a pele do musculo plantar por 3 a 5 segundos. A
estimulacdo com mesma intensidade foi aplicada trés vezes sob a mesma pata, com
intervalo de alguns segundos. As respostas a estes estimulos foram avaliadas antes e
em diferentes tempos apo6s os tratamentos e classificadas como segue: 0, nenhuma
resposta; 1, movimento de retirada para longe do estimulo; e 2, retirar e lamber ap6s

o0 estimulo. O score nociceptivo sera calculado como segue:

Score nociceptivo (%) = X (média do score de cada animal) X 100

2 X (n° de animal)

Os resultados foram analisados pela comparacdo das médias das medidas
iniciais e ou finais, ou comparando-se as medidas obtidas nos diferentes grupos
experimentais.

Hiperalgesia Térmica: A hiperalgesia térmica da pata posterior foi medida de
acordo com o método descrito por Hargreaves et al. (1988). Este teste utiliza como
estimulo nocivo o calor induzido por energia radiante. A hiperalgesia térmica foi
definida como a laténcia, em segundos, da permanéncia da pata dos animais sobre
um foco de luz radiante, com temperatura constante de 50+1°C. Os animais foram
avaliados antes e em diferentes tempos apos a inducdo da hiperalgesia inflamatoria.
Os resultados foram analisados pela comparacdo das médias das medidas iniciais e
ou finais, ou comparando-se as medidas obtidas nos diferentes grupos experimentais.
Avaliacdo da neutralizacdo pelo soro antibotropico polivalente: O soro
antibotropico foi aplicado por via endovenosa (e.v), trinta minutos apos a injecédo do
veneno de Bothrops moojeni, tendo por base a especificagéo do fabricante, em que 1
mL de soro antibotropico poliespecifico neutraliza 5 mg de veneno botropico
(FUNED). Foi entéo, avaliada a hiperalgesia mecanica e térmica.

Avaliacdo da neutralizacdo pelo soro antibotrépico polivalente mais o

tratamento com Laser baixa poténcia: Foi injetado nos animais o antiveneno
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botropico trinta minutos apos a injecdo do veneno e tratado com o laser de baixa
poténcia. Foi avaliado a hiperalgesia mecénica e térmica, conforme descrito acima.
Imunohistoquimica: A imunohistoquimica foi efetuada segundo o método descrito
por Castex et al. (1995). Camundongos injetados com veneno de B. moojeni ou
salina, tratados ou ndo com LBP ou soro antibotropico foram anestesiados i.p.
profundamente com uma associa¢do de quetamina e xilazina (1:1, 100uL/100g de
peso corporeo) apos 6 hs dos tratamentos, sendo, entdo, realizada perfuséo sistémica
atraves de uma canula introduzida no ventriculo esquerdo com 50 ml de salina
tamponada (PBS 0.1 M) e, em seguida com 150 ml de fixador (paraformaldeido 4%
em tampdo fosfato (PB) 0.1 M). Imediatamente apos, foi realizada a retirada das
medulas espinais, na altura das laminas 4 e 5, as quais permaneceram no mesmo
fixador por no minimo 5 horas sendo, em seguida, “crioprotegidas” por 24 horas em
solucdo de sacarose a 30% em tampao fosfato. As amostras de medulas foram
cortadas por congelacdo (20 um) e os cortes coletados em tampdo fosfato. Depois de
obtidos, os cortes foram submetidos a metodologia imunohistoquimica para detec¢édo
da ativacdo neuronal. Os cortes histologicos foram mantidos sob agitacdo constante e
submetidos as seguintes etapas: a) duas lavagens de 10 min cada, em PB contendo
0,3% de triton X-100; b) incubacdo por 12-16 h com 0s anticorpos primarios
especificopara marcacdo neuronal (c-Fos) diluido a 1:1000; c) trés lavagens de 10
min cada com PB; d) incubacdo durante 2 h a temperatura ambiente, com anticorpo
secundario biotinilado (Jackson ImmunoResearch, Pensilvania/EUA) diluidos a
1:200 em PB; e) trés lavagens em PB; g) incubacdo com complexo avidina-biotina-
peroxidase (ABC, Vector Laboratories, Burlingame, CA/EUA) durante 1 hora; f)
marca¢do com peroxidase usando o cromogeno 3,3’-diaminobenzidina (DAB-
Sigma-Aldrich, EUA) e uma solucdo de perdéxido de hidrogénio 0,01% em PB. Os
cortes histoldgicos da medula foram montados sobre laminas de vidro gelatinizadas.
As laminas contendo os diferentes tipos de cortes histologicos foram submetidas a
desidratacdo a temperatura ambiente, protecdo com meio de montagem a base de
glicerol e cobertura. A imunorreatividade foi analisada ao microscopio de luz e
quantificagOes foram realizadas com o programa Image J.
RT-PCR quantitativo em tempo real (Real-Time RT-PCR): Para a
quantificacdo da expressao do RNAm de IL-6, IL-1B, IL-10, TNF-a, B1 e B2, foram
utilizados os RNAs totais extraidos de amostras congeladas para para a realizacdo da

gPCR (PCR quantitativo em Tempo Real).
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Os tecidos congelados (~100 mg) foram inicialmente homogeneizados em 1 ml
de TRIzol Reagent (Gibco BRL, Gaithersburg, EUA) com o auxilio de um
homogeneizador de tecidos (Power Gen GENERATOR, Fisher Scientific, Alemanha).
O isolamento do RNA total foi realizado de acordo com as orientagdes do fabricante. Os
RNAs foram quantificados em espectrofotdometro (Nanodrop) com leitura em filtro de
260 nm. Um micrograma de RNA foi utilizado para sintese de cDNA e para anélise de
expressdo génica por PCR em tempo real. Inicialmente, 0 DNA contaminante foi
removido através DNase | (Invitrogen), na concentracdo de 1luni/ug RNA na presenca
de 20 mM Tris-HCI, pH 8.4, contendo 2 mM MgCI2 por 15 min a 37 °C, seguido de
incubacdo a 95°C durante 5 minutos para inativacdo da enzima. Logo apés a
quantificacdo, foram realizadas as reagdes de transcri¢do reversa (RT), para a sintese do
cDNA. Ao RNA foram adicionados 5 pl de tampao de incubagdo (KCl 50 mM, Tris-
HCI pH 8,4, 20 mM e MgCI2 2,5 mM), 1 unidade de transcriptase reversa (Invitrogen),
In de Oligo-dt (Invitrogen) 1,25 ul de oligonucleotideos (DNTPs, 10 mM) para uma
reagdo de 25 ul. A reagdo foi realizada em equipamento PCR Vertiti® (Applied
Biosystem, Foster City, CA) seguindo os seguintes parametros: 10 min a 20 °C, 40 min
a42°Ce5minas8s°C.

As reacOes de amplificacdo para os genes IL-6, IL-1p, IL-10, TNF-a, B1 ¢ B2
foram obtidas por PCR quantitativa em tempo Real, pelo sistema ABI 7500 Fast RT-
PCR no modo standard, utilizando-se “SYBR Green” (Applied Biosystems) nas
seguintes condigdes: a 1,0 ul de cDNA, foram adicionados 0,5 pl de 6ligo iniciador
sense (10 uM), 0,5 ul de dligo iniciador anti-sense (10uM), 7,5 ul de Master Mix 2X
(Applied Biosystems) e agua suficiente para 15 pl de reagdo. As condi¢des dos ciclos
térmicos foram: 95 ° C durante 10 min, seguido por 40 ciclos a 95 ° C durante 15 s e 60
° C durante 1 .min. As analises foram realizadas em triplicata para cada ponto de dados.
O mRNA dos genes alvo foram quantificados como um valor relativo em comparagao
com uma referéncia interna, GAPDH, cuja abundancia se acredita ndo mudar entre as
condigdes experimentais diferentes.

