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RESUMO

Os acidentes por serpentes do género Bothrops provocam manifestacbes
locais e sistémicas, cujo tratamento é realizado através da administracdo do soro
antiofidico. Porém, a eficacia da soroterapia € limitada, neutralizando apenas
parcialmente as alteragBes patoldgicas locais, sendo necessario o estudo de
possiveis alternativas terapéuticas que complementam a acdo desta. O presente
estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do laser de baixa poténcia Arseneto de
Galio (904 nm), dose de 4 J/cm?, sobre as manifestacdes locais agudas induzidas
pelo veneno de Bothrops moojeni. Trata-se de um estudo experimental, com 0 uso
de camundongos da linhagem Swiss webster, onde foram avaliadas as variaveis
dependentes: edema, nocicepcéo, infiltrado inflamatério e mionecrose. Para tanto,
os animais foram divididos em cinco grupos: grupo controle solucéo salina estéril;
grupo controle veneno; grupo veneno+soro; grupo veneno+laser e grupo
veneno+soro+laser. Na organizacdo e analise dos dados, utilizou-se a analise de
variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey-Kramer, com nivel de significancia
estatistica de 5% (p<0.05). Os resultados indicaram que em relacdo a atividade
edematogénica, na 1% hora apds a administragdo do veneno, somente os animais do
grupo veneno+laser mostrou reducao significativa do edema de pata em 22,76%. A
partir da 6% hora os animais do grupo veneno+laser+soro tiveram redugdo
significativa do edema em 10,5%. Quanto a atividade nociceptiva, somente 0s
animais do grupo veneno+laser+soro mostraram reducao significativa em 36,29% (1*
fase) e em 43,52% (2° fase). Em relagdo ao infiltrado inflamatério muscular, apenas
0S animais dos grupos veneno+soro e veneno+laser+soro tiveram reducdo
significativa em 20,69% e 22,42%, respectivamente. Em relacdo a mionecrose, as
laminas dos animais do grupo veneno+soro mostraram menor porcentagem de
mionecrose (60%) e maior de regeneracdo muscular (100%). Conclui-se que em
relacdo ao edema e nocicepcdo em camundongos, o laser de baixa poténcia
Arseneto de Galio (904 nm) mostrou-se eficaz somente quando associado com 0
soro. Em relacdo ao infiltrado inflamatdrio muscular, o laser apresentou eficacia
quando administrado isoladamente e quando associado ao soro. Em relacdo a
mionecrose, 0s animais do grupo veneno+laser apresentaram regeneragcao muscular
e menor porcentagem de mionecrose. Portanto, esses resultados sugerem que 0
laser Arseneto de Galio (AsGa) pode ser considerado uma alternativa terapéutica
para o tratamento dos efeitos locais provocados por picadas de serpentes do género
Bothrops.

Palavras-chaves: Bothrops moojeni. Inflamagé&o. Laserterapia.



ABSTRACT

The accidents caused by snakes of the Bothrops genus cause local and systemic
manifestations, whose treatment is accomplished by administration of snakebite
serum. However, the efficacy of serotherapy is limited only partially counteracting the
pathologic changes locations, it is necessary to study possible therapeutic means
complementary to this action. The present study aimed to evaluate the effects of low
power laser Gallium Arsenate (904 nm), dose of 4 J/cm? on local acute
manifestations induced by the venom of Bothrops moojeni. This is an experimental
study using Swiss webster mice of strain, where the dependent variables were
evaluated: edema, nociception, inflammatory infiltrate and myonecrosis. To this end,
the animals were divided into five groups: sterile saline solution control group; venom
control group; venom+serum group; venom-+laser group and venom-+laser+serum
group. In organizing and analyzing data, we used analysis of variance (ANOVA)
followed by Tukey-Kramer test, with statistical significance level of 5% (p < 0.05). The
results indicated that activity in relation to edema in the first hours after the
administration of venom, only the animals venom+laser group showed a significant
reduction of paw edema by 22,76%. From the sixth hour the animals of the group
venom+laser+serum had a significant reduction of edema in 10,5%. As for the
nociceptive activity, only the animals in group venom+laser+serum showed a
significant reduction in 36.29% (first phase) and 43.52% (second phase). Regarding
the inflammatory infiltrate muscle, only animals of serum+venom groups and
venom+laser+sorum had significant reduction in 20.69% and 22.42% respectively.
Regarding myonecrosis, the blades of the animals of the venom-+laser+serum
showed lower percentage of myonecrosis (60%) and major muscle regeneration
(100%). It is concluded that in relation to edema and nociception in mice, the low
power laser Gallium Arsenate (904 nm) was effective only when associated with the
serum. In relation to the inflammatory infiltrate muscle, the laser exhibit efficacy when
administered alone and when combined with serum. Regarding myonecrosis,
animals venom+laser group showed muscle regeneration and a lower percentage of
myonecrosis. Therefore, these results suggest that laser Gallium Arsenate (GaAs)
can be considered an alternative therapy for the treatment of local effects caused by
snakebite from Bothrops genus.

Keywords: Bothrops moojeni. Inflammation. Therapy laser.
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1 INTRODUCAO

Devido apresentarem elevada frequéncia e altas taxas de morbi-mortalidade,
os acidentes ofidicos continuam representando um sério problema de saude publica,
principalmente nos paises tropicais.

As regides brasileiras com maior incidéncia de acidentes ofidicos por 100.000
habitantes sdo as regides Centro-Oeste e Norte. Entretanto, os dados
epidemioldgicos nao retratam a real magnitude da regido Norte, pois é possivel que
ocorram subnotificacdes de casos provavelmente devido a dificuldade de acesso da
populacdo aos servicos de saude. No Brasil, a maioria dos acidentes ofidicos séo
causados por serpentes pertencentes ao género Bothrops.

O veneno botropico provoca efeitos locais representados por dor, edema,
podendo evoluir para sangramentos e necrose, e efeitos sistémicos representados
por sangramentos, alteragfes cardiovasculares e renais. Também pode provocar o
aumento da pressao intracompartimental, podendo levar a necrose isquémica, déficit
na cicatrizacéo das lesdes e amputacdo do membro.

O tratamento para acidentes botropicos pode ser especifico através da
administracdo do soro antiofidico e geral através da elevacdo do membro picado,
hidratacdo, uso de analgésicos e antibioticoterapia. Entretanto, os efeitos locais
provocados pelo veneno, sdo muitas vezes, neutralizados apenas parcialmente pelo
soro antiofidico, sendo necessario haver alternativas terapéuticas para
complementar o tratamento.

Uma das técnicas fisioterapéuticas recentes que vem sendo utilizada no
tratamento dos efeitos locais no acidente ofidico é a laserterapia que utiliza o laser
de baixa poténcia no tratamento de lesbes de pele, articulares, musculares e
nervosas.

No entanto, ha caréncia de pesquisas cientificas que utilizem o laser de baixa
poténcia Arseneto de Galio no tratamento dos efeitos locais provocados pelo veneno
botrépico, principalmente na fase aguda, para prevenir o agravamento das lesdes e
consequentemente a necrose tecidual e perda do membro.

A partir dessa problematica, foi realizado o presente estudo com o objetivo de
avaliar os efeitos do laser de baixa poténcia Arseneto de Galio sobre as
manifestacdes locais agudas induzidas pelo veneno de Bothrops moojeni, através de
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experimentos com camundongos da linhagem Swiss webster, onde foram
analisadas as varidveis dependentes: atividade edematogénica e nociceptiva,
infiltrado inflamatorio muscular e mionecrose.

Para a organizacdo e analise dos resultados foi aplicada a analise de
variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey-Kramer, com nivel de significancia
estatistica de 5% (p<0.05) para detectar variacbes dentro e entre as amostras. O
processamento dos dados foi realizado pelos softwares Instat e Graph Pad Prism

versao 4.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 SERPENTES

As serpentes sao vertebrados, tetrapodos e aminiotas. Vertebrados porque
apresentam vértebras; tetrapodos porque descendem de animais com quatro patas
e amniotas pois nascem de ovo aminiotico. Sdo animais que pertencem ao filo
Chordata, sub-filo Vertebrata, classe Reptilia, ordem Squamata, sub-ordem
Serpentes. Com aproximadamente 2.700 espécies, as serpentes constituem o
segundo grupo mais diversificado dos répteis (CARDOSO et al., 2003; FONSECA,
2010).

Tém preferéncia para habitar regides temperadas e tropicais, ambientes
umidos como areas de cultivo, matas e locais com grande quantidade de roedores.
As serpentes podem ser classificadas em peconhentas e nao peconhentas.
Apresentam corpo alongado, escamas epidérmicas cobrindo todo o corpo e grande
elasticidade nos movimentos cranianos. Entretanto, ndo tem membros locomotores,
palpebras moveis e ouvido externo (LOUREIRO, 2002; FONSECA, 2010).

Pertencem as familias: Viperidae, Elapidae, Hydrophiidae ou Colubriadae,
sendo que as familias de serpentes peconhentas que estdo presentes no Brasil séo:
Elapidae e Viperidae. Existem, em todo o mundo, aproximadamente 3.000 espécies
de serpentes, sendo que destas, apenas 420 sao consideradas peconhentas, sendo
perigosas para o homem (CASTRO, 2006; FERNANDES; AGUIAR; DAHER, 2008;
FONSECA, 2010).

A familia Elapidae apresenta aproximadamente 250 espécies no mundo todo
e sdo conhecidas popularmente como corais verdadeiras. A familia Viperidae tem
cerca de 250 espécies distribuidas pelo mundo, sendo que no Brasil, ela apresenta
28 espécies. As viperideas pertencentes a subfamilia Crotalinae compreendem os
géneros: Bothrops, Crotalus e Lachesis. As serpentes pertencentes ao género
Bothrops sdo responsaveis por aproximadamente 90% dos acidentes ofidicos no
Brasil, enquanto as pertencentes ao género Crotalus correspondem a 9% e as do
género Lachesis e Micrurus com menos de 1% (LOUREIRO, 2002; FONSECA,
2010).
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2.1.1 Serpente Bothrops moojeni

Conhecida popularmente como caicaca, representa a principal espécie de
Bothrops dos cerrados brasileiros, distribuindo-se desde o Paran& até o Maranhdo.
Pode se adaptar bem aos ambientes modificados, possuindo comportamento
agressivo e um porte avantajado, podendo atingir 1,5 metro (m) de comprimento
(CARDOSO et al., 2003).

E serpente terrestre. Possui a cabeca em forma de lanca, onde o dorso tem
cor indefinida, sendo mais escura que o resto do corpo. A cor do dorso varia,
apresentando tonalidades tipo café com leite e marron acinzentada. A lingua é de
cor cinza ou cinza clara. Os canthus rostralis e os labios sdo imaculados e da
mesma cor da listra occipital (LOUREIRO, 2002).

Figura 1. Bothrops moojeni e distribuicdo geogréafica. Fémea procedente de
Uberlandia, Estado de Minas Gerais.

%

Fonte: Cardoso et al., 2003, p.49

2.2 VENENOS ANIMAIS

Os venenos de diversas espécies animais possuem toxinas que provocam 0
aparecimento de distirbios hemostaticos durante o envenenamento de suas vitimas.
Os componentes desses venenos podem ser classificados, de acordo com as
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atividades que exercem sobre o mecanismo hemostatico, em toxinas coagulantes e
anticoagulantes (atuam na coagulacdo), toxinas agregantes e antiagregantes
plaquetarias (agem diretamente sobre as plaquetas) e fatores hemorragicos ou

hemorraginas (causam leséo vascular) (CARDOSO et al., 2003).

2.3 VENENOS DE SERPENTES

Correspondem a uma mistura complexa de substancias organicas e
inorganicas. As substancias organicas sao representadas pelas proteinas,
carboidratos, lipideos, aminas biologicamente ativas, peptideos, aminoacidos e
nucleotideos. Os componentes inorganicos encontrados séo: ferro, calcio, cobre,

magnesio, potassio, cobalto, fosforo, sodio e zinco (CARDOSO et al., 2003).