Os oligonucleotideos utilizados  foram: Interleucina-6 - 5'-
GAGGAGACTTCACAGAGGAT-3' e reverso 5- TCCTTAGCCACTCCTTCTGT-3'
(Nimero de acesso no GenBank NM_012589.2); Interleucina-1p - 5'-
CAGGAAGGCAGTGTCACTCA-3' e reverso 5- GGGATTTTGTCGTTGCTTGT-3'
(Nimero  der acesso no  GenBank  M98820.1). GAPDH - 5°-
TGCACCACCAACTGCTTAGC-3’ e reverso 5- GCCCCACGGCCATCA-3’(nimero
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de acesso GenBank NM_017008), TNF-a 5'-AAATGGGCTCCCTCTATCAGTTC-3'¢
reverso S5-TCTGCTTGGTGGTTTGCTACGAC-3' (nimero de acesso GenBank
X66539), Receptor B1 de cininas 5'- CAACAGCTGCTTGAACCCAC-3' e reverse 5'-
ACATGGGCATGAGGCTTCTC-3" (ntimero de acesso GenBank NM_030851.1)
Receptor B2 de cininas - 5- ACTGTCCAAGGCCATACCGT-3' e reverse 5'-
CCCAGAAGGGTAATCCGCAG-3' (numero de acesso GenBank NM_001270713.1).
O “software 7500 v2.06 (Applied Biosystems) sera utilizado para processamento dos

dados.

Método estatistico: Os resultados obtidos foram expressos como média + erro
padrdo da média (e.p.m) e analisados estatisticamente por Analise de Variancia
(ANOVA). O teste de Tukey foi utilizado para detectar as diferencas das médias apos a
Analise de Variancia (Snedecor, 1956; Snedecor & Cochran, 1974). O indice de
significancia considerado foi de p<0,05. Calculado com software GraphPad Instat
tm/GraphPad Software V2.01-Copyright ©, 1990-1993.
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Resultados ndo publicados

3.3.1 Efeito do soro antibotrdpico na resposta hiperalgésica mecanica apos

a injecao do veneno de B. moojeni.

Os animais foram injetados, por via i.pl. com o veneno de B. moojeni, na dose
de 1pg ou salina (animais controle), no mesmo volume (50 pl). Animais foram
tratados com soro antibotropico (0,2 mL/animal) 30 minutos ap0s a injecdo do
veneno. O veneno de B. moojeni acarretou um aumento da sensibilidade a dor
mecénica, quando comparada a medida inicial (Fig. 1 A). O efeito hiperalgésico
méaximo foi observado na 12 hora ap0s a injecdo do veneno, se mantendo elevada até
a 242 hora. Animais controle, injetados com salina ndo apresentaram alteracdes
significativas de sensibilidade a dor, durante o periodo de experimentacao.

Os resultados demonstraram que 0s animais tratados com o antiveneno nao
apresentaram reducdo significativa da sensibilidade a dor mecénica quando

comparados com animais injetados com veneno nos tempos estudados (Fig. 1 B).
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Figura 1. Efeito do soro antibotrépico sobre o efeito nociceptivo induzido pelo veneno de B.
moojeni. Grupos de animais foram injetados com o veneno de B. moojeni (1jg/pata) ou salina (grupo
controle). O antisoro foi administrado (i.v) 30 min apos a inje¢do de veneno. O limiar de dor foi
determinado antes (medida inicial, tempo 0) e 1, 3, 6 e 24 horas ap6s a injecdo i.pl. do veneno ou
salina. Escores nociceptivos foram avaliados com filamentos Von Frey para (A) 3,84 e (B) 4,08. Os
dados representam a média + E.P.M. de 5 animais. #p< 0,05 em relagdo ao grupo Salina (ANOVA).
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3.3.2 Efeito do soro antibotrépico na alodinia apds a injecdo do veneno de
B. moojeni.

Animais injetados com veneno de B. moojeni via i.pl., na dose de 1 ug, foram
avaliados pelo teste de estimulacdo tatil, para se determinar a presenca de alodinia.
Os resultados demonstram que o soro antibotropico reduziu a alodinia somente na 62
hora apds a injecdo do veneno de B. moojeni, sendo ineficaz nos demais tempos

analisados (Fig. 2).
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Figura 2. Efeito da neutralizagéo pelo soro antibotrdpico na alodinia apds a injecdo do veneno
de B. moojeni.A alodinia foi medida pelo limiar da resposta ao estimulo tatil avaliado por meio da
utilizacdo de filamentos de Von Frey para filamento 3,61 (estimulo alodinio). O limiar de dor foi
determinado antes (medida inicial, tempo 0) e 1, 3, 6 e 24 horas apds a injecdo i.pl. do veneno de B.
moojeni (1pg) ou salina (grupo controle). O antisoro foi administrado (i.v) 30 min apés a inje¢do de
veneno. Os dados representam a média + E.P.M. de 5 animais. #p< 0,05 em rela¢do ao grupo salina, *
p<0,05 em relagdo ao veneno (ANOVA).
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3.3.3 Efeito do Laser de Baixa Poténcia (LBP) na resposta hiperalgésica
mecanica apos a injecdo do veneno de B. moojeni.

O potencial do efeito antinociceptivo do LBP aplicados em dois tempos (meia e
terceira hora) ap0s a injecdo do veneno, demonstrou reducdo significativa da
hiperalgesia mecanica (filamento de 3,84) nos tempos de 1, 3 e 6 horas (Fig. 3A),
entretanto o filamento 4,08 ndo apresentou reducgéo significativa da sensibilidade
dolorosa com o uso do tratamento com o LBP (Fig. 3 B).
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Figura 3. Efeito do LBP sobre o efeito nociceptivo induzido pelo veneno de B. moojeni. Grupos de
animais foram injetados com o veneno de B. moojeni (1pg/pata) ou salina (grupo controle). A
irradiacdo com o Laser foi realizada em duas aplicacGes através da fibra Optica: meia e 3 horas ap0s a
injecdo do veneno. O limiar de dor foi determinado antes (medida inicial, tempo 0 e 1, 3, 6 e 24 horas
apos a inje¢do i.pl. do veneno ou salina. Escores nociceptivos foram avaliados com filamentos von

Frey para (A) 3,84 e (B) 4,08. Os dados representam a média + E.P.M. de 5 animais. *p< 0,05 em
relagdo ao veneno (ANOVA).
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3.3.4 Efeitos do laser de baixa poténcia combinado com o0 soro

antibotroépico na hiperalgesia mecénica ap6s a injecao do veneno de B. moojeni.

Para avaliar a eficacia da combinacdo dos tratamentos, os animais foram
tratados com o LBP conjuntamente com o antiveneno. A figura 9 demonstra o
tratamento do LBP conjuntamente com o soro antibotrépico ap6s a injecdo do
veneno de B. moojeni. O tratamento conjunto apresentou 0 mesmo efeito na redugéo
da sensibilidade dolorosa, quando aplicado o filamento 3,84 e comparado com o
laser sozinho (Fig. 4 A).

A combinacéo de tratamentos ndo alterou a intensidade ou evolucéo da resposta
hiperalgésica mecénica quando utilizado o filamento 4,08 e comparado com o

veneno sozinho (Fig. 4 B).
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Figura 4. Efeito do Laser conjuntamente com o soro antibotropico sobre a hiperalgesia
mecénica induzida pelo veneno de B. moojeni. Grupos de animais foram injetados com o veneno de
B. moojeni (1pg/pata) ou salina (grupo controle). O limiar de dor foi determinado antes (medida
inicial, tempo 0) e 1, 3, 6 e 24 horas ap6s a inje¢do i.pl. do veneno ou salina. O soro foi administrado
(i.v) 30 min apds a injecdo de veneno. A irradiacdo com o Laser foi realizada em duas aplica¢des
através da fibra dptica: meia e 3 horas apds a injecdo do veneno. Escores nociceptivos foram avaliados
com filamentos Von Frey para (A) 3,84 e (B) 4,08. Os dados representam a média + E.P.M. de 5
animais. *p< 0,05 em relagdo ao veneno (ANOVA).
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3.3.5 Efeitos do laser de baixa poténcia na alodinia ap6s a injecdo do
veneno de B. moojeni.

Para avaliar a capacidade do laser de baixa poténcia em alterar o limiar tatil,
animais injetados com veneno de B. moojeni via i.pl., na dose de 1 pg, foram
avaliados pelo teste de estimulacdo tatil, para se determinar a presenca de alodinia.
Os resultados demonstram que o laser de baixa poténcia causou uma reducéo

significativa da alodinia a partir da primeira até a 242 hora, quando comparados com
animais injetados com o veneno sozinho (Fig. 5).
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Figura 5. Efeito do Laser de baixa poténcia sobre a alodinia induzida pelo veneno de B. moojeni.
A alodinia foi medida pelo limiar da resposta ao estimulo tatil avaliado por meio da utilizacdo de
filamentos de Von Frey para filamento 3,61 (estimulo alodinio). O limiar de dor foi determinado antes
(medida inicial, tempo 0) e 1, 3, 6 e 24 horas ap6s a injecdo i.pl. do veneno de B. moojeni (1pg) ou
salina (grupo controle). A irradiagdo com o Laser foi realizada em duas aplicacdes através da fibra
Optica: meia e 3 horas apds a injecdo do veneno. Os dados representam a média + E.P.M. de 5
animais. *p< 0,05 em relacéo ao veneno (ANOVA).
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3.3.6 Efeitos do laser de baixa poténcia combinado com o0 soro

antibotroépico na alodinia ap6s a injecdo do veneno de B. moojeni.

Foram realizados experimentos utilizando os tratamentos laser e soro
antibotropico conjuntamente para se determinar se o tratamento conjunto seria capaz
de ter um efeito mais eficaz.

A figura 6 demonstra o tratamento do LBP conjuntamente com 0 soro
antibotropico apoés a injecdo do veneno de B. moojeni. O resultado demonstra que o
tratamento conjunto apresentou 0 mesmo resultado quando os animais foram tratados
com o laser sozinho, ndo apresentando uma melhora significativa na alodinia (Fig.
6).
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Figura 6. Efeito do Laser conjuntamente com o soro antibotrépico sobre a alodinia induzida
pelo veneno de B. moojeni. A alodinia foi medida pelo limiar da resposta ao estimulo tatil avaliado
por meio da utilizagdo de filamentos de Von Frey para filamento 3,61 (estimulo alodinio). O limiar de
dor foi determinado antes (medida inicial, tempo 0) e 1, 3, 6 e 24 horas ap0s a injecéo i.pl. do veneno
de B. moojeni (1pg) ou salina (grupo controle). O soro foi administrado (i.v) 30 min apds a injecao de
veneno. A irradiacdo com o Laser foi realizada em duas aplicacdes através da fibra ptica: meia e 3
horas ap0s a injecdo do veneno. Os dados representam a média + E.P.M. de 5 animais. *p< 0,05 em
relagdo ao veneno (ANOVA).
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3.3.7 Efeitos da neutralizacdo pelo soro antibotropico na resposta

hiperalgésica térmica apos a inje¢cdo do veneno de B. moojeni.

Os animais foram injetados, por via i.pl. com o veneno de B. moojeni, na dose
de 1pg ou salina (animais controle), no mesmo volume (50 pl). Animais foram
tratados com soro antibotrépico (0,2 mL/animal) 30 minutos apds a injecdo do
veneno. O veneno de B. moojeni acarretou um aumento da sensibilidade a
hiperalgesia térmica, quando comparada a medida inicial (controle). O efeito
hiperalgésico foi observado na 3% hora apds a injecdo do veneno, se mantendo
elevada até a 6% hora (Fig. 7). Animais controle, injetados com salina ndo
apresentaram alteracGes significativas de sensibilidade a dor, durante o periodo de
experimentacao.

Os resultados demonstraram que 0s animais tratados com o antiveneno ndo
apresentaram reducdo significativa da sensibilidade a dor térmica quando
comparados com animais injetados com veneno nos tempos estudados (Fig. 7).
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Figura 7. Efeitos da neutralizagdo pelo soro antibotrdpico na resposta hiperalgésica térmica
apos a injecdo do veneno de B. moojeni. Grupos de animais foram injetados com o veneno de B.
moojeni (1ug/pata) ou salina (grupo controle). O limiar de dor foi determinado antes (medida inicial,
tempo 0) e 1, 3 e 6 horas ap0s a injecdo i.pl. do veneno ou salina. O soro foi administrado (i.v) 30 min
apos a injecdo de veneno. A irradiacdo com o Laser foi realizada em duas aplicagdes através da fibra
Optica: meia e 3 horas apds a injecdo do veneno. Escores nociceptivos foram avaliados por teste
térmico descrito por Hargreaves. Os dados representam a média + E.P.M. de 5 animais. *p< 0,05 em
relagdo a salina (ANOVA).
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3.3.8 Efeitos do Laser de Baixa Poténcia (LBP) na resposta nociceptiva

térmica apos a injecao do veneno de B. moojeni.

Os animais foram injetados, por via i.pl. com o veneno de B. moojeni, na dose
de 1ug ou salina (animais controle), no mesmo volume (50 pl).
O efeito antinociceptivo do LBP aplicados em dois tempos (meia e terceira hora)
apos a injecdo do veneno demonstrou reducdo significativa da hiperalgesia térmica

nos tempos de 1, 3 e 6 horas, quando comparado ao veneno sozinho (Fig. 8).
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Figura 8. Efeitos do Laser de Baixa Poténcia (LBP) na resposta nociceptiva térmica apos a
injecdo do veneno de B. moojeni. Grupos de animais foram injetados com o veneno de B. moojeni
(1pg/pata) ou salina (grupo controle). O limiar de dor foi determinado antes (medida inicial, tempo 0)
e 1, 3 e 6 horas ap0s a inje¢do i.pl. do veneno ou salina. Escores nociceptivos foram avaliados por
teste térmico descrito por Hargreaves. Os dados representam a média = E.P.M. de 5 animais. *p< 0,05
em relacdo ao veneno (ANOVA).
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3.3.9 Efeitos do laser de baixa poténcia sozinho e combinado com o soro

antibotropico na hiperalgesia térmica apoés a injecdo do veneno de B. moojeni.

Para avaliar a eficdcia da combinacdo dos tratamentos, os animais foram
tratados com o LBP sozinho e conjuntamente com o antiveneno. O efeito
antinociceptivo do LBP aplicados em dois tempos (meia e terceira hora) apés a
injecdo do veneno demonstrou reducdo significativa da hiperalgesia térmica nos
tempos de 1, 3 e 6 horas, quando comparado ao veneno sozinho. O tratamento
conjunto ndo apresentou reducdo significativa da sensibilidade dolorosa, quando
comparado com o laser sozinho. Ainda, a combinacdo de tratamentos nao alterou a
intensidade ou evolucdo da resposta hiperalgésica térmica quando comparado com o

veneno sozinho (Fig. 9).
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Figura 9. Efeitos do laser de baixa poténcia combinado com o soro antibotropico na hiperalgesia
térmica apos a injecao do veneno de B. moojeni. Grupos de animais foram injetados com o veneno
de B. moojeni (1pg/pata) ou salina (grupo controle). O limiar de dor foi determinado antes (medida
inicial, tempo 0) e 1, 3 e 6 horas apds a injecdo i.pl. do veneno ou salina. O antiveneno foi
administrado (i.v) 30 min apds a injecdo de veneno. A irradiacdo com o Laser foi realizada em duas
aplicacOes através da fibra dptica: meia e 3 horas apés a injecdo do veneno. Escores nociceptivos
foram avaliados por teste térmico descrito por Hargreaves. Os dados representam a média + E.P.M. de
5 animais. *p< 0,05 em relacdo ao veneno (ANOVA).
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3.3.10 Efeito do LBP na ativacdo neuronal na medula espinal de
camundongos submetidos a modelo de hiperalgesia inflamatéria induzida por

veneno de B. moojeni.