2.3.1 Veneno de Serpentes da familia Viperidae

As peconhas de serpentes contém 20 ou mais componentes diferentes, onde
mais de 90% do peso seco corresponde a proteinas, com grande variedade de
enzimas e uma parte ndo protéica composta por carboidratos, lipidios, metais,
aminoacidos livres, nucleotideos, entre outros (CARDOSO et al., 2003).

Os componentes do veneno das serpentes incluem cardiotoxinas, citotoxinas,
fatores de crescimento de nervos, metaloproteases, lectinas, aminotransferases,
inibidores enzimaticos e varias enzimas como fosfolipases, serinoproteases,
fosfodiesterases, colinesterases, hialuronidases, L-aminoacido oxidases, catalases,
ATPases, NAD nucleosidase e B-glucosaminidases (SANTOS-FILHO, 2009).

Esses componentes s&do responsaveis pelo desenvolvimento de lesdes
sistémicas e locais. As enzimas metaloproteases e fosfolipases possuem um papel
relevante, estando diretamente envolvidas com diversas alteracdes, tais como: dor,
edema, hemorragia, distarbio no sistema de coagulacdo sanguinea e necrose
(GOMES et al., 2009).

2.3.2 Veneno de Serpentes do Género Bothrops

O veneno botropico provoca efeitos locais e sistémicos. Os locais sdo

representados por dor e edema, no local da picada, que se instala precocemente e
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evolui progressivamente, podendo aparecer também equimoses, sangramentos,
enfartamento ganglionar, bolhas e necrose. Os sistémicos podem ser sangramentos
em feridas pré-existentes, alteracbes cardiovasculares e renais, gengivorragias,
epistaxe, hematémese, hematuria, sangramentos uterinos (gravidas), vomitos,
nauseas, sudorese, hipotensdo arterial e choque (MINISTERIO DA SAUDE, 2001;
FONSECA et al., 2004).

O veneno botropico possui acdo proteolitica, coagulante e hemorragica. A
acao proteolitica promove lesdes locais como bolhas, edema e necrose que
provavelmente ocorrem devido a atividades de proteases, hialuronidases,
fosfolipases, mediadores inflamatoérios, acdo das hemorraginas sobre o endotélio
vascular e da acado pré-coagulante do veneno (RIBEIRO; JORGE, 1997;
MINISTERIO DA SAUDE, 2001; CARDOSO et al., 2003).

Provoca inflamacéo e destruicdo desses tecidos, sendo também observado
dano na parede de pequenos vasos sanguineos. A destruicdo de tecidos e a
inoculacdo de bactérias, juntamente com o veneno, podem levar a infeccdo e a
formacdo de abscessos. Podem ocorrer disturbios funcionais e perda do membro
(BARBOSA et al., 2003; OLIVEIRA; RIBEIRO; JORGE, 2003).

A acdo coagulante ocorre atravées da ativacdo, de forma isolada ou
simultanea, do fator X e da protrombina, podendo ocorrer também alteracdes da
funcdo plaquetaria e plaguetopenia. Ja a acdo hemorragica ocorre devido a acao da
hemorragina na membrana basal dos capilares provocando lesdo na mesma e
também devido a associacdo da hemorragina a plaquetopenia e alteracdes na
coagulacdo, atuando tanto na regido da picada, como a distdncia (RIBEIRO;
JORGE, 1997; MINISTERIO DA SAUDE, 2001; CARDOSO et al., 2003).

As miotoxinas agem direta e especificamente sobre o musculo esquelético,
podendo levar a degeneragcdo e morte celular (mionecrose). A maioria dos venenos
botropicos apresentam as fosfolipases A, que sdo enzimas que hidrolizam a ligagéo
éster de carbono 2 dos glicerolfosfolipidios, produzindo miotoxicidade,
neurotoxicidade, hemdlise, hipotensao, efeito anticoagulante, edema e efeitos na
agregacdo plaquetaria (CARREIRO; COGO; PRIANTI JUNIOR, 2005; SANTOS-
FILHO et al., 2008).
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Figura 2. A) Edema e equimose 2 a 3 horas apoés acidente botropico. B) Edema tenso
com bolha em extremidade.

Fonte: Cardoso et al., 2003, p. 74

2.3.3 Veneno de Bothrops moojeni

Foi isolada do veneno de Bothrops moojeni a moojeni protease A, sua
principal enzima proteolitica, uma metaloprotease ativa sobre a caseina e de baixa
atividade hemorragica. Foram identificadas também, uma fosfolipase acida, a BM-
PLA, e uma enzima coagulante, a batroxobina (LOUREIRO, 2002).

Em estudos realizados, foi isolada nova protease a partir do veneno de
Bothrops moojeni, a MOO3 que mostrou semelhanca, em muitos aspectos, com a
MSP;, MSP, e MPB, mas em relacdo ao ponto isoelétrico, peso molecular e efeito
dos inibidores, mostrou diferencas (OLIVEIRA et al., 1999).

2.4 VARIABILIDADE NA COMPOSICAO E NAS ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS
VENENOS BOTROPICOS

A composicao do veneno pode variar, para uma mesma espécie, em funcao
de alguns fatores, tais como: a idade do animal, a distribuicdo geografica e o carater
individual. A idade do animal pode determinar maior ou menor atividade inflamatoria
aguda e pro-coagulante, como por exemplo, o veneno de Bothrops moojeni jovem
gue possui maior atividade pro-coagulante e menor atividade inflamatéria quando
comparado com essa espécie adulta (CARDOSO et al., 2003).

O autor acima ainda afirma que em relacdo a distribuicdo geografica, pode
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haver variacdes nas atividades dos venenos em serpentes da mesma espécie,
porém de regides diferentes. No que concerne ao carater individual, as serpentes da
mesma espécie, idade e procedéncia podem apresentar variacdo nas atividades

farmacoldgicas devido a dieta da regido na qual se encontra.

2.5 ACIDENTE BOTROPICO

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) h4, no mundo, 1.250.000 a
1.665.000 acidentes por serpentes peconhentas por ano, ocorrendo 30.000 a 40.000
mortes.

O Brasil representa o pais da América do Sul com maior nUmero de acidentes
ofidicos, com 20.000 casos por ano, seguido pelo Peru, Venezuela, Colémbia,
Equador e Argentina, com nimero de casos por ano de 4.500; 2.500 a 3.000; 2.675;
1.200 a 1.400; 1.500 a 1.250 respectivamente (PINHO; PEREIRA, 2001; MORENO
et al., 2005; LIMA; CAMPOS; RIBEIRO, 2009).

Envenenamentos por serpentes do género Bothrops sdo muito importantes
para a saude publica, pois sdo responsaveis por aproximadamente 73,5% dos
20.000 acidentes ofidicos anuais registrados no Brasil (SANTOS-FILHO et al., 2008;
GUIA DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2008).

Os acidentes causados por serpentes venenosas representam importante
problema de saude publica, especialmente em paises tropicais, devido as elevadas
taxas de morbimortalidade. A maioria dos acidentes causados por serpentes
peconhentas ocorre em paises em desenvolvimento, sendo mais frequente em
areas rurais, onde os dados epidemiologicos sdo poucos e subnotificados (BONAN
et al., 2010).

As regides brasileiras com maior incidéncia de acidentes ofidicos por 100.000
habitantes sdo as regides Centro-oeste e Norte. Entretanto, os dados
epidemioldgicos nao retratam a real magnitude da regido Norte, pois é possivel que
ocorram subnotificacdes de casos provavelmente devido a dificuldade de acesso da
populacdo aos servicos de saude (LIMA; CAMPOS; RIBEIRO, 2009).

O Ministério da Saude notifica anualmente mais de 20.000 acidentes ofidicos,
sendo que 0s géneros aos quais pertencem as serpentes venenosas, no Brasil, sdo

Bothrops, Crotalus, Lachesis e Micrurus. Destes, aproximadamente 85% dos
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acidentes ofidicos sdo causados por Bothrops (CARDOSO et al., 2003; RIBEIRO;
JORGE, 1997).

No Estado do Amapa foram notificados a Secretaria Estadual de Saude varios
casos de acidentes por serpentes peconhentas nos anos de 2003, 2004, 2005 e
2006, perfazendo um total de 909 casos. Desse total, somente em 625 casos houve
referéncia ao género da serpente que causou o acidente, sendo que destes, 614
(67,5%) foram causados por serpentes do género Bothrops, 6 (0,7%) por Crotalus e
3 (0,3%) por Lachesis (SILVA, 2001; LIMA; CAMPOS; RIBEIRO, 2009).

2.6 O PROCESSO INFLAMATORIO

O processo inflamatoério foi descrito inicialmente por Cornelius Celsus em
termos dos sinais cardinais: calor, rubor, edema e dor. Posteriormente foi descrito
por Virchow o quinto sinal cardinal: a perda da funcéo ou functio lesae. Inflamacéo &
um termo utilizado para designar um complexo fendbmeno do organismo que ocorre
frente a um processo infeccioso, a um antigeno ou a lesao celular ou tecidual, com o
objetivo de neutralizar e expulsar o agente agressor, promovendo a reparacao
tecidual (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; ROCK; KONO, 2008).

No entanto, se a neutralizacdo e destruicdo do agente agressor, assim como
o processo de reparo tecidual ndo ocorrerem de forma sincronizada e eficiente, a
resposta inflamatoria pode provocar lesao tecidual permanente através do acumulo
de substancias prejudiciais ao organismo, como leucdcitos, coldgeno e outras
substancias (NATHAN, 2002).

Os sinais cardinais presentes no processo inflamatorio agudo ocorrem devido
as mudancas hemodinamicas (ou vasculares) e celulares que acontecem durante a
inflamag&o. As mudangas hemodinamicas sdo caracterizadas pela vasodilatagao
arteriolar e pelo aumento localizado da permeabilidade microvascular. Esses
eventos sdo regulados pela acdo de varios mediadores que sao liberados durante
uma lesdo tecidual, na presenca de alérgenos, micro-organismos patogénicos,
corpos estranhos e irritantes e compostos toxicos (MEDZHITOV, 2008).

Esse aumento da permeabilidade vascular ocorre devido a um desequilibrio
das pressdes hidrostatica e oncotica no plasma e tecidos, mediado pela acédo de
mediadores inflamatérios (histamina e serotonina), ocorrendo acumulo de liquido no

intersticio, resultando em edema tecidual. A dor também estd presente e ocorre
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devido a acao direta dos mediadores inflamatorios (bradicinina, substancia P) sobre
terminacgdes nervosas (KING, 2007).

Os mediadores inflamatorios sdo pequenas moléculas e proteinas que agem
na amplificacdo e terminacéo de tipos diferentes de respostas inflamatorias. Atuam
por meios de receptores especificos nas células-alvo, sendo que a maioria desses
mediadores tem efeito em varios tipos celulares. Os mediadores inflamatérios sao
representados por. aminas vasoativas (histamina e serotonina); Oxido nitrico;
neuropeptideos (substancia P); mediadores derivados de lipideos; citocinas;
guimiocinas e cascatas de proteinas plasmaticas (cascata de complemento, da
coagulacéo e da quinina) (KING, 2007).

ApoOs haver lesédo ou insulto ao tecido conectivo, seja devido a lesdo mecéanica
ou a irritacdo quimica, as respostas do organismo ocorrem em etapas, sendo
constituidas pela inflamacdo aguda, cronica e granulomatosa. O estagio agudo
envolve respostas vasculares e celulares durante as primeiras 24 horas, atingindo
seu pico apdés 48 a 72 horas. H4A aumento da permeabilidade vascular e
vasodilatacdo causados pelos mediadores inflamatérios conhecidos como:
histamina, prostaglandinas, leucotrienos, serotonina, fator ativador de plaquetas,
componente do complemento e substancias liberadas nas terminagées nervosas. Os
neutréfilos sdo as células predominantes, as vezes associadas aos eosinéfilos
(HEDQVIST; GAUTAN; LINBOM, 2000; KISNER; COLBY, 2005; KING, 2007).