Para verificar se o efeito do laser na diminui¢do da hiperalgesia induzida pelo
veneno teria um efeito central, foi realizado experimento para verificar a ativacao
neuronal na medula espinal. Para isso, os animais foram injetados, por via i.pl. com o
veneno de B. moojeni, na dose de 1ug ou salina (animais controle), no mesmo
volume (50 pl). O efeito antinociceptivo do LBP foi aplicado em dois tempos (meia
e terceira hora) apds a injecdo do veneno e 0s animais sacrificados 6 horas apds. Os
resultados demonstraram que o tratamento com LBP diminui em 39% a ativacdo
neuronal induzida pelo veneno de B. moojeni na coluna posterior da medula espinal

de camundongos (Fig. 10).
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Figura 10 - Efeito do LBP na ativagdo neuronal na medula espinal de camundongos submetidos a
modelo de hiperalgesia inflamatdria induzida por veneno de B. moojeni. Fotomicrografia de secgdes
da coluna posterior da medula espinal submetidas a imunohistoquimica para Fos de camundongos. Escala
(-) = 20 um (A). Quantificacdo da marcacdo neuronal pela expressdo de Fos em animais (B). Grupos de
animais foram injetados com o veneno de B. moojeni (1pg/pata) ou salina (grupo controle). A irradiagédo
com o Laser foi realizada em duas aplicacBes através da fibra éptica: meia e 3 horas apés a inje¢do do
veneno. Os dados representam a média + e.p.m. de 5 animais por grupo. # p <0,01 em relacdo a salina.
*p< 0,05 em relacdo ao veneno.
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3.3.11 Efeitos do laser de baixa poténcia combinado com o soro
antibotropico na expressdo do RNAm de IL-1 B apés a inje¢do do veneno de B.

moojeni.

A expressdao do RNAm de IL-1 B foi avaliada no musculo plantar, no periodo de
6 h apos a injecdo i.pl. de VBm ou salina estéril (controle). O veneno causou um
aumento significativo da expressao de RNAm IL-1 B em relagdo a animais controle
(Fig. 11). Ainda, constatamos o laser reduziu em 66% a expressaio RNAm da IL-1
quando comprado ao grupo veneno, o soro antibotropico, aplicado via i.v. 30 min apos a
injecdo do veneno, teve um efeito semelhante ao causado pelo laser. No entanto, a
associacdo dos tratamentos (laser e AV) causou uma reducdo de 32% em relacdo ao

tratamento com o AV sozinho.
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Figura 11. Efeitos do laser de baixa poténcia combinado com o soro antibotrépico na expressao do
RNAmM de IL-1 B apés a injecdo do veneno de B. moojeni. Niveis de expressio RNAm de IL-1B no
musculo plantar foram avaliados por ensaio de PCR em tempo real, 6hs apds a injecdo do veneno de B.
moojeni (VBm) ou salina (controle). O antiveneno (AV) foi administrado (i.v) 30 min apés a injecéo de
veneno. A irradiacdo com o Laser de Baixa Poténcia (LBP) foi realizada em duas aplicacdes através da
fibra Optica: meia e 3 horas ap6s a injecdo do veneno. Os dados representam a média + E.P.M. de 5
animais por grupo. ### p <0,001 em relacdo a salina. **p< 0,01 em rela¢éo ao veneno. ***p< 0,001 em
relagdo ao veneno.
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3.3.12 Efeitos do laser de baixa poténcia combinado com o soro
antibotrépico na expressdo do RNAm de IL-6 apo6s a injecdo do veneno de B.

moojeni.

A expressdo do RNAm de IL-6 foram avaliadas no musculo plantar, no periodo
de 6 h apo6s a injecdo i.pl. de VBm ou salina estéril (controle). O veneno causou um
aumento significativo da expressdao de RNAm IL-6 em relacdo a animais injetado com
salina (Fig. 12). Ainda, constatamos que o tratamento com o LBP reduziu em 67% a
expressdo RNAm da IL-6 quando comprado ao grupo veneno. O soro antibotropico,
causou uma reducéo de 49% em relacdo ao veneno. A associacao dos tratamentos (LBP
e AV) causou uma reducao significativa de 73% em relacdo ao tratamento com veneno.
Ainda, a associacdo de tratamentos causou uma reducdo significativa da expressdo de

IL-6 em relacdo ao grupo tratado com AV sozinho.
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Figura 12. Efeitos do laser de baixa poténcia combinado com o soro antibotrépico na expressao do
RNAmM de IL-6 apés a inje¢cdo do veneno de B. moojeni. Niveis de expressio RNAm de IL-6 no
musculo plantar foram avaliados por ensaio de PCR em tempo real, 6 hs ap6s a injecdo do veneno de B.
moojeni (VBm) ou salina (controle). O antiveneno (AV) foi administrado (i.v) 30 min apés a injecdo de
veneno. A irradiacdo com o Laser de Baixa Poténcia (LBP) foi realizada em duas aplicacBes através da
fibra Optica: meia e 3 horas ap6s a injegdo do veneno. Os dados representam a média + E.P.M. de 5
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animais por grupo. # p <0,05 em relagdo a salina. ### p <0,001 em relacdo a salina. ***p< 0,001 em
relacdo ao veneno, & p<0.01 em relagdo ao VBm + AV.

3.3.13 Efeitos do laser de baixa poténcia combinado com o0 soro
antibotropico na expressdo do RNAmM de TNF-a ap6s a injecdo do veneno de B.

moojeni.

A expressdo do RNAmM de TNF-o foram avaliadas no musculo plantar, no
periodo de 6 h apds a injecdo i.pl. de VBm ou salina estéril (controle). O veneno
causou um aumento significativo da expressao de RNAmM TNF-o em relagdo a animais
injetado com salina (Fig. 13). O tratamento com o LBP reduziu em 44% a expressao
RNAmM de TNF-a quando comprado ao grupo veneno. O soro antibotropico, também
causou uma reducdo de 20 % em relacdo ao veneno. A associagdo dos tratamentos (LBP
e AV) causou uma reducdo significativa de 42% em relacgdo ao tratamento com veneno,
que ndo foi diferente dos tratamento sozinhos. Ainda, o tratamento com o LBP causou
uma reducéo significativa em relacdo ao grupo somente tratado com o AV, de 28%
(Fig.13).
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Figura 13. Efeitos do laser de baixa poténcia combinado com o soro antibotrépico na expressao do
RNAmM de TNF-a ap6s a injecédo do veneno de B. moojeni. Niveis de expressio RNAm de TNF-ano
musculo plantar foram avaliados por ensaio de PCR em tempo real, 6hs ap6s a injecdo do veneno de B.
moojeni (VBm) ou salina (controle). O antiveneno (AV) foi administrado (i.v) 30 min apés a injecdo de
veneno. A irradiacdo com o Laser de Baixa Poténcia (LBP) foi realizada em duas aplicacBes através da
fibra Optica: meia e 3 horas ap6s a injecdo do veneno. Os dados representam a média + E.P.M. de 5
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animais por grupo. # p <0,05 em relacéo a salina. ## p <0,01 em relagdo a salina. **p< 0,01 em relacédo
ao veneno, & p<0.01 em relacdo ao VBm + AV.
3.3.14 Efeitos do laser de baixa poténcia combinado com o0 soro

antibotrépico na expressdo do RNAm de receptor de Bradicinina B1 apdés a inje¢ao

do veneno de B. moojeni.

A expressao do RNAmM de receptor de bradicinina B1 (B1r) foi avaliada no
musculo plantar dos camundongos, 6 horas apés a injecdo do veneno B. moojeni (VBm)
ou solucdo salina. O LBP foi causou uma reducdo de 60% da expressdao no RNm de B1r
em relagdo ao veneno. O AV administrado sozinho ou conjuntamente com a terapia

LBP néo teve um efeito na diminuicdo da expressdo no RNAm de B1r (Fig. 14).
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Figura 14. Efeitos do laser de baixa poténcia combinado com o soro antibotrépico na expressao do
RNAmM de receptor de bradicinina B1 apés a injecdo do veneno de B. moojeni. Niveis de expressao
RNAmM de receptor de bradicinina B1 (B1r) no musculo plantar foram avaliados por ensaio de PCR em
tempo real, 6hs ap0s a inje¢do do veneno de B. moojeni (VBm) ou salina (controle). O antiveneno (AV)
foi administrado (i.v) 30 min ap6s a injecdo de veneno. A irradiagdo com o Laser de Baixa Poténcia
(LBP) foi realizada em duas aplicagdes através da fibra Optica: meia e 3 horas apds a injecdo do veneno.
Os dados representam a media + E.P.M. de 5 animais por grupo. *p< 0,05 em rela¢éo ao veneno.
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3.3.15 Efeitos do laser de baixa poténcia combinado com o soro
antibotrdpico na expressdo do RNAm de receptor de Bradicinina B2 apdés a inje¢ao

do veneno de B. moojeni.