O estagio cronico surge a medida que a inflamacdo diminui (do segundo ao
quarto dia), podendo durar de 14 a 21 dias ap0s o surgimento da lesdo, sendo
caracterizado pelo aumento da atividade fibroblastica, formagcdo de coldgeno e
tecido de granulacdo. Ja no estagio cronico ndo existem sinais de inflamacg&o, mas o
paciente ainda nao teve suas funcdes recuperadas completamente. Ha a
sobreposicdo com o estagio subagudo, ou seja, do 14° ao 21° dia apos a lesdo,
ocorrendo nessa fase, a maturacdo do tecido conectivo devido ao desenvolvimento
de fibras de colageno e tecido cicatricial (KISNER; COLBY, 2005; KING, 2007).

2.7 TRATAMENTO ANTIOFIDICO
O primeiro soro heterdlogo para uso no tratamento do envenenamento por

serpente (Naja) foi criado por Calmette. Anos depois, Vital Brasil produziu, em S&o

Paulo (Instituto Butantan), soros heterélogos contra venenos de Bothrops jararaca e
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Crotalus durissus terrificus, recomendando a administracdo através da via
subcutanea (UTESCHER et al., 1994).

O tratamento para acidentes ofidicos corresponde ao tratamento especifico e
geral. O tratamento especifico consiste na administracao, mais precoce possivel, do
soro antibotropico (SAB), por via intravenosa, ou usar associagfes antibotropico-
crotdlica ou antibotropicolaguética. O tratamento geral consiste na elevacdo do
membro picado, no uso de analgésicos, hidratacdo e antibioticoterapia (MINISTERIO
DA SAUDE, 2001). A posologia do soro antibotropico depende da classificacdo do

acidente ofidico (leve, moderado e grave), de acordo com o quadro abaixo:

Quadro 1. Classificacdo quanto a gravidade e soroterapia recomendada

Manifestacoes e Leve Moderado Grave
Tratamento
Locais: dor; Ausentes ou Evidentes Intensas
edema e discretas
equimose
Sistémicas: Ausentes Ausentes Presentes
hemorragia
grave; choque e
anuria
Tempo Normal ou Normal ou Normal ou
Coagulacao Alterado Alterado Alterado
Soroterapia (n° 2-4 4-8 12
de ampolas)
Via Intravenosa Intravenosa Intravenosa
Administracéo

Fonte: Ministério da Saude, 2001.

Entretanto, os efeitos locais provocados pelo veneno, sdo muitas vezes,
neutralizados apenas parcialmente pelo soro antiofidico, sendo necessario que haja
alternativas terapéuticas para complementar o tratamento desses efeitos (FONSECA
et al., 2004). Isso pode ser verificado atraves de estudos experimentais, como o de
Picolo et al., (2002) que realizaram um experimento com ratos através da indugéo do
envenenamento local por Bothrops jararaca e Bothrops asper, sendo o0s ratos
tratados antes e apds 0 envenenamento com soro antibotrGpico, com o objetivo de
analisar a eficacia do soro no tratamento do edema e da dor no local da injecédo do
veneno.

Os resultados do estudo citado pelo autor acima mostraram que o0s
antivenenos botropicos produzidos contra Bothrops jararaca e Bothrops asper foram

eficazes na neutralizacdo do edema e da dor local somente quando administrados
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antes do envenenamento, mostrando ineficacia quando administrados apds a
inoculacéo do veneno.

De acordo com experimentos realizados em ratos Wistar, foi demonstrado
que o soro antibotropico reverteu a maioria dos efeitos e distdrbios sistémicos
causados pelo veneno de Bothrops jararaca tais como: coagulacdo intensa, lesdes
hemorragicas e reacdes inflamatorias, quando administrado simultaneamente e até
15 minutos apos a injecdo do veneno. No entanto, 0 Soro nao conseguiu reverter 0s
sintomas locais como as lesbes hemorragicas, os distarbios da coagulacéo,
aumento da permeabilidade vascular e aumento da interacdo leucocito-endotélio
(BATTELLINO et al., 2003).

2.8 LASERTERAPIA DE BAIXA FREQUENCIA

2.8.1 Principios Fisicos do Laser de Baixa Poténcia

O termo laser € um acrénimo para Light Amplification by Stimulated Emission
of Radiation (amplificacdo da luz através de emisséo estimulada de radiacdo). Albert
Einstein esbogou os principios basicos da geracao desse tipo de luz, em 1917, em
seu trabalho intitulado Zur Quantun Theorie der Strabing. No entanto, foi somente
em 1960 que houve o primeiro disparo de luz laser de rubi por Theodore Maiman, no
Hughes Laboratories nos EUA (KITCHEN, 2003; SIMOES, 2007).

A partir dessa década vérios estudos foram sendo realizados com o laser,
merecendo destaque o trabalho realizado pelo grupo do professor Endre Mester, em
Budapeste (1960), que iniciou o uso do laser de baixa intensidade diretamente no
tecido para fotobioestimular o processo de regeneracao tecidual (KITCHEN, 2003).

Segundo Kitchen (2003) quando um atomo ou molécula recebe energia ha
uma mudanca de Orbita do elétron que se desloca de um nivel mais baixo (de
repouso) para outro mais alto, onde se tornam instaveis, caindo, dentro de um
periodo curto de tempo, para niveis de energia mais baixos, fazendo com que o
elétron libere sua energia extra como fétons de luz. Esses fotons de luz vao interagir
com outro atomo ou molécula, provocando alteracdo na energia dos elétrons. A
radiacdo laser ocorre através da Emissao Estimulada de Luz onde um féton incide e

interage com um atomo que ja esta excitado, produzindo dois fétons idénticos.
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Para que isso ocorra, os aparelhos de tratamento por laser apresentam trés
componentes: um meio ativo, que quando “bombeado” com energia produz a
emissao estimulada, sendo que 0s mais usados sédo as misturas de gases de Hélio e
Neon (He-Ne) e os diodos de Arseneto de Galio (AsGa) e Arseneto de Galio e
Aluminio (AsGaAl). Outro componente que corresponde a uma cavidade ressonante
ou camara que contem o meio ativo e um par de superficies refletoras paralelas ou
espelhos e o terceiro que se refere a uma fonte de poténcia para bombear o meio

ativo para produzir emissao estimulada (KITCHEN, 2003).

2.8.2 Caracteristicas da Radiagéo Laser

O Laser que é utilizado na fisioterapia apresenta caracteristicas especiais e
diferentes da luz produzida por outros métodos, tais como: Monocromaticidade,
Colimagdo e Coeréncia. A monocromaticidade descreve uma radiacdo que
demonstra espectrograficamente, sé uma linha, sendo que a luz produzida por um
laser é de cor unica. A Colimacao refere-se a capacidade dos raios de luz laser
serem paralelos, apresentando pouca ou nenhuma divergéncia da radiacdo emitida
a distancia. A Coeréncia significa que as depressdes e picos das ondas de luz
emitidas combinam-se de modo perfeito no tempo (coeréncia temporal) e no espago
(coeréncia espacial) (LOW; REED, 2001; AGNE, 2005).

2.8.3 Classificacéo dos Emissores de Laser

Na area meédica, os emissores de laser sdo divididos em laser de alta
poténcia e laser de baixa poténcia. Sdo usados trés tipos de emissores: soélidos
(neodimio YAG); com tubo de géas (Hélio-Neon, Diéxido de Carbono (CO2) ou
Argdnio) ou por meio de um diodo (Arseneto de Galio e Arseneto de Galio-Aluminio).
De acordo com poténcia e perigo, os emissores de laser também podem ser
classificados em categorias: I, Il, IlIA, IlIB e IV (AGNE, 2005).

De acordo com Agne (2005), as categorias | e Il correspondem aos emissores
de laser de poténcia muito baixa; emitem luz vermelha visivel, ndo tem aplicacdo
terapéutica; ndo aguecem e nem produzem efeitos na pele, porém podem produzir
lesbes oculares. Sao utilizados nos leitores de cddigos barras, leitores de CD e

impressoras a laser.
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As categorias IlIA e 1lIB correspondem aos emissores de laser de poténcia
média, normalmente inferior a 50 miliwatts (mW), com luz vermelha visivel ou
infravermelha invisivel; ndo tem efeito térmico e ndo produzem lesdes cutaneas.
Contudo, podem lesionar os olhos, sendo obrigatério o uso de o6culos protetores
especiais. Sao usados na Fisioterapia conhecidos como laser de baixa intensidade,
sendo que a interacdo com os tecidos ocorre através dos fendbmenos de reflexao,
refracdo (nas interfases), transmissao (no interior do meio), absorcao e disperséo. A
absorcdo e a transmissdo dependem do comprimento de onda e da natureza
absorvente (AGNE, 2005).

A Categoria IV, segundo Agne (2005), refere-se aos emissores de poténcia
elevada, de uso meédico, utilizados em cirurgias para coagulacdo ou corte,
tratamento de tumores, eliminacédo do tecido superficial da pele e cauterizacbes em

oftalmologia. Os principais séo: o laser de rubi, de diéxido de carbono e YAG.
2.8.4 Geradores de Laserterapia

Atualmente os geradores de laser utilizados no Brasil sdo Hélio-Neon (HeNe),
Aluminio-Galio-Indio-Fésforo (AlGalnP), Arseneto de Galio (AsGa) e Arseneto-Galio-

Aluminio (AsGaAl), segundo o quadro abaixo:

Quadro 2. Geradores de laser

Tipo de | Comprimento | Forma de | Percepgédo | Poténcia | Penetragao
Laser de onda Emissdo | do Feixe de Pico
HeNe 632,8 nm Continua Visivel 2al5 Superficial
(nandémetros) | e Pulsada (luz mwW (L a2mm)
vermelha)
AlGalnP 670 nm Continua Visivel 15a30 | Superficial
e Pulsada mwW (L a2mm)
AsGa 904 nm Pulsada e N&o 15a30 Mais
Continua visivel mwW profundo (2
a4 mm)
AsGaAl 830 nm Continua N&o 30 mW Mais
e Pulsada visivel profundo (2
a4 mm)

Fonte: Agne, 2005.

Os geradores de AlGalnP séo indicados especialmente em cicatrizagao de
Ulceras, enquanto que AsGa e AsGaAl sdo indicados para o tratamento de lesbes

nos tenddes, musculos e ossos (AGNE, 2005).
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2.8.5 Efeitos Bioldgicos e Fisioldgicos do Laser

O tratamento com laser de baixa poténcia oferece um efeito reparador e
benéfico sobre o tecido nervoso, o musculo esquelético e a pele. E usado na
medicina devido apresentar efeitos bioldgicos, tais como: acdo analgésica; anti-
inflamatoria; acdo reparadora de tecido, estimulacdo do sistema imunolégico e
aumento da microcirculagcdo sanguinea. Também tem acéo bioquimica através da
modulacdo da fosforilacdo oxidativa nas mitocondrias, estimulando a sintese de
Adenosina Trifosfato (ATP) (DIAZ et al., 2009).

Descobriu-se que a irradiacdo laser tem uma larga aplicacdo na é&rea
biomédica, provocando efeitos benéficos na cicatrizacdo de ferimento, reparo
tecidual e estenose vascular. Ao nivel celular, o laser provoca aumento do
metabolismo oxidativo. Na China, a radiacdo laser de baixa poténcia tem sido
recentemente aplicada clinicamente no tratamento de acidente vascular encefélico
agudo, psoriase e artrite reumatoide. Os seus efeitos também podem ser atribuidos
ao aumento da microcirculacdo (MI; CHEN; ZHOU, 2006).

O uso do laser de baixa poténcia promove aumento da respiracao
mitocondrial e sintese de ATP; regeneracdo do musculo esquelético apds trauma,;
aceleracdo da cicatrizacao de feridas; estimula a neoformacéo de vasos sanguineos;
diminuicdo do processo inflamatério; inducdo da sintese de proteinas regulatorias
nas ceélulas satélites do musculo esquelético. Pode ser usado também, no
tratamento para o alivio da dor e para bioestimulacdo celular (BORATO et al., 2008).

Endo et al. (2008) realizaram um experimento onde provocaram lesao no
nervo ciatico de ratos através do esmagamento e aplicaram o laser de Arseneto de
Galio (AsGa) pulsado de baixa poténcia (dose 4 J/cm? comprimento de onda: 904
nm) sobre o nervo lesionado, durante 1 semana. Os pesquisadores, através da
analise funcional da marcha e da morfometria dos nervos tratados, concluiram que o
laser de baixa poténcia acelera a regeneracao dos nervos lesados em ratos.

Em outro estudo experimental, os pesquisadores provocaram lesdo do nervo
fibular direito de ratos, através de esmagamento e realizaram o tratamento desses
nervos com o uso do laser AsGaAl de baixa poténcia (comprimento de onda: 830
nm, poténcia do emissor: 100 mW, continuo e dose de 140 J/cm?) durante 21 dias.

Os pesquisadores avaliaram o tempo de percurso na passarela de marcha e o indice
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funcional do fibular, concluindo que o laser acelerou e melhorou a regeneracéo do
nervo fibular do rato (ANDRAUS; BARBIERI; MAZZER, 2010).

2.8.6 Técnica de Aplicacao

Na laserterapia de baixa poténcia, utiliza-se a aplicacdo Pontual ou a
Varredura. A modalidade Pontual consiste na aplicacao do laser sobre varios pontos
numa determinada area. A caneta deve ficar bem préxima ou tocando a pele,
devendo ficar perpendicular a area tratada. Os pontos devem ficar distanciados
entre 1 e 2 centimetros (cm). Nos tipos de Lasers de luz néo visivel, a aplicacéo sera
sempre pontual. Na modalidade por Varredura ha a demarcacéo de toda a area da
lesdo e a confeccdo de uma rede na qual cada quadro tenha 1cm?. Esse método é
aplicado somente nas lesdes dermatoldgicas (Ulceras de decubito e diabéticas) e

nas lesbes para acelerar a cicatrizagao (AGNE, 2005).

2.8.7 Laserterapia nos Acidentes Ofidicos

Nadur-Andrade et al. (2011) realizaram um estudo com camundongos
objetivando avaliar os efeitos do uso do laser de baixa poténcia no edema e na
hemorragia local provocados pelo veneno de Bothrops moojeni, com aplicacdo de
trés tipos de geradores (canetas) de laser: 635 nanémetros (nm), 685 nm e 945 nm.
Apresentaram como resultado reducdo estatisticamente significante nos grupos
onde foi administrado o soro antibotropico associado com o laser (as trés canetas).

Porém, ndo houve diferenca estatisticamente significante quando usaram
somente 0 veneno com 0O soro antibotropico e quando compararam os resultados
entre 0s grupos tratados com as diferentes canetas de laser, concluindo que o laser
pode reduzir os efeitos locais provocados pelo veneno de Bothrops moojeni,
podendo ser clinicamente relevante (NADUR-ANDRADE et al., 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do laser de baixa poténcia Arseneto de Gélio (904 nm)

sobre as manifestacdes locais agudas induzidas pelo veneno de Bothrops moojeni.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estudar os efeitos do laser de baixa poténcia Arseneto de Galio no edema
provocado pela administracdo do veneno de Bothrops moojeni.

2. Analisar os efeitos do laser de baixa poténcia Arseneto de Galio na atividade
nociceptiva induzida pelo veneno.

3. Verificar os efeitos do laser de baixa poténcia Arseneto de Galio no infiltrado
inflamatorio muscular provocado pela aplicacdo do veneno por via intramuscular.

4. Avaliar os efeitos do laser de baixa poténcia Arseneto de Galio na mionecrose

local provocada pela aplicacdo do veneno por via intramuscular.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de uma pesquisa experimental, exploratoria, com aplicacdo de
campo de natureza quantitativa e qualitativa, cuja pretensédo foi de realizar uma
coleta prospectiva, com o objetivo geral de avaliar a acao do laser Arsenéto de Galio
de baixa poténcia sobre os efeitos agudos locais produzidos pelo veneno de
Bothrops moojeni.

O presente estudo estd de acordo com os Principios Eticos de
Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA), em concordancia com a Lei Federal n°11.79 4, de 08 de outubro de 2008,
gue estabelece procedimentos para uso cientifico de animais.

Essa pesquisa foi enviada & Comiss&o de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Amapa (UNIFAP) apos o preenchimento do Protocolo para uso de
animais em pesquisa (ANEXO B) e aprovada em reunido realizada no dia 09 de
marco de 2011, sob o protocolo n° 006A/2011, presente em anexo C. A pesquisa foi
realizada nos Laboratérios de Toxicologia e de Farmacos do Curso de Ciéncias

Farmacéuticas da Universidade Federal do Amapa (UNIFAP).

4.2 POPULACAO E AMOSTRA
4.2.1 Animais

O estudo foi realizado em camundongos da linhagem Swiss webster, adultos,
do sexo masculino, com peso corporal de 20 a 25 gramas (g), provenientes do
Biotério do Instituto Evandro Chagas localizado na cidade de Belém, Para. Os
animais foram mantidos em condicbes ambientais controladas, em temperatura
ambiental de 22° Centigrados (C) £ 0,5C; acondicio nados em caixas de polietileno,
com grade metalica, com comida (racdo Labina) e agua ad libitum e ciclos de luz
alternados de 12 em 12 horas (MEZADRI; TOMAZ; AMARAL, 2004).

4.2.2 Critérios de Inclusdo

A pesquisa incluiu somente camundongos da linhagem Swiss webster, do
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sexo masculino, com peso compreendido entre 20 a 25 g.
4.2.3 Critérios de Excluséo

Foram excluidos da pesquisa todos os animais do sexo feminino devido a
possibilidade dos hormdnios femininos influenciarem na resposta corporal dos
animais, e consequentemente no resultado dos experimentos e 0S animais que
foram a 6bito em decorréncia dos procedimentos realizados e/ou apresentaram

sofrimento incompativel com a vida.

4.2.4 VVeneno

Foi utilizado o veneno bruto liofilizado de Bothrops moojeni, proveniente do
Serpentario do Departamento de Ciéncias Biologicas da Universidade de Alfenas-

Minas Gerais. O veneno foi coletado pela Dr. Maria Lucia Silva, no ano de 20009.

4.2.5 Soro Antiofidico

O soro utilizado foi o antibotrépico-laquético produzido pelo Instituto Vital
Brazil S.A., doado pelo Setor de Imunobiolégico da Central de Armazenamento e
Distribuicdo de Imunobiolégicos (CADI) localizada no municipio de Macapa, Amapa
(Lote: MS 095904 B). O soro antibotropico-laguético é uma solucdo que contém
imunoglobulinas (IgG) purificadas , obtidas a partir de plasma de equinos
hiperimunizados com mistura de venenos dos géneros Bothrops e Lachesis.

E indicado para o tratamento do envenenamento causado pela picada de
serpente do género Bothrops (B.) (B. jararaca, B. jararacussu, B. alternatus, B.
moojeni e B. neuwiedi) e da serpente Lachesis muta. Ndo é recomendado nos
acidentes causados por serpentes do género Crotalus (cascavel e boicininga) e
Micrurus (coral).

A via de administracao do soro nos experimentos foi a intraperitoneal e a dose
foi de 60 microlitros (uL) (NADUR-ANDRADE et al., 2011).

4.2.6 Laser de Baixa Poténcia
Aparelho de laser semicondutor de baixa poténcia, HTM Compact (Amparo,
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Séao Paulo, Brasil), caneta com comprimento de onda de 904 nm. Os parametros do
laser foram: poténcia de 50 mW, tempo de irradiagéo de 25 segundos (determinado
pelo aparelho) e &rea irradiada de 2 cm?, com dose de 4 J/cm?. A técnica aplicada foi
a Pontual, onde a irradiacdo do laser foi realizada no local onde o veneno foi
administrado, através do contato direto da caneta na pele do animal, formando um
angulo perpendicular com a mesma. Foram usados Oculos para protecdo. O
aparelho de laser foi calibrado através do uso do medidor de poténcia otica Ophir
PULSAR (HTM-EIME-017) (ANEXO A). A dose usada nos experimentos (4 J/cm?)
nao provoca efeitos térmicos, sendo a dose mais empregada em clinicas de
fisioterapia, de acordo com pesquisa realizada por Fukuda et al. (2010). Esses

parametros foram usados em todos 0s experimentos.

Figura 3. Equipamento laser de baixa poténcia HTM
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Fonte: Pesquisa realizada pelo autor.
4.2.7 Equipamentos e Materiais Utilizados:

Balanca eletronica (Bioprecisa modelo FA-2104N).
Balanca (Acculab).

Caneta para CD/DVD.

Pipetador automatico (volume fixo) (Kacil).
Pipetador Automatico (volume variavel).

Tubos de Ependorf.

Seringa para insulina descartavel de 1ml/cc, U-100.

Cloreto de Saodio 0,9%.
Luvas descartaveis.
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Paquimetro de baixa pressao 0,01 mm (Mitutoyo).
Laser de baixa poténcia (HTM, caneta de 904 nm).
Funil de Vidro.

Espelho (tamanho médio).

Oculos para protegéo

Maquina Fotografica (Sony, com 7.2 megapixels).
Algodéo Hidréfilo branco (Johnson & Johnson).
Crondmetro (Kenko, modelo KK-2808).

Tripé (WK 1008).

Soro antibotrépico-laquético (Instituto Vital Brazil S.A.).
Tubo de ensaio.

Lamina para microscopio (Labor Slides).

Material Cirdrgico (tesoura, pinca).

Placas de Petri

Microscopio optico (Diagtech).

Formaldeido

Gaze.

Becker.

Liquido de Turk.

Camara de Neubauer Improved (Optik Labor).
Ponteira para pipeta.

4.3 EXPERIMENTOS
4.3.1 Preparacao das Solucdes de Veneno

Inicialmente o veneno bruto liofilizado de Bothrops moojeni foi pesado em

uma balanca analitica (Bioprecisa) e diluido em solugéo salina estéril.
4.3.2 Atividade Edematogénica

Para a analise desta atividade, o experimento foi dividido em duas etapas: a
primeira foi a determinacdo da Dose Edematogénica Minima (DEM) do veneno de
Bothrops moojeni e a segunda foi o estudo do efeito do laser Arseneto de Galio

sobre a atividade edematogénica induzida pelo veneno de Bothrops moojeni.

4.3.2.1 Determinacdo da Dose Edematogénica Minima (DEM) do veneno de

Bothrops moojeni

Primeiramente foi determinada a menor dose de veneno capaz de produzir
edema na pata dos camundongos quando comparado aos animais do grupo
controle. Para isso, foram utilizados camundongos distribuidos em 4 grupos,
contendo 5 animais em cada, aos quais foram administradas diferentes doses de
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veneno de Bothrops moojeni (Tabela 1). Posteriormente, os animais foram
imobilizados manualmente e o veneno foi injetado na regido subplantar da pata
posterior direita, por via intradérmica. O volume da pata foi avaliado através do uso
de um paquimetro de baixa pressao 0,01 mm (Mitutoyo), nos intervalos de Oh (antes
do veneno); 1h; 2h; 3h e 4 horas ap6s a administracdo do veneno. Foram realizadas

3 medidas para o calculo da média de volume da pata de cada animal.

Tabela 1. Determinacdo da Dose Edematogénica Minima (DEM) do veneno de Bothrops
moojeni

Grupo SSE Veneno
I 50uL -
I - 0,05 mg/kg
[l - 0,10 mg/kg
\Y - 0,20 mg/kg

Fonte: Pesquisa realizada pelo autor. SSE- Solugéo salina estéril; n=5; Volume de veneno
administrado: 50pL.
4.3.2.2 Estudo do efeito do laser Arseneto de Galio sobre a atividade edematogénica

induzida pelo veneno de Bothrops moojeni

Nesta etapa, a dose de veneno utilizada para a indugéo do edema foi de 0,05
mg/kg. Os animais foram distribuidos em 5 grupos, contendo 5 camundongos cada,
totalizando 25 animais. Foi realizada imobilizacdo manual para a administracao
intradérmica do veneno de Bothrops moojeni, na regido subplantar da pata posterior
direita (Tabela 2).