A expressdo do RNAm de receptor de bradicinina B2 (B2r) foi avaliada no
musculo plantar dos camundongos, 6 horas apés a injecdo do veneno B. moojeni (VBm)
ou solucdo salina. O veneno causou um aumento significativo da expressdo de RNAm
B2r em relagdo a animais injetado com salina (Fig. 15). O tratamento com o LBP
sozinho, com o Av sozinho ou o tratamento conjunto (LBP e AV) reduziu em 67, 49 e
79 % a expressao de RNAm de B2r, respectivamente, quando comparado ao grupo
veneno. Ainda, o tratamento conjunto do LBP com o AV causou uma reducédo

significativa em relacdo ao grupo somente tratado com o0 AV, de 48% (Fig.15).

Expressdo de RNAm de B2r

Figura 15. Efeitos do laser de baixa poténcia combinado com o soro antibotrépico na expressao do
RNAmM de receptor de bradicinina B2 apés a injecdo do veneno de B. moojeni. Niveis de expressao
RNAmM de receptor de bradicinina B2 (B2r) no muasculo plantar foram avaliados por ensaio de PCR em
tempo real, 6hs ap6s a injecdo do veneno de B. moojeni (VBm) ou salina (controle). O antiveneno (AV)
foi administrado (i.v) 30 min ap6s a injecdo de veneno. A irradiacdo com o Laser de Baixa Poténcia
(LBP) foi realizada em duas aplicagdes através da fibra dptica: meia e 3 horas apds a injecdo do veneno.
Os dados representam a média + E.P.M. de 5 animais por grupo. # p <0,05 em relacdo a salina. ### p
<0,001 em relagdo a salina; ***p< 0,001 em relagdo ao veneno, & p<0.01 em relagdo ao VBm + AV.
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3.3.16 Efeitos do laser de baixa poténcia combinado com o soro
antibotropico na expressdo do RNAmM de IL-10 apds a injecdo do veneno de B.

moojeni.

A expressdio do RNAm de IL-10 foi avaliada no mausculo plantar dos
camundongos, 6 horas ap0s a injecdo do veneno B. moojeni (VBm) ou solucéo salina. O
veneno causou uma diminuicado significativa da expressdo de RNAm IL-10 em relacéo a
animais injetado com salina (Fig. 16). O tratamento com o LBP sozinho, com o Av
sozinho ou o tratamento conjunto (LBP e AV) aumentou em 31, 15 e 39 % a expresséo
de RNAm de IL-10, respectivamente, quando comparado ao grupo veneno. Ainda, 0
tratamento com o LBP ou o tratamento conjunto do LBP com o AV causou um
aumento significativo da expressao de RNAm IL-10 em relacdo ao grupo somente
tratado com 0 AV, de 13 e 18%, respectivamente (Fig.16).
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Figura 16. Efeitos do laser de baixa poténcia combinado com o soro antibotropico na expressdo do
RNAmM de IL-10 ap6s a injecdo do veneno de B. moojeni. Niveis de expressio RNAm de I1L-10 no
musculo plantar foram avaliados por ensaio de PCR em tempo real, 6hs ap6s a inje¢do do veneno de B.
moojeni (VBm) ou salina (controle). O antiveneno (AV) foi administrado (i.v) 30 min ap6s a injecdo de
veneno. A irradiacdo com o Laser de Baixa Poténcia (LBP) foi realizada em duas aplicacBes através da
fibra dptica: meia e 3 horas ap6s a injecdo do veneno. Os dados representam a média + E.P.M. de 5
animais por grupo. ## p <0,01 em relagdo a salina. ### p <0,001 em relacéo a salina. **p< 0,01 em
relacdo ao veneno; ***p< 0,001 em relagdo ao veneno; & p<0.01 em relacdo ao VBm + AV; && p<0.001
em relacdo ao VBm + AV,
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3.3.17 Efeitos do laser de baixa poténcia combinado com o soro
antibotropico na expressdo do RNAm de IL-6 na medula espinal apds a injecao do

veneno de B. moojeni.

A expressio do RNAm de IL-6 foi avaliada na medula espinal dos
camundongos, 6 horas apds a injecdo do veneno B. moojeni (VBm) ou solugdo salina.
Verificamos que 0 VBm néo alterou a expressdo de RNAm de IL-6 na medula espinal
dos camundongos. Da mesma maneira, nenhum dos tratamentos foi capaz de alterar a
expressao desta citocina (Fig. 17).

Expressdo de RNAm de IL-6

Figura 17. Efeitos do laser de baixa poténcia combinado com o soro antibotropico na expressao do
RNAmM de IL-6 na medula espinal apo6s a inje¢cdo do veneno de B. moojeni. Niveis de expressao
RNAmM de IL-6 na medula espinal foram avaliados por ensaio de PCR em tempo real, 6 hs apds a injecao
do veneno de B. moojeni (VBm) ou salina (controle). O antiveneno (AV) foi administrado (i.v) 30 min
apos a injecdo de veneno. A irradiacdo com o Laser de Baixa Poténcia (LBP) foi realizada em duas
aplicacdes através da fibra dptica: meia e 3 horas apds a inje¢do do veneno. Os dados representam a
média £ E.P.M. de 5 animais por grupo.
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3.3.18 Efeitos do laser de baixa poténcia combinado com o soro
antibotropico na expressdo do RNAmM de TNF-a em medula espinal apds a injecéo

do veneno de B. moojeni.

A expressdio do RNAm de TNF-o foi avaliada na medula espinal dos
camundongos, 6 horas apds a injecdo do veneno B. moojeni (VBm) ou solucéo salina.
Verificamos que o VBm néo alterou a expressao de RNAmM de TNF-a na medula espinal
dos camundongos. Da mesma maneira, nenhum dos tratamentos foi capaz de alterar a

expressao desta citocina (Fig. 18).
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Figura 18. Efeitos do laser de baixa poténcia combinado com o soro antibotrépico na expressao do
RNAmM de TNF-o na medula espinal apds a injecdo do veneno de B. moojeni. Niveis de expressao
RNAmM de TNF-a na medula espinal foram avaliados por ensaio de PCR em tempo real, 6hs ap6s a
injecdo do veneno de B. moojeni (VBm) ou salina (controle). O antiveneno (AV) foi administrado (i.v) 30
min apos a injecdo de veneno. A irradiagdo com o Laser de Baixa Poténcia (LBP) foi realizada em duas
aplicacOes através da fibra Optica: meia e 3 horas apés a injecdo do veneno. Os dados representam a
média £ E.P.M. de 5 animais por grupo.
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3.3.19 Efeitos do laser de baixa poténcia combinado com o soro
antibotrépico na expressdo do RNAm de receptor de Bradicinina B1 na medula

espinal apos a injecao do veneno de B. moojeni.

A expressdo do RNAm de receptor de bradicinina B1 (Blr) foi avaliada na
medula espinal dos camundongos, 6 horas apds a injecdo do veneno B. moojeni (VBm)
ou solucédo salina. Verificamos que o0 VBm causou um aumento da expressdo deste
receptor que foi 45 % maior que o grupo controle. O tratamento com o LBP ndo
modificou a expressdo do Blr. No entanto, observamos que o tratamento com o AV
assim como o tratamento conjunto do LBP com o AV reduziu a expressdo do RNAm

de B1r em 45% para ambos os tratamentos (Fig. 19).