Tabela 2. Estudo do efeito do laser Arseneto de Galio sobre a atividade edematogénica
induzida pelo veneno de Bothrops moojeni

Grupo Veneno (mg/Kg) Soro (uL) Laser (J/cm?)
SSE - - -
VBM 0,05 - -
VS 0,05 60 -
VL 0,05 - 4
VSL 0,05 60 4

Fonte: Pesquisa realizada pelo autor. *SSE- Solugéo salina estéril; 50 yL.

De acordo com a tabela acima, o grupo SSE correspondeu ao grupo controle

qgue recebeu somente solucéo salina estéril (50 yL); o grupo VBM recebeu apenas o
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veneno; o grupo VS recebeu o veneno e o soro (30 minutos apGs o0 veneno); 0 grupo
VL recebeu o veneno e o laser (30 minutos apds o veneno) e o grupo VSL recebeu o
veneno, o soro (30 minutos apos o0 veneno) e o laser imediatamente apds 0 soro.

O laser foi aplicado inicialmente 30 minutos apds o veneno (grupo VL) e
imediatamente apds o soro (grupo VSL). Posteriormente foi usado duas vezes ao dia
durante 3 dias consecutivos (1h, 6h, 24h, 30h, 48h, 54h e 72 h ap6s o veneno). Apos
cada aplicacao do laser foi realizada a mensuracéo do volume da pata dos animais.
O edema foi avaliado através do uso de um paquimetro de baixa pressao 0,01 mm
(Mitutoyo), nos intervalos de Oh (antes do veneno); 1h; 2h; 3h; 4h; 6h; 24h; 30h; 48h;
54h e 72h apds a administracdo do veneno.

4.3.3 Atividade Nociceptiva

Para a analise desta atividade, o experimento foi dividido em duas etapas: a
primeira para a determinacdo da Dose Nociceptiva Minima (DNM) do veneno de
Bothrops moojeni e a segunda para o estudo do efeito do laser Arseneto de Géalio

sobre a atividade nociceptiva induzida pelo veneno de Bothrops moojeni.

4.3.3.1 Determinacdo da Dose Nociceptiva Minima (DNM) do veneno de Bothrops

moojeni

Primeiramente, foi determinada a menor dose de veneno capaz de provocar
resposta algica na pata dos camundongos quando comparado com o grupo controle.
Para isso, foram utilizados camundongos distribuidos em 4 grupos, contendo 5
animais em cada. Posteriormente, os animais foram imobilizados manualmente e o
veneno ou a solucao salina estéril foram administrados por via subcutéanea na regiao

intraplantar da pata posterior direita (Tabela 3).
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Tabela 3. Determinagdo da Dose Nociceptiva Minima (DNM) do veneno de Bothrops
moojeni

Grupo SSE Veneno
I 50uL -
I - 0,05 mg/kg
[l - 0,10 mg/kg
\Y - 0,20 mg/kg

Fonte: Pesquisa realizada pelo autor. SSE- Solucao salina estéril; n=5; Volume de veneno
administrado: 50pL.

A atividade nociceptiva foi avaliada imediatamente apds a administracao da
solucdo salina estérii ou do veneno de Bothrops moojeni nas diferentes
concentracdes (0,05 mg/Kg; 0,10 mg/Kg e 0,20 mg/Kg). A atividade nociceptiva foi
realizada de acordo com Soares et al. (2009) que fizeram uma adaptacado do Método
descrito por Hunskaar et al. (1985), onde os animais foram colocados
individualmente sob funis de vidro, localizados sobre uma superficie refletora para
facilitar a observacdo. Em seguida, foi medida a reatividade dos animais,
considerada como o tempo gasto, em segundos, em que 0s animais lamberam ou
morderam a pata injetada, durante os 5 minutos iniciais (primeira fase) e no intervalo

de 20 a 30 minutos (segunda fase) apos a administracéo do veneno.

4.3.3.2 Estudo do efeito do laser Arseneto de Galio sobre a atividade nociceptiva

induzida pelo veneno de Bothrops moojeni

Nesta etapa, a dose de veneno utilizada para a inducdo da atividade
nociceptiva foi de 0,20 mg/kg. Os animais foram distribuidos em 5 grupos, contendo
5 camundongos em cada, totalizando 25 animais. Foi realizada imobilizacdo manual
para a administracdo subcutanea do veneno de Bothrops moojeni, na regiao

intraplantar da pata posterior direita (Tabela 4).
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Tabela 4. Estudo do efeito do laser Arseneto de Gélio sobre a atividade nociceptiva induzida
pelo veneno de Bothrops moojeni

Grupo Veneno (mg/Kg) Soro (uL) Laser (J/cm?)
SSE - - -
VBM 0,20 - -
VS 0,20 60 -
VL 0,20 - 4
VSL 0,20 60 4

Fonte: Pesquisa realizada pelo autor. *SSE- Solucao salina estéril; 50 L.

De acordo com a tabela acima, o grupo SSE correspondeu ao grupo controle
gue recebeu somente solucéo salina estéril (50 pL); o grupo VBM recebeu apenas o
veneno; o grupo VS recebeu o0 veneno e o soro (imediatamente apds o veneno); o0
grupo VL recebeu o veneno e o laser (imediatamente apds o veneno) e o grupo VSL
recebeu o veneno, o soro (imediatamente apds o veneno) e o laser (imediatamente
apos 0 soro).

A atividade nociceptiva foi avaliada logo apds a administracdo do veneno, do
soro e do laser, nos grupos correspondentes, através do modelo utilizado por Soares
et al. (2009) que fizeram uma adaptacdo do Método descrito por Hunskaar et al.

(1985), explicado anteriormente.

4.3.4 Infiltrado Inflamato6rio Muscular

Para a andlise desta atividade, o experimento foi dividido em duas etapas,
sendo a primeira a determinacdo da Dose Inflamatéria Minima (DIM) do veneno de
Bothrops moojeni e a segunda o estudo do efeito do laser Arseneto de Galio sobre a
quantificacdo do infiltrado inflamatorio no musculo induzido pelo veneno de Bothrops

moojeni.

4.3.4.1 Determinacdo da Dose Inflamatdria Minima (DIM) do veneno de Bothrops

moojeni

Primeiramente foi determinada a menor dose de veneno capaz de induzir o
infiltrado inflamatério no musculo gastrocnémio da pata dos animais quando
comparado com os animais do grupo controle, administrados somente com solugéo
salina estéril. Para isso, foram utilizados camundongos distribuidos em 4 grupos,

contendo 5 animais em cada. Os animais foram imobilizados manualmente para a
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realizacdo da tricotomia e para a administracdo do veneno, em diferentes doses por

via intramuscular, no musculo gastrocnémio da pata esquerda (Tabela 5).

Tabela 5. Determinacéo da Dose Inflamat6ria Minima (DIM) do veneno de Bothrops moojeni

Grupo SSE Veneno
I 50uL -
I - 0,05 mg/kg
[l - 0,10 mg/kg
\Y - 0,20 mg/kg

Fonte: Pesquisa realizada pelo autor. SSE- Solucao salina estéril; n=5; Volume de veneno
administrado: 50pL.

ApoOs 12 horas da injecao da solucédo salina estéril e do veneno nos grupos
correspondentes, os camundongos foram submetidos a eutanasia na camara de
CO; e o musculo gastrocnémio esquerdo de cada animal foi ressecado e cortado
com uma lamina em pedacgos muito pequenos antes da adicdo de 2 ml de Solucéo
Salina Tamponada (PBS). Depois a suspensao foi incubada por 30 minutos a 4°C.
Em seguida, a suspensao foi filtrada através de uma gaze, sendo lavada com um
adicional de 1 ml de solucdo salina, sendo colocada em tubos de ensaio e
identificados. Depois disso, uma fracdo de solucéao filtrada foi diluida em liquido de
Turk (1:20), sendo retirados 20 pl para a contagem total dos leucécitos em camara
de Neubauer (BARBOSA et al., 2008).

4.3.4.2 Estudo do efeito do laser Arseneto de Galio sobre a quantificacdo do

infiltrado inflamatorio muscular induzido pelo veneno de Bothrops moojeni

Nesta etapa, a dose de veneno utilizada para induzir o infiltrado inflamatério
no musculo gastrocnémio esquerdo foi de 0,10 mg/Kg. Os animais foram distribuidos
em 5 grupos, contendo 5 camundongos em cada, totalizando 25 animais. Foi
realizada imobilizagdo manual, e realizacdo da tricotomia para a administracao
intramuscular do veneno de Bothrops moojeni, no musculo gastrocnémio da pata

esquerda (Tabela 6).
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Tabela 6. Estudo do efeito do laser Arseneto de Gélio sobre a quantificacao do infiltrado
inflamat6rio muscular induzido pelo veneno de Bothrops moojeni

Grupo Veneno (mg/Kg) Soro (uL) Laser (J/cm?)
SSE - - -
VBM 0,10 - -
VS 0,10 60 -
VL 0,10 - 4
VSL 0,10 60 4

Fonte: Pesquisa realizada pelo autor. *SSE- Solugéo salina estéril; 50 yL.

De acordo com a tabela acima, o grupo SSE correspondeu ao grupo controle
gue recebeu somente solucéo salina estéril (50 yL); o grupo VBM recebeu apenas o
veneno; o grupo VS recebeu o veneno e o soro (30 minutos apds 0 veneno); 0 grupo
VL recebeu o veneno e o laser (30 minutos apds o veneno) e o grupo VSL recebeu o
veneno, o soro (30 minutos apds o veneno) e o laser imediatamente apds o soro.

O laser foi aplicado inicialmente 30 minutos ap6s o veneno (grupo VL) e
imediatamente apds o soro (grupo VSL). Posteriormente foi usado duas vezes ao dia
durante 3 dias consecutivos (1h, 6h, 24h, 30h, 48h, 54h e 72 h ap6s o veneno). Apos
72 horas, os animais foram submetidos a eutanasia na camara de CO2 para a
realizacdo da quantificacdo do infiltrado inflamatdrio do musculo gastrocnémio
esquerdo, através da técnica utilizada por Barbosa et al. (2008) explicada

anteriormente.

4.3.5 Mionecrose

Para a analise desta atividade, foi usada a Dose Inflamatéria Minima de 0,10
mg/Kg para o estudo do efeito do laser Arseneto de Galio sobre a mionecrose
induzida pelo veneno de Bothrops moojeni.

4.3.5.1 Estudo do efeito do laser Arseneto de Galio sobre a mionecrose induzida

pelo veneno de Bothrops moojeni

Nesta etapa, a dose de veneno utilizada para produzir a mionecrose foi de
0,10 mg/Kg. Os animais foram distribuidos em 5 grupos, contendo 5 camundongos

em cada, totalizando 25 animais. Foi realizada imobilizacdo manual, tricotomia e,
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em seguida a administracdo intramuscular do veneno de Bothrops moojeni, no

musculo gastrocnémio da pata esquerda (Tabela 7).

Tabela 7. Estudo do efeito do laser Arseneto de Galio sobre a mionecrose induzida pelo
veneno de Bothrops moojeni

Grupo Veneno (mg/Kg) Soro (uL) Laser (J/cm?)
SSE - - -
VBM 0,10 - -
VS 0,10 60 -
VL 0,10 - 4
VSL 0,10 60 4

Fonte: Pesquisa realizada pelo autor. *SSE- Solugéo salina estéril; 50 yL.

De acordo com a tabela acima, o grupo SSE correspondeu ao grupo controle
gue recebeu somente solucéo salina estéril (50 yL); o grupo VBM recebeu apenas o
veneno; o grupo VS recebeu o veneno e o soro (30 minutos apGs o0 veneno); 0 grupo
VL recebeu o veneno e o laser (30 minutos apds o veneno) e o grupo VSL recebeu o
veneno, o soro (30 minutos apos o0 veneno) e o laser imediatamente apds 0 soro.

O laser foi aplicado inicialmente 30 minutos ap6s o veneno (grupo VL) e
imediatamente apds o soro (grupo VSL). Posteriormente foi usado duas vezes ao dia
durante 3 dias consecutivos (1h, 6h, 24h, 30h, 48h, 54h e 72 h ap0s o0 veneno).