Expressdo de RNAm de B1r

Figura 19. Efeitos do laser de baixa poténcia combinado com o soro antibotrépico na expressao do
RNAmM de receptor de bradicinina Blna medula espinal apés a injecdo do veneno de B. moojeni.
Niveis de expressio RNAm de receptor de bradicinina B1 (B1r) na medula espinal foram avaliados por
ensaio de PCR em tempo real, 6hs ap6s a injecdo do veneno de B. moojeni (VBm) ou salina (controle). O
antiveneno (AV) foi administrado (i.v) 30 min apds a injecdo de veneno. A irradiagdo com o Laser de
Baixa Poténcia (LBP) foi realizada em duas aplicacdes através da fibra Optica: meia e 3 horas ap6s a
injecdo do veneno. Os dados representam a média + E.P.M. de 5 animais por grupo. . #p< 0,05 em relagao
a salina; *p< 0,05 em relagdo ao veneno.y p< 0,05 em relacdo ao VBm+ AV. Qp< 0,05 em relagdo ao
VBm + LBP.
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3.3.20 Efeitos do laser de baixa poténcia combinado com o soro
antibotropico na expressao do RNAmM de IL-10 na medula espinal apos a injecéo

do veneno de B. moojeni.

A expresséo do RNAm de IL-10 foi avaliada na medula espinal dos
camundongos, 6 horas ap0s a injecdo do veneno B. moojeni (VBm) ou solucéo salina. O
veneno causou uma diminuicdo de 43% da expressao de RNAm IL-10 em relagédo a
animais injetado com salina (Fig. 20). O tratamento com o LBP sozinho, com o Av
sozinho ou o tratamento conjunto (LBP e AV) aumentou em 156, 115 e 139 % a
expressao de RNAm de IL-10, respectivamente, quando comparado ao grupo veneno.
Ainda, o tratamento com o LBP ou o tratamento conjunto do LBP com o AV causou
um aumento significativo da expressdo de RNAm IL-10 em relagcdo ao grupo somente
tratado com 0 AV, de 13 e 18%, respectivamente (Fig.20).
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Figura 20. Efeitos do laser de baixa poténcia combinado com o soro antibotrépico na expressao do
RNAmM de IL-10 na medula espinal apds a injecdo do veneno de B. moojeni. Niveis de expressdo
RNAm de IL-10 na medula espinal foram avaliados por ensaio de PCR em tempo real, 6hs ap6s a injecéo
do veneno de B. moojeni (VBm) ou salina (controle). O antiveneno (AV) foi administrado (i.v) 30 min
apos a injecdo de veneno. A irradiacdo com o Laser de Baixa Poténcia (LBP) foi realizada em duas
aplicacdes através da fibra dptica: meia e 3 horas apds a inje¢do do veneno. Os dados representam a
média = E.P.M. de 5 animais por grupo. # p <0,05 em relacéo a salina. **p< 0,01 em relacdo ao veneno.
***p< 0,001 em relagdo ao veneno.
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4. DISCUSSAO

Os acidentes causados por serpentes peconhentas constituem um importante
problema de Saude Publica em regides tropicais do mundo. As serpentes
responsaveis pelo maior numero de acidentes ofidicos, na América Latina, pertencem
a familia Viperidae e ao género Bothrops (HOGE et al., 1979). O quadro clinico
observado pelo envenenamento botropico pode ser dividido em sistémico e local
(KOUYOUMDJIAN; POLIZELLI, 1989). Atualmente, o tratamento preconizado
para 0 acidente ofidico botrépico é a soroterapia com antiveneno botropico
poliespecifico. No entanto, o antiveneno botrépico ndo reverte, com eficiéncia, o
efeito local induzido pelo veneno do género Bothrops (ZAMUNER et al., 2004;
CARDOSO et al.,1993). Algumas alternativas tém sido propostas por muitos
pesquisadores como tratamento coadjuvante ao antiveneno, tais como o0 uso de
anticorpos recombinantes humanos e o uso de uma ampla variedade de componentes
de plantas (PEREIRA et al., 2012; DA SILVA et al., 2007; NUNEZ et al., 2004).
Evidenciando a busca de alternativas para o tratamento do efeito local induzido pelo
veneno botrépico, destacando-se a reacéo inflamatdria e a mionecrose que ocorre de
maneira rapida e intensa.

A habilidade que os venenos de serpentes tém de induzir um processo
inflamatorio agudo, ja foi reportada por diversos autores (BARRAVIERA, 1993;
ROSENFELD, 1971), e a inflamagdo induz um aumento na sensibilizagdo dos
nociceptores a estimulacdo mecanica, térmica ou quimica, que se manifesta com a
dor inflamatéria (FERREIRA, 1980). Nossos resultados demonstraram que 0 veneno
de B. moojeni causou resposta hiperalgésica e alodinia maxima observado na 12 hora
ap6s a injecdo do veneno se mantendo elevada até a 242 hora. Estes dados séo
analogos aos encontrados por Chacur et al. (2001), que ao inocular na pata de ratos o
veneno de B. asper, verificou que esse veneno causa hiperalgesia de maneira dose-
tempo dependente, detectada por teste de pressdo na pata e que a hiperalgesia é
mediada, pelo menos em parte, por bradicinina, atividade de fosfolipase A, e
leucotrienos. Em geral o teste mecanico por pressao de pata, € utilizado para estimar
a hiperalgesia inflamatdria, avaliando o aumento da sensibilidade da dor devido a
acdo de mediadores quimicos nos nociceptores, nos quais estdo envolvidos o fator de
necrose tumoral (TNF), interleucinas 1, 6 e 8, prostaglandinas e aminas
simpatomiméticas (FERREIRA et al., 1993; CUNHA et al., 1992; FERREIRA et al.,
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1988). A inflamacédo resulta da liberacdo de milhares de substancias, algumas das
quais sdo neuroativas. Algumas destas substancias estimulam nociceptores
quimiossensiveis por meio dos quais desempenham papel importante no
desenvolvimento da inflamacdo (COUTAUX et al., 2005). Quando analisamos 0s
niveis de transcricdo de RNAm que traduz a IL-6, IL-1p ¢ o TNF-0 os nossos
experimentos demonstram que houve uma ativagdo na transcricdo destas citocinas
apos a injecdo do veneno de B. moojeni. Além disso, j& foi bem estabelecido que as
cininas, como a bradicinina, sd@o peptideos pré- inflamatérios que regulam uma
variedade de respostas fisioldgicas através da estimulacao de 2 subtipos de receptores
Bl e B2 (CALIXTO et al., 2004). Nosso trabalho avaliou os niveis de transcri¢do de
RNAmM destes dois subtipos de receptores (B1 e B2), onde o veneno de B. moojeni
aumentou a expressdo do receptor B2.

Através do teste mecanico, verificou-se que o veneno causou hiperalgesia que
se manteve constante em todos os tempos avaliados. Estes resultados sé&o
semelhantes ao encontrado por Chacur et al. (2002), que ao administrar o veneno de
B. jararaca na pata de ratos, obtiveram hiperalgesia, que foi mensurada atraves deste
mesmo teste. Ainda, nossos resultados demonstram que o veneno de B. moojeni
causou hiperalgesia térmica da primeira a 6 hora da injecdo do veneno. Resultado
semelhante foi encontrado por Bonavita et al., (2006) quando utilizou o veneno de B.
jararaca no mesmo modelo experimental. A sensibilidade avaliada pelo teste de
placa quente € um modelo utilizado para avaliar a nocicepc¢éo supraespinal (DALE et
al., 2006). O modelo de hiperalgesia térmica, de forma semelhante a da mecanica,
depende da inflamacdo e € indiretamente iniciada por um segundo estimulo ex6geno,
o0 estimulo térmico, o que induz a hiperalgesia (HARGREAVES et al., 1988), este
modelo envolve principalmente a ativacdo dos receptores NMDA, a proteina quinase
C e a producdo de 6xido nitrico e do GMP ciclico na coluna vertebral (MELLER et
al., 1994). No entanto, ndo avaliamos qual seria o receptor envolvido na hiperalgesia
térmica induzida pelo veneno de B. moojeni.

Estudos pioneiros realizados por TEIXEIRA et al. (1994) demonstraram que a
peconha de Bothrops jararaca acarreta hiperalgesia em ratos, mediada, ao menos em
parte, por prostaglandinas, leucotrienos e PAF. Estes dados indicam, adicionalmente,
a importancia da atividade fosfolipasica e da geracdo de mediadores lipidicos para a

inducdo da reacdo local, neste caso, da hiperalgesia.
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Hé& aproximadamente uma década, Hunt et al.(1987) descreveram a expressao
do gene c-fos e seu produto proteico, a proteina Fos, em neurénios do corno dorsal
da medula espinal, lombar, de ratos, submetidos a estimulacéo nociva. Desde entéo, a
analise da expresséo da proteina Fos tem sido utilizada em estudos das bases neurais
da nocicepcdo. Existem evidéncias crescentes da existéncia de uma relacdo entre a
expressdo da proteina Fos, induzida por estimulo nocivo e a modulagdo, por longo
tempo, dos processos nociceptivos espinais. Esses processos resultariam em
alteracBes nos circuitos nociceptivos espinais (neuroplasticidade a dor patoldgica),
promovendo o aumento da sensibilidade ao estimulo nocivo (hiperalgesia) ou a
estimulos ndo nocivos (alodinia) (CODERRE et al., 1993). Nossos estudos
demonstram que o veneno de B. moojeni causou um aumento da ativacdo neuronal
na medula espinal de camundongos. Em ratos, a aplicacdo de estimulo elétrico
nocivo em pata anterior e posterior provocou o aparecimento de c-Fos em células
localizadas no corno ventral da medula espinal destes animais (LOWRENCE et al.,
2004).

O Laser ttm se mostrado um instrumento auxiliar tdo importante, que varias
pesquisas de suas possiveis aplicacdes estdo sendo realizadas nos mais diversos
pontos do mundo, como terapia alternativa nas mais diversas areas da medicina,
odontologia, encontrando-se com maior evidéncia em dermatologia, cirurgia plastica,
fisioterapia, estética, tratamentos vasculares entre outros.

Neste estudo, o Laser utilizado foi o Arseneto de Galio (Ga-As), na regido do
vermelho (685 nm) com densidade de energia de 2,2 Jcm® A escolha destes
parametros foram feitas com base em estudos anteriores do nosso laboratério que
mostra que a irradiacdo mais efetiva estd na escala do vermelho e infravermelho
proximo ao espectro, onde as fontes mais utilizadas sdo o laser de helio-nedneo
(HeNe com radiacdo até 632,8 nm), laser Galio-Alumineo (Ga-Al — 630-685nm),
laser Arseneto de Helio-Nedneo (He-Ne-As — 780-870 nm) e o laser Arseneto de
Galio (Ga-As — 904 nm) (DOURADO et al., 2003). A principal razdo para se
utilizar diferentes irradiacGes na regido do vermelho e infravermelho proximo, esta
no fato de que a hemoglobina ndo absorve nesta regido e a luz pode penetrar
profundamente no tecido (VLADIMIRQV et al., 2004).

O tratamento do laser de baixa poténcia foi realizado 30 min e 3 hs apos a
injecdo do veneno, esse protocolo foi realizado para verificar se o LBP seria capaz de

inibir ou reduzir a dor inflamat6éria mesmo depois dos sintomas estarem instalados.
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Nossos resultados demonstram que o LBP reduziu a hiperalgesia mecénica e a
alodinia causada pelo veneno. Estudos recentes demonstraram que o laser de baixa
poténcia foi capaz de reduzir a hiperalgesia e alodinia ap6s inje¢do do veneno de B.
jararacussu (GUIMARAES-SOUZA et al., 2011), o que corrobora com 0S N0ss0s
resultados. Ademais, neste estudo o LBP foi capaz de reduzir a hiperalgesia térmica
induzida pelo veneno. O exato mecanismo de reducédo da dor pela terapia a laser ndo
esta completamente elucidado. Alguns estudos tém sugerido que a irradiagdo laser
poderia produzir analgesia agindo nos canais de K+ (JAMES et al., 2001), outro
estudo mostrou que a irradiacdo laser ndo induz um efeito foto fisico, agindo
diretamente sobre as mitocondrias sem qualquer efeito sobre o mecanismo celular
(KARU et al., 1988). Além disso, estudos tém sugerido que a inibigcdo da atividade
neuronal poderia ser responsavel pelo efeito terapéutico e que a irradiacao laser inibe
de forma seletiva sinais nociceptivos dos nervos periféricos (TASCIOGLU et al.,
2004). Também Honmura et al. (1993), sugeriram que os efeitos anti-inflamatorios,
em inflamacéo aguda de patas de ratos induzida por carragenina, do laser (Ga-Al-As
780 nm, 10 mW, 31,8 J/cm? 30s cada ponto irradiado durante 3 minutos) seja
induzido pelo menos parcialmente por certos mecanismos que ndo envolvam a
secrecdao de opidides enddgenos. Adicionalmente, Ferreira et al. (2005), utilizando
um modelo de hiperalgesia induzida por carragenina demonstrou que o efeito
analgésico causado pelo laser (HeNe 632,8 nm, 2,5 J/cm?) ndo envolve um receptor
opidide periférico, mas envolve tardiamente eventos de liberacdo de PGE, durante a
inflamacdo aguda. Devido a importancia das prostaglandinas no processo
inflamatorio, a interferéncia em sua sintese determina sensivel reducdo nas alteragdes
proporcionadas pela inflamacdo, inclusive a dor. A inibicdo da sintese de
prostaglandinas € o mecanismo de acdo de muitos anti-inflamatérios ndo hormonais
existentes (VANE et al., 1971) e também j& foi demonstrado que o LBP inibe a
liberacdo de PGE; em modelo de artrite (PALLOTA et al., 2012). Assim, é possivel
que em nosso modelo, o efeito analgésico do laser seja devido a inibicao da liberacéo
de PGE,. Neste sentido, foi mostrado, que os venenos de B. jararaca e B. asper
causam aumento da liberagdo de PGE; via COX-2 e que esse aumento deve
contribuir para a formacéo de edema por esses venenos (OLIVO et al., 2007).

O tratamento conjunto do LBP com o antiveneno ndo foi capaz de reduzir a
hiperalsegia térmica, em nosso modelo experimental, este resultado é curioso, pois

nos modelos de hiperalgesia mecénica e alodinia o antiveneno ndo modificou a acéo
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do LBP. E possivel que a resposta imune do soro tenha alterado a capacidade do LBP
em neutralizar a acdo local do veneno na hiperalgesia térmica, provavelmente por ser
uma ativacédo central diferente da mecénica, que € local.

Para verificar a possivel acdo sisttmica do LBP, avaliamos se, em nosso
modelo experimental, o tratamento seria capaz de modular a ativicdo neuronal de um
mediador de dor na medula espinal. Nossos resultados demonstraram que o
tratamento com o LBP diminui a ativagdo neuronal induzida pelo veneno de B.
moojeni na coluna posterior da medula espinal de camundongos. O padrdo de
expressao de c-Fos ou seu produto Fos depende do tipo de estimulo e de sua duragéo.
Coggeshall (2005) divide o padrdo de expressédo de Fos em agudo e crénico. No
presente trabalho monitoramos a imunomarcacao para Fos 6 horas apos injecao de
veneno da B. moojeni, consideramos que neste intervalo de tempo o processo
inflamatdrio agudo estava instalado e o produto proteico Fos ja havia atingido niveis
detectaveis imunohistoquimicamente. O laser mostrou-se capaz de modular a
hipernocicepcéo a niveis centrais e ndo somente a niveis periféricos. N&o existem
dados na literatura sobre a modulacdo de c-Fos pelo laser, no entanto, ja foi
hipotetizado que os fétons enddgenos agem como um mecanismo de sinalizacdo para
a regulacdo de vias neurais da periferia para o cértex de modo integrado, para ajudar
a corodenar a resposta do organismo em resposta a estimulos internos e externos
(LIEBERT et. al., 2014).