A mionecrose foi avaliada com base nas alteracbes morfolégicas induzidas
pela injecdo do veneno de Bothrops moojeni no musculo gastrocnémio esquerdo.
Apbés 72 horas da administracdo do veneno, os animais foram submetidos a
eutanasia na camara de CO,. Em seguida, o musculo gastrocnémio esquerdo foi
ressecado e colocado em solugcédo fixadora (formaldeido tamponado). Depois o
material foi enviado ao Laboratorio de Patologia da Universidade Federal Rural da
Amazobnia, localizado na cidade de Belém-Para, onde foi desidratado em
concentracbes crescentes de etanol e processados para inclusdo em parafina. Os
blocos resultantes de parafina foram cortados em 2.5 pm (micrOmetros) de
espessura, sendo posteriormente corados com hematoxilina e eosina. A analise das

laminas foi feita através de um microscépio (SANTOS-FILHO et al., 2008).
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4.4 Destinagao dos Animais Utilizados

Os animais foram submetidos a eutanasia na camara de CO, (Laboratério de
Farmacos). Esses animais foram descartados com os residuos biologicos da
UNIFAP através de uma empresa especializada (MVB Servigos) para que fossem

incinerados.

4.5 Andalise Estatistica

Média e erro padrdao foram calculados em cada grupo. Os dados foram
organizados e analisados através da aplicacdo da analise de variancia (ANOVA)
seguido pelo teste de Tukey-Kramer, com nivel de significancia estatistica de 5%
(p<0.05) para detectar variacdes dentro e entre as amostras. O processamento dos

dados foi realizado pelos softwares Instat e Graph Pad Prism.
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5 RESULTADOS

5.1 RESULTADO DA DOSE EDEMATOGENICA MINIMA (DEM) DO VENENO DE
Bothops moojeni

Os animais foram divididos em 4 grupos, onde foram administradas doses
diferentes do veneno de Bothrops moojeni (0,05 mg/Kg; 0,10 mg/Kg; 0,20 mg/Kg;
controle: SSE) para a analise da menor dose de veneno capaz de induzir o edema
na pata direita dos animais.

Todas as doses de veneno promoveram um aumento significante do edema
de pata quando comparado com o grupo controle (SSE), mostrando que a DEM foi
de 0,05 mg/Kg.

Os resultados mostraram-se significativamente diferentes do controle (SSE),
para p< 0.001 (Gréfico 1).

Gréfico 1 — Resultado da Dose Edematogénica Minima do veneno de Bothrops moojeni.
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Fonte: Dados provenientes da pesquisa realizada pelo autor. Grupo controle: SSE (Solugao
Salina Estéril). ***p<0.001 (Teste ANOVA seguido do Teste de Tukey-Kramer). Cada valor
representa a média + erro padrdo de 5 animais.

5.2 RESULTADO DO EFEITO DO LASER ARSENETO DE GALIO SOBRE A
ATIVIDADE EDEMATOGENICA
Os animais foram divididos em 5 grupos, onde foi administrada a dose de

0,05 mg/Kg do veneno de Bothrops moojeni para a avaliacdo dos efeitos do laser
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Arseneto de Galio sobre a atividade edematogénica durante 72 horas de
experimento.

Na primeira hora ap0s a administracdo do veneno, houve diferenca
significativa apenas entre os grupos VS e VL, com reducado de 22,76% do edema do
grupo VL em relacdo ao grupo VS. ApoOs 6 horas, houve redugcdo de 10,5% do
edema de pata do grupo VSL em relagcdo ao VBM; de 6,47% do grupo VSL em
relacdo ao VS e de 9,33% do grupo VSL em relacéo ao VL.

ApOs 24 horas houve reducao de 9,84% do grupo VS e de 10,4% do grupo
VSL quando comparados ao VBM. Também houve reducdo do edema de pata de
8,43% do grupo VS em relacao ao VL e de 9,01% do grupo VSL quando comparado
ao grupo VL. ApGs 48 horas, houve reducdo estatisticamente significativa de todos
0S grupos quando comparados ao grupo controle (VBM), porém ndo houve reducéo
significativa do edema de pata entre os animais dos grupos VS, VL e VSL.

Depois de 72 horas, houve somente reducéo significativa do edema de pata
em 5,46% do grupo VSL em relacdo ao grupo controle (VBM). Nao houve reducéo
significativa entre os animais dos grupos VS, VL e VSL (Grafico 2).

Gréfico 2 — Resultado do efeito do laser Arseneto de Gélio sobre a atividade edematogénica
induzida pelo veneno de Bothrops moojeni.
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Fonte: Dados provenientes da pesquisa realizada pelo autor. SSE (Solucéo Salina Estéril);
VBM (Veneno de Bothrops moojeni); VS (Veneno+soro); VL (Veneno+laser); VSL
(Veneno+soro+laser). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (Teste ANOVA seguido do Teste de
Tukey-Kramer). Cada valor representa a média + erro padréo de 5 animais.



45

5.3 RESULTADO DA DOSE NOCICEPTIVA MINIMA (DNM) DO VENENO DE

Bothrops moojeni

Os animais foram divididos em 4 grupos, aos quais foram administradas
doses diferentes do veneno de Bothrops moojeni (0,05 mg/Kg; 0,10 mg/Kg; 0,20
mg/Kg; controle: SSE) para a analise da menor dose de veneno capaz de induzir a
nocicepcao na pata direita dos animais. A atividade nociceptiva foi dividida em duas
fases, sendo a primeira de 0 a 5 minutos e segunda de 20 a 30 minutos apds a
administracdo do veneno.

O grafico 3 mostra que na primeira fase da atividade nociceptiva, somente o
grupo 0,20 mg/Kg mostrou diferenca significativa (p<0.001) quando comparado ao

grupo controle (SSE).

Grafico 3 — Resultado da Dose Nociceptiva Minima (DNM) do veneno de Bothrops moojeni.
Primeira fase.
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Fonte: Dados provenientes da pesquisa realizada pelo autor. 1° Fase. Grupo controle: SSE
(Solugéo Salina Estéril). ***p<0.001 (Teste ANOVA seguido do Teste de Tukey-Kramer).
Cada valor representa a média + erro padrdo de 5 animais.

O grafico 4 mostra que na segunda fase, os trés grupos apresentaram
diferenca significativa. Através da analise das duas fases, verificou-se que a DNM foi
de 0,20 mg/Kg.
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Gréfico 4 — Resultado da Dose Nociceptiva Minima (DNM) do veneno de Bothrops moojeni.
Segunda fase.
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Fonte: Dados provenientes da pesquisa realizada pelo autor. 2° Fase. Grupo controle: SSE
(Solugao Salina Estéril). *** p<0.001 (Teste ANOVA seguido de Tukey-Kramer). Cada valor
representa a média + erro padrdo de 5 animais.

5.4 RESULTADO DO EFEITO DO LASER ARSENETO DE GALIO SOBRE A
ATIVIDADE NOCICEPTIVA

Os animais foram divididos em 5 grupos, onde foi administrada a dose de
0,20 mg/Kg do veneno de Bothrops moojeni para a avaliacdo dos efeitos do laser
Arseneto de Galio sobre a atividade nociceptiva durante 30 minutos apés a
administracdo do veneno, sendo dividida em duas fases: 0 a 5 minutos (1% Fase) e
20 a 30 minutos (2° Fase).

Observou-se que na primeira fase da atividade nociceptiva, somente o grupo
VSL mostrou diferenca significativa (p< 0.05), ocorrendo reducdo no tempo de
mordida e lambida da pata injetada com o veneno em 36,29 % em relacdo ao grupo
controle (VBM). Nao houve diferenca significativa entre os animais dos grupos VS,
VL e VSL (Grafico 5).
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Grafico 5 — Resultado do efeito do laser Arseneto de Galio sobre a atividade nociceptiva
induzida pelo veneno de Bothrops moojeni. Primeira fase.
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Fonte: Dados provenientes da pesquisa realizada pelo autor. SSE (Solucéo Salina Estéril);
VBM (Veneno de Bothrops moojeni); VS (Veneno+soro); VL (Veneno+laser); VSL
(Veneno+soro+laser). *p<0,05 (Teste ANOVA seguido de Tukey-Kramer). Cada valor
representa a média + erro padrdo de 5 animais.

Na segunda fase, os grupos VL e VSL, quando comparados ao grupo VBM,
tiveram diferenca estatisticamente significante na reducédo da atividade nociceptiva,
com reducgéo no tempo de mordida e lambida da pata injetada com o veneno em
27,08% e 34,52%, respectivamente. No entanto, ndo houve diferenca significativa

entre os animais dos grupos VS, VL e VSL (Gréfico 6).
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Grafico 6 - Resultado do efeito do laser Arseneto de Galio sobre a atividade nociceptiva
induzida pelo veneno de Bothrops moojeni. Segunda fase.
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Fonte: Dados provenientes da pesquisa realizada pelo autor. SSE (Solucéo Salina Estéril);
VBM (Veneno de Bothrops moojeni); VS (Veneno+soro); VL (Veneno+laser); VSL
(Veneno+soro+laser). *p<0.05, **p<0.01 (Teste ANOVA seguido de Tukey-Kramer). Cada
valor representa a média * erro padrdo de 5 animais.

5.5 RESULTADO DA DOSE INFLAMATORIA MINIMA (DIM) DO VENENO DE

Bothrops moojeni

Os animais foram divididos em 4 grupos, onde foram administradas doses
diferentes do veneno de Bothrops moojeni (0,05 mg/Kg; 0,10 mg/Kg; 0,20 mg/Kg;
controle: SSE) para a analise da menor dose de veneno capaz de induzir inflamacéo
muscular no musculo gastrocnémio esquerdo em camundongos.

O grafico 7 mostra que somente as doses de veneno de 0,10 mg/Kg e 0,20
mg/Kg promoveram um aumento significativo na quantidade total de leucdcitos
presentes no infiltrado inflamatério muscular quando comparado ao grupo controle
(SSE). A menor dose que apresentou uma diferenca estatisticamente significante foi
0,10 mg/Kg (p< 0.001).
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Gréfico 7 — Resultado da Dose Inflamatéria Minima (DIM) do veneno de Bothrops moojeni.
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Fonte: Dados provenientes da pesquisa realizada pelo autor. Grupo controle: SSE (Solugéo

Salina Estéril). *** p<0.001 (Teste ANOVA seguido de Tukey-Kramer). Cada valor
representa a média + erro padrao de 5 animais.

5.6 RESULTADO DO EFEITO DO LASER ARSENETO DE GALIO SOBRE A
QUANTIFICACAO DO INFILTRADO INFLAMATORIO MUSCULAR INDUZIDO
PELO VENENO DE Bothrops moojeni

Os animais foram divididos em 5 grupos, aos quais foi administrada a dose de
0,10 mg/Kg do veneno de Bothrops moojeni no musculo gastrocnémio esquerdo
para a avaliacdo da acdo do laser de Arseneto de Galio sobre o infiltrado
inflamatdrio muscular.

ApGs 72 horas da administragdo do veneno, foi realizada a contagem total de
leucocitos do infiltrado inflamatério muscular, onde houve reducéo estatisticamente
significativa no namero total de leucdcitos em 20,69% no grupo VS e em 22,42% no
grupo VSL em relacdo ao grupo controle (VBM). Nao houve reducéao significativa do

infiltrado inflamatério entre os animais dos grupos VS, VL e VSL (Gréfico 8).
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Gréfico 8 — Resultado do efeito do laser Arseneto de Gélio sobre a quantificagdo do infiltrado
inflamatério muscular induzido pelo veneno de Bothrops moojeni.
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Fonte: Dados provenientes da pesquisa realizada pelo autor. SSE (Solucdo Salina Estéril);
VBM (Veneno de Bothrops moojeni); VS (Veneno+soro); VL (Veneno+laser); VSL
(Veneno+soro+laser). *p<0.05, **p<0.01 (Teste ANOVA seguido de Tukey-Kramer). Cada
valor representa a média + erro padrao de 5 animais.

5.7 RESULTADO DO EFEITO DO LASER ARSENETO DE GALIO SOBRE A
MIONECROSE INDUZIDA PELO VENENO DE Bothrops moojeni

Os animais foram divididos em 5 grupos, onde foi administrada a mesma dose
do veneno de Bothrops moojeni usada no infiltrado inflamat6ério muscular (0,10
mg/Kg). Essa dose foi injetada no musculo gastrocnémio esquerdo de camundongos
para a avaliagdo do efeito do laser Arseneto de Gélio sobre a mionecrose.

Apos 72 horas da administracdo do veneno, os animais foram submetidos a
eutanasia para a resseccdo do musculo gastrocnémio esquerdo e preparacdo das
laminas para estudo morfologico.

Apos leituras das laminas, observou-se no grupo | (SSE) normalidade tecidual
na estrutura conjuntiva e de miocitos em 100% (5 laminas).

No grupo Il (veneno de B. moojeni) ocorreu miosite necrética (mionecrose)
segmentar em 100% (5) das laminas, com hialinizagéo, ondulacdo e floculacao de
fibras musculares. Houve infiltracdo moderada de polimorfonucleares e macrofagos

predominantemente (Figura 4).
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Figura 4. Fotomicrografia do musculo gastrocnémio de animais administrados com
veneno de Bothrops moojeni

Fonte: Dr. Washington Luiz Assuncdo Pereira. Laboratério de Patologia Animal da
Universidade Federal Rural da Amazobnia. Figura A: Tecido muscular com necrose e
infiltrado inflamatério em apresentacdo multifocal. Hematoxilina/Eosina (HE). Obj. 10x.
Figura B: processo inflamatério necrético envolvendo extensa érea do tecido muscular (*).
HE. Obj. 10x

No grupo lll (veneno+soro) verificou-se fasciculite moderada (40%), leséo
multifocal caracterizada por necrose segmentar (40%), area extensa de necrose
(40%), inflamacdo com predominancia de neutrofilos e macréfagos em fagocitose

(100%) e regeneracao de fibras musculares (100%) (Figura 5).

Figura 5. Fotomicrografia do mdsculo gastrocnémio de animais administrados com veneno
de Bothrops moojeni + soro.

Fonte: Dr. Washington Luiz Assuncdo Pereira. Laboratério de Patologia Animal da
Universidade Federal Rural da Amazonia. Figura A: mionecrose com fibra muscular infiltrada
por neutrdfilos (piocitos). HE, Obj. 40x. Figura B: Tecido muscular apresentando extensa
necrose com inflamacédo associada. Presenca de regeneracao de fibras musculares (setas).
HE. Obj. 10x.

No grupo IV (veneno+laser), ocorreu fasciculite moderada (40%), necrose
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segmentar (20%), extensa necrose segmentar (60%), inflamacdo notavel com
presenca de neutréfilos e macréfagos (80%), presenca de regeneracdo (100%)
(Figura 6).

Figura 6. Fotomicrografia do musculo gastrocnémio de animais administrados com veneno
de Bothrops moojeni + laser.

Fonte: Dr. Washington Luiz Assuncdo Pereira. Laboratorio de Patologia Animal da
Universidade Federal Rural da Amazobnia. Figura A: extensa necrose segmentar com
fragmentacéo (floculacéo) de midcitos. A inflamacdo mostrou predominancia de neutréfilos e
macréfagos. A regeneracdo mostrou-se expressiva, com grande hiperplasia de células
satélites (setas) HE, Obj. 40x. Figura B: area muscular com fibras em regeneracdo. Nota-se
0 processo no prolongamento de algumas fibras (1) e em segmentos isolados (2). HE, Obj.
40x.

No grupo V (veneno+soro+laser), observou-se necrose segmentar multifocal
(60%), necrose segmentar de pequena dimensao (20%), inflamacao leve com
predominancia de neutréfilos e macréfagos (80%), regeneragdo muscular (40%),
regeneracao expressiva, com grande hiperplasia de células satélites (40%) (Figura
7).
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Figura 07. Fotomicrografia do musculo gastrocnémio de animais administrados com veneno
de Bothrops moojeni + soro + laser.

Fonte: Dr. Washington Luiz Assuncdo Pereira. Laboratério de Patologia Animal da
Universidade Federal Rural da Amazbnia. Figura A: mostra necrose segmentar com
fragmentacgédo de fibras musculares. Proliferacéo de células satélites e regeneracao de fibras
musculares (1). HE, Obj. 40x. Figura B: Nas margens do musculo algumas fibras
fragmentadas com macrofagos (1). Observou-se fibras musculares com mudltiplos nucleos
volumosos, dispondo-se centralmente a fibra e enfileirados (seta), caracteristicas de
regeneragdo muscular avangada. HE, Obj. 40x.
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6 DISCUSSAO

Os envenenamentos causados por acidentes de serpentes pertencentes ao
género Bothrops provocam efeitos locais e sistémicos. Dentre os efeitos locais tem-
se: inflamagéo tecidual local, com dor e edema, necrose do musculo esquelético e
de pele, hemorragia e bolhas. O tratamento utilizado deve ser o soro antiofidico que
neutraliza completamente os efeitos sistémicos, porém apenas parcialmente 0s
efeitos locais, sendo importante o estudo de novas alternativas terapéuticas que
complementem a soroterapia (SILVA et al., 2007; NADUR-ANDRADE et al., 2011).

Queiroz e colaboradores (2008) analisaram as caracteristicas bioguimicas e
biolégicas de 19 espécies de serpentes pertencentes ao género Bothrops e a
habilidade do antiveneno para neutralizar a atividade proteolitica desses venenos.
Os resultados mostraram que 0 soro antibotropico ndo conseguiu neutralizar
totalmente as atividades toxicas de todos os venenos analisados e sugeriram a
inclusdo de outros venenos na mistura para a preparacao do soro para que ele seja
totalmente efetivo.

Canabrava et al. (2008) mostraram que a miotoxina BmTx da serpente de
Bothrops moojeni foi capaz de induzir o edema e a hiperalgesia e que a utilizacédo de
alguns farmacos (dexametasona, meloxicam, indometacina e prometazina) foram
eficazes na reducao desses efeitos, corroborando o presente estudo na utilizacao de
alternativas terapéuticas para complementar o tratamento dos efeitos locais
induzidos pelo veneno de Bothrops moojeni.

Outras alternativas terapéuticas tem sido propostas para complementar o
tratamento dos efeitos locais provocados pelo veneno botrépico, como o uso de
extratos de plantas (da SILVA, 2001; da SILVA, 2005; CAVALCANTE et al., 2007),
drogas sintéticas (LOMONTE et al., 2009) e laser de baixa poténcia (BARBOSA et
al., 2008).

O laser de baixa poténcia age na microcirculacédo, atuando no esfincter pré-
capilar, provocando vasodilatacdo e reabsorcdo de exsudato e na corrente
sanguinea, aumentando a velocidade de circulagdo. Também atua no sistema
fibrinolitico, favorecendo a eliminacdo dos microtrombos. Além disso, ocasiona
aumento da fagocitose pelo aumento do numero de macrofagos e de oxigénio,
atuando como biomodulador ou normalizante celular (DIAZ et al., 2009).

Ha na literatura, varios estudos que utilizaram o laser de baixa poténcia no
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tratamento do edema e dor em lesdo muscular induzida por formalina, na
regeneracao nervosa, na regeneracdo muscular traumatica, nas lesées de pele e
nos efeitos inflamatérios induzidos por carragenina (ALBERTINI et al., 2004;
BORATO et al., 2008; SOUSA et al., 2009; FALCAI et al., 2010).

A inflamacédo corresponde a um mecanismo basico patolégico que ocorre em
vérias doencas, envolvendo interacbes complexas entre células inflamatérias, tais
como: neutrofilos, linfocitos, monadcitos e macrofagos, e células vasculares, como as
endoteliais e células musculares lisas. O processo inflamatério € um dos eventos
mais importantes que ocorre no envenenamento causado por serpentes do género
Bothrops (ALBERTINI et al., 2007).

Neste estudo, foram investigados os efeitos do laser de baixa poténcia
Arseneto de Galio (904 nm) sobre as manifestacdes locais agudas caracterizadas
pela formagédo do edema, nocicepcéo, influxo de leucocitos no infiltrado inflamatorio
muscular e mionecrose, causados pelo veneno de Bothrops moojeni.

A presente pesquisa mostrou que o veneno induziu o edema na pata de
camundongos, imediatamente apds a administracdo do veneno, atingindo um pico
maximo em 1 hora e decrescendo gradativamente até as 72 horas avaliadas. Este
estudo corrobora pesquisas prévias que mostraram a capacidade do veneno
botrépico em induzir a formagdo do edema, através da acdo dos componentes do
veneno sobre as células endoteliais vasculares e mediadores inflamatorios (PICOLO
et al., 2002; BARBOSA et al., 2008).

No presente modelo experimental, os resultados dos animais do grupo
veneno+laser (904 nm) mostraram eficacia na reducdo do edema de pata somente
na 1* hora apo6s a administracdo do veneno, com reducdo em 22,76% em relacdo ao
grupo veneno+soro. Apos 6 horas, somente 0s animais do grupo veneno+soro+laser
tiveram eficacia, com reducdo do edema em 10,5% quando comparado ao grupo
controle (somente veneno). Apds 24 horas, tanto os animais do grupo
veneno+soro+laser como 0s do grupo veneno+soro apresentaram reducdo do
edema em 10,4% e 9,84%, respectivamente.

Apés 72 horas da administracdo do veneno, somente nos animais do grupo
veneno+soro+laser houve reducdo do edema em 5,46% em relacdo ao grupo
veneno. Dessa forma, verificou-se que na primeira hora apds a administracdo do
veneno, 0s animais do grupo veneno+laser mostraram eficacia na reducdo do

edema de pata e nas demais horas os animais do grupo veneno+soro+laser tiveram



56

resultados estatisticamente significativos, mostrando eficicia na reducdo do edema
de pata.

Para que o laser de baixa intensidade possa alcancar uma aplicacao
funcional, & necessario calibrar e aferir o equipamento pelo menos 1 vez ao ano.
Fukuda et al (2010) avaliaram a calibracao e afericdo dos equipamentos de laser de
baixa intensidade em clinicas e consultérios de fisioterapia na regido da Grande Sao
Paulo, verificando que dos 60 aparelhos analisados, apenas 8 encontravam-se
dentro dos padrdoes das normas da ABNT. Também constataram que a dose mais
empregada nas clinicas foi de 4 J/cm?, tendo como os efeitos mais desejados os de
cicatrizagdo e anti-inflamatério. Os autores ainda sugeriram a realizagdo da
calibracéo e afericdo anual do aparelho.

O equipamento de laser de baixa poténcia de Arseneto de Galio (904 nm)
usado na presente pesquisa foi calibrado e aferido antes do inicio dos experimentos
e a dose aplicada durante todo o experimento (4 J/cm?) foi a mesma citada por
Fukuda et al (2010).

Resultados relacionados a reducdo do edema mostrados por Barbosa et al.
(2008) foram estatisticamente mais significantes do que o0s apresentados na
presente pesquisa. Isso pode ter ocorrido devido o uso de um tipo diferente de
gerador de laser de baixa poténcia, o Hélio-Neon (HeNe), com comprimento de onde
de 685 nm, enquanto no presente estudo foi utilizado o laser Arseneto de Galio
(AsGa), com comprimento de onda de 904 nm.

De acordo com Agne (2005), o laser de baixa poténcia HeNe é mais
comumente indicado para o tratamento de lesdes superficiais (de pele), enquanto o
laser AsGa é frequentemente indicado para o tratamento de lesdes nos tenddes,
musculos e 0ssos. Isso pode determinar uma maior eficacia do laser HeNe (685 nm)
na reducdo do edema e nocicepc¢do, quando comparado ao laser AsGa (904 nm).
No entanto, é importante que o laser AsGa seja testado para o tratamento de lesdes
superficiais, haja vista que néo é contra-indicado para essa finalidade.