Na tentativa de investigar o mecanismo pelo qual o laser reduz o efeito
hiperalgésico induzido pelo veneno, avaliamos a expressdo de mediadores
inflamatdrios envolvidos no processo, como citocinas pré e anti-inflamatorias.
Verificamos que o LBP foi eficaz em reduzir niveis de transcricdo de RNAm que
traduz as citocinas pro-inflamatorias IL-1p, IL-6, e TNF-a, assim como 0s receptores
de bradicinina B1 e B2. Ainda, o laser foi capaz de aumentar a expressdo da citocina
anti-inflamatoria IL-10, no masculo plantar de camundongos. Esses resultados estdo
de acordo com a literatura que mostra que o laser é capaz de modular a expressao de
varias citocinas em varios modelos experimentais, tais como IL-1 e 1L-6 (CARLOS
et. al., 2013; Wu et al., 2013), IL-10 (XAVIER et. al., 2014) e TNF-a (OLIVEIRA
et. al., 2013). Ainda, o laser foi capaz de diminuir a expressdo génica de receptores
de bradicinina 1 e 2 em modelo experimental de edema de pata em rato (BORTONE,
et al., 2008). Esses autores sugerem que essa diminuicdo deve contribuir para a

reducdo do processo inflamatério. Baseados nesses dados, podemos sugerir que o0
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LBP esteja diminuindo a dor, bem como o processo inflamatério causado pela
injecdo do veneno, pelo menos em parte, por inibir os mediadores pro-inflamatorios
e aumentar os niveis de mediadores anti-inflamatorios envolvidos neste efeito. Essa
hipotese é reforcada pelo fato de varios trabalhos na literatura mostrarem um
aumento destes mediadores no processo inflamatério local induzido por venenos
botropicos (MOREIRA et al., 2013; ZAMUNER et al., 2002; CHACUR et al.,
2001).

A terapia com o laser de baixa poténcia como tratamento anti-inflamatorio foi
capaz de reduzir o processo inflamatério em diferentes modelos experimentais. Por
este motivo, utilizamos o LBP no tratamento do envenenamento botropico e como
coadjuvante a soroterapia na neutralizacdo das a¢des causadas por este veneno, uma
vez que o tratamento somente com o antiveneno ndo neutraliza as acGes locais do
envenenamento botrdpico. Portanto, os resultados apresentados vém reforcar que 0s
tratamentos com laser de baixa poténcia e com os LEDs devem ser considerados
como uma abordagem terapéutica para o tratamento dos efeitos locais do

envenenamento botrépico.
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5. CONCLUSAO

Através deste estudo concluimos que o veneno bruto de B. moojeni, na dose
utilizada, foi capaz de induzir um intenso efeito hiperalgésico mecanico e térmico,
em pata de camundongos. O soro antibotropico nao neutralizou o efeito hiperalgésico
mecanico e térmico e também o alodinio, causado pelo veneno. Entretanto, 0s
tratamentos com o laser, com o LED vermelho e infravermelho aplicados 30 min e 3
horas apds a injecdo do veneno foram eficazes em inibir o comportamento
nociceptivo induzido pelo veneno de Bothrops moojeni em camundongos. A
combinacdo de tratamentos da terapia de baixa poténcia com o soro antibotropico
também apresentou efeito na redugéo da sensibilidade dolorosa.

Nossos resultados sugerem que a reducdo do efeito hiperalgésico do LBP
acontece por diminuir a ativacdo neuronal de c-Fos, induzida pelo veneno de B.
moojeni, na coluna posterior da medula espinal de camundongos. Ainda, a
modulagdo dos niveis de transcricdo de RNAm de citocinas pré e anti-inflamatdrias
como a IL-1pB, IL-6, TNF-a, e IL-10 e dos receptores de bradicinina B1 e B2 deve,
ao menos em parte, contribuir pela diminuicéo da hiperalgesia.

Ainda, neste trabalho, avaliamos o efeito do laser no edema induzido pela
miotoxias isoladas do veneno de B. Moojeni. As miotoxinas MjTX-1 e MjTX-I1I
induziram efeito edematogénico na pata de camundongos, sendo a MjTX-Il mais
potente que a MjTX-I na inducdo deste efeito. O tratamento com os LEDs aplicados
30 min e 3 h apds a injecdo das miotoxinas foi efetivo na reducdo do edema
induzidos pelo MjTX-1 e MjTX-II. Ainda, verificamos que a combinagdo do soro
antibotropico com o LED ndo melhorou o efeito da terapia de baixa poténcia

sozinha.
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Ao Ml Madir Andrade

DEfentvasr Avelie © mecnismeo de aglo aetinflamaléeis f0 laser de bidsi poténcia « dn LEDY na
reaglo inflareidri ol comsada pelo venens de Foskromss s,

O shprtives citio darns « de scords com as lepidachen sacionals, recomendagies da Socied s
de Animai di Labsratirio ¢ recsmicinlacies ingornsclonnk,

Mrtoskar

Serdn realizados experimenics com o Inulio de canstorizar o mecansms erveodvidig ne st
antiinflamatirio 4 leer de baixa poostnoia = oo LED nos ofieitos pro - inflemaiieies civelie prlo
veneno de B mevfenl, guenic a libeaglo do medisdor THF-, libermgBo de IL-6 & IL-1 ¢ &
produglio de PGE; & & expressio proadica de OOX-2 = iNOS ¢ se inibigso pelo leser ou LED, Pars
8 malnelo deras ddudos o vinene sesi injotade no pericinic dos snloass, om dnees elivtivas
previamesie avaliadas. Mos sehrenadintes do liqeides de lavegem, i obtide diferomies gropos
e puTimEmlie (in) i G0 4 Visenn ou texinas ¢ conTeles ¢ s difieemies miereakos de empal
ki determinades § concentsigin de POE; por ensabs isimocerimiticn eapacifico. Alrads, sende
coleiados o broodciins peea o delerminagBo da exgresln proléicn de COX-1 e {805 Em wodos o
Preiozodes experimentais, o laser de baive petfncin ¢ o LED serd aplicacds 30 mimnes ¢ 3 horas
aps a inflemacio induzida pelo venene o loxims

T mitedos e procofisestss esils clares ¢ de woordo cam s legislagles nacionai,
recamenda(fes di Socialede de Animals de Labsralirie v recomendagies inlernscianais.

Aunwwais fprocedfncie, rape, dnbegem, somere de animas, prss, L)
Serdo irilizados 100 murdongosSwiss maches, peando anire 3224 g
Evid de scordas.

ﬂl'-:lﬂp!n' e el & sl

Imciabmenie os aaimals ssllo pri-tratndes com i perasitinns © mantides com dgus e alztisitasda sal
bibitum, mantidos &m sl com fempersiurm ¢ ustidade consteie {245 - GA4)L coms ciclo darsedmoum
12712 harac)

Au condigbes de elifaiicnta ¢ nuiriglo estks clarics ¢ de scorda com as lepislepies maconis,
recdimicidaiiics da Sociedade de Animais de Lalscalirie o recomendagies i ern i mils.

Medidas para reiar ssrerse e doF nos anima:
M s aplica,
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Pracedimento Amenténico e Anslgésicofimctair dose ¢ wer de adminicragdol:
Ndo we aplica.

Fatandsiar

Os animais seelo sacrificados em atmosforn de CO,,

O procediments de cutanisin esté daro ¢ de scords com s legolacie nacisnai, rroomendaghen
da Sectedade de Animais de Laberatirio ¢ recomendscbes imternacionais

Pertinincin ¢ valor clemtifico do extads proposion

Essa pequies poders Bvorecer dados adicionals pern uma evennal mplicagio da fobioestimulagso
mo teapa cosdfuvante a soroleraple. Aldn Jeso. esie estudo poderd permitir 3 melhor
comproens®) das oplies de vesonon Bowdgicos na inflamegdo local do pormo de wista & scus
mecenkenos de sdo.

A pertinincia « valer clentifico estie cares.

Apresentado a este Comird parn anilise &tica. fol considernds:

(X) Apreveds, sende gque oxte projete deverh permanccer arquivedo por 95 (cince) anss nesta
Secrvtaria,

¢ ) Com pendénzia (selacionur), devendo o Pesquisador encominher as modificoples sugersdas, ¢
micior a coleta de dados soment apde » aproveSo do projeto poe este Comile,

() Nso-Apeonado

Sk Panlo, 24 de ageste de 2011,

Universidade Nove de Jubo