Ha na literatura estudos cientificos que utilizaram o laser de baixa poténcia
AsGa no tratamento dos efeitos locais superficiais provocados pelo veneno
botrépico, como o realizado por Nadur-Andrade et al. (2011) que aplicaram laser de
baixa poténcia com trés comprimentos de onda diferentes (635 nm, 685 nm e 945
nm) no edema e hemorragia induzidos pelo veneno de Bothrops moojeni, concluindo

que o laser com as canetas de 635 nm, 685 nm e 945 nm mostraram igual eficacia
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na reducédo do edema e hemorragia.

Nascimento e colaboradores (2010) realizaram estudos com camundongos,
com o objetivo de avaliar a habilidade do veneno de Bothrops moojeni em induzir
edema de pata, investigando os principais mediadores inflamatorios envolvidos na
formacao desse edema. Ao final do experimento foi observado que o veneno de
Bothrops moojeni induziu o edema de pata mediado pela histamina, prostaglandinas
e leucotrienos. Também foi verificada neutralizacdo apenas parcial do edema local
quando o soro antibotrdpico foi injetado imediatamente apds o0 veneno.

Estudos de Borato e colaboradores (2008) realizados com a inducao de lesao
do musculo gastrocnémio lateral de ratos, através da injecdo de formalina,
avaliando-se os efeitos de trés doses de laser de baixa intensidade (20 J/cm?, 50
Jicm? e 100 J/cm?), com comprimento de onde de 808 nm, na dor e edema
imediatos, mostraram que todas as doses de laser utilizadas nao produziram
reducdo da dor e edema nos animais, e associaram esses resultados as elevadas
doses de laser que foram aplicadas.

Segundo Soares et al. (2009) o teste da formalina € usado para avaliar a
atividade nociceptiva e corresponde a um modelo quimico de nocicep¢do que
fornece uma resposta mais especifica quando comparado ao modelo do &cido
aceético, sendo considerado atualmente o teste que mais se aproxima da dor clinica.

No teste da formalina, o animal apresenta duas fases diferentes de
nocicepcao que parece envolver estimulos diferentes. A primeira fase da avaliacao
da atividade nociceptiva (0 a 5 minutos) corresponde a dor neurogénica ou aguda
que esta relacionada com a excitagdo direta dos nociceptores das fibras aferentes
do tipo C e de algumas fibras do tipo Aa (alfa), associada a liberacdo de O6xido
nitrico, aminoacidos excitatorios, substancia P, entre outros. JA a segunda fase
(entre 20 a 30 minutos) esta relacionada com a liberagdo de mediadores pro-
inflamatorios, como a serotonina, bradicinina, prostaglandinas, entre outros.

No presente estudo foi utilizado o teste citado acima, substituindo-se a
formalina pelo veneno para avaliar os efeitos do laser AsGa (904 nm) na atividade
nociceptiva induzida pelo veneno de Bothrops moojeni. Os resultados mostraram
gue na primeira fase, somente 0s animais do grupo veneno+soro+laser mostraram
reducdo estatisticamente significante na resposta algica (36,29%) quando
comparado ao grupo controle (veneno). Na segunda fase, os animais dos grupos

veneno+laser, e veneno+soro+laser tiveram diferenca estatisticamente significante
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na reducdo da resposta algica em 27,08% e 34,52%, respectivamente, quando
comparados ao grupo controle (veneno).

Esses resultados indicaram que somente o0s animais do grupo
veneno+soro+laser apresentaram diferenca estatisticamente significante nas duas
fases da avaliagdo da atividade nocicetiva, mostrando que o laser, associado ao
soro, reduziram a resposta algica em camundongos. Isso pode ter ocorrido devido
ao efeito analgésico e biomodulador ou normalizante celular do laser de baixa
poténcia associado com os efeitos do soro antibotropico (DIAZ et al., 2009; DOIN-
SILVA et al., 2009).

Em estudo realizado com o extrato hidro-alcéolico da planta Pectis
jangadensis para avaliar a atividade analgésica através dos métodos de contorgdes
e teste da formalina, observou-se que ndo houve diferenca significativa entre o
grupo controle e os grupos tratados com diferentes doses do extrato no que
concerne ao numero de contor¢bes e ao tempo de lambedura da pata, nas duas
fases (SOARES et al., 2009).

Na presente pesquisa foi realizada a administracdo do veneno de Bothrops
moojeni no musculo gastrocnémio de camundongos e apés 72 horas foi feita a
contagem total de leucécitos, do infiltrado inflamat6rio muscular, onde foi observado
reducdo estatisticamente significante, no nimero total de leucécitos, em 20,69% nos
animais do grupo veneno+soro e em 22,42% nos animais do grupo
veneno+soro+laser, quando comparados ao grupo controle (veneno).

Com base nestes resultados, verificou-se que o laser AsGa associado ao soro
antiofidico apresentou redugcdo mais significante no numero total de leucdcitos do
infiltrado inflamatério muscular, ratificando a importancia do uso do laser como
terapia complementar ao tratamento dos efeitos locais provocados pelo veneno
botrépico.

Em estudos realizados, os autores demonstraram que o laser pode modular
resposta imune (SCHINDL et al.,1997). Safavi et al. (2007) relataram que o laser
inibiu de forma significante a expressao do gene de IL-1 beta e IFN-gama, no
processo inflamatorio. Esses autores sugeriram que o laser promoveu uma mudancga
na expressado de genes responsaveis pela producdo das citoquinas inflamatérias,
diminuindo assim a quantidade de inflamacéao.

E provavel que, na presente pesquisa, o laser tenha modulado a resposta

imune, melhorando a capacidade do soro para neutralizar a inflamacéo no local da
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administracéo do veneno, reduzindo assim o numero total de leucdcitos no infiltrado
inflamatério muscular.

Resultados similares foram obtidos por Albertini et al. (2007) ao realizarem
experimentos com ratos, com o objetivo de investigar os efeitos da irradiacdo do
laser de baixa poténcia no edema de pata e inflamag&o induzidos por carragenina
através de diferentes comprimentos de onda (660 nm e 684 nm) e dose de 7,5
Jlcm?, mostrando que ambos os comprimentos de onda da irradiacdo laser foram
eficazes na reducéo da formacao de edema e na migracao de células inflamatorias.

Corroborando este estudo, Barbosa et al. (2008) realizaram uma pesquisa
experimental com camundongos, onde analisaram os efeitos do laser de baixa
poténcia (685 nm) na formacdo do edema e influxo leucocitario causados pelo
veneno de Bothrops jararacussu, com uso da dose de 4.2 J/cm?. Observou-se que 0
laser reduziu significantemente a formacdo do edema e promoveu reducdo no
acumulo de neutrofilos, concluindo que o laser de baixa poténcia (685 nm)
associado ao soro antiofidico pode ser considerado como uma alternativa
terapéutica no tratamento dos efeitos locais causados por serpentes pertencentes ao
género Bothrops.

Zamune'ra et al. (2004) realizaram comparacdo dos efeitos neurotoxicos e
miotoxicos de venenos botropicos brasileiros e sua neutralizagdo pelo antiveneno
comercial, mostrando que a mionecrose foi maior com B. jararacussu, com 98-100%
das fibras danificadas e menor com B. jararaca, com 74% de danos. A extensao da
neutralizacdo pelo antiveneno botropico foi de 93% para B. jararaca; 65,8% para B.
erythromelas; 30,7% para B. moojeni e sem neutralizacao para B. jararacussu.

Esses resultados indicam que o antiveneno ndo neutralizou completamente
os efeitos locais provocados pelos diferentes venenos botropicos, ratificando a
importancia do estudo de terapias alternativas para complementar o tratamento
desses efeitos locais através do antiveneno (ZAMUNE'RA et al., 2004).

Gomes et al (2009) purificaram uma nova metaloproteinase hemorragica do
veneno de Bothrops moojeni, a BthMP. Essa substancia apresentou atividade
proteolitica e inflamatéria, causando alteracdo na coagulagdo e histoldgica no
musculo gastrocnémio de camundongos, induzindo hemorragia, necrose e infiltrado
leucocitario.

A mionecrose, no presente estudo, foi avaliada através da

administracdo do veneno de Bothrops moojeni no musculo gastrocnémio de
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camundongos e ap0s 72 horas da injecao do veneno, os animais foram sacrificados
para a retirada do musculo, confeccdo e leitura das laminas. Os resultados
mostraram que 0s animais do grupo veneno+soro+laser apresentaram mionecrose
segmentar em pequena dimensdo (40%), inflamacéo leve com predominancia de
neutrofilos e macréfagos (80%) e regeneracdo expressiva, com grande hiperplasia
de células satélites (40%), expondo resultados que ndo foram observados nos
animais dos demais grupos.

De acordo com os resultados acima, observou-se através da analise
histologica, que o processo de regeneragdo muscular expressiva, ocorreu
provavelmente devido a associacdo da acdo do soro antibotropico com os efeitos
benéficos do laser de baixa poténcia, promovendo aumento da microcirculacdo e do
metabolismo oxidativo celular, estimulacdo da neoformacéo de vasos sanguineos e
inducdo da sintese de proteinas regulatérias nas células satélites do musculo
esquelético (MI; CHEN; ZHOU, 2006; BORATO et al., 2008).

Dourado et al. (2003) realizaram um estudo sobre os efeitos do laser de
baixa poténcia Arseneto de Galio no tratamento da mionecrose induzida pelo veneno
de Bothrops moojeni, com aplicacdo da dose de 4 J/cm? durante todo o experimento.
Os autores avaliaram os efeitos do laser em diferentes tempos: 3, 12 e 24 horas
apos a administracdo do veneno no musculo gastrocnémio, verificando que o laser
AsGa pode ter efeito antagbnico na lesdo muscular provocada pelo veneno de
Bothrops moojeni.

Estudos realizados por Doin-Silva et al. (2009) mostraram resultados
semelhantes a presente pesquisa no que concerne ao efeito benéfico do laser de
baixa poténcia na reducdo da mionecrose. Nesta pesquisa, o laser de baixa poténcia
HeNe foi usado para avaliar a capacidade de prevenir a lesdo do tecido muscular
induzida pelo veneno de Bothrops jararacussu. Para isso, 0s pesquisadores
aplicaram 3 protocolos de laser no musculo tibial de ratos: 1° com uma aplicacao
(3,5 Jlcm?), o 2° com trés aplicacdes (3,5 J/icm?) e o 3° com uma aplicacdo (10,5
Jlcm?).

Os resultados mostraram que a dose de laser de 3,5 J/icm? reduziu a area de
lesdo muscular em 64% dos animais quando comparados ao grupo controle. O laser
aplicado através do 1° protocolo foi mais efetivo do que o 2° sendo que o 3° foi

ineficaz na prevencdo desses efeitos. Dessa forma, os autores concluiram que o
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laser na dose de 3,5 J/cm? reduziu efetivamente a mionecrose causada pelo veneno
de Bothrops jararacussu (DOIN-SILVA et al., 2009).

Falcai et al. (2010) realizaram um estudo experimental com ratos Wistar, onde
induziram lesédo através de uma carga de 250 gramas, em musculos gastrocnémios
de ratos. Para o tratamento, usaram o laser terapéutico de baixa poténcia, com
comprimento de onda de 960 nm, dose de 2 J/cm? com duas aplicacBes diarias,
durante 3 dias. Apés a divisdo dos animais em trés grupos: controle; lesdo muscular
e lesdo muscular e laserterapia, 0s pesquisadores compararam as médias de
valores de forca maxima e rigidez relativa, concluindo que a laserterapia influencia
de forma positiva no processo da lesdo muscular.

Sendo assim, avaliando-se os resultados do presente estudo, verificou-se que
o laser de baixa poténcia Arseneto de Galio (AsGa) pode ser uma alternativa
terapéutica no tratamento dos acidentes ofidicos por picadas de serpentes do
género Bothrops, complementando as acdes do soro antiofidico, na reducédo dos

efeitos locais agudos provocados pelo veneno.
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7 CONCLUSAO

O laser de baixa poténcia Arseneto de Galio (904 nm), na dose de 4 J/cm?,
quando associado ao soro antiofidico, reduziu o edema de pata, nocicepcao e
influxo leucocitario nos animais administrados com veneno de Bohtrops moojeni. Em
relacdo a mionecrose, o laser AsGa promoveu regeneragcdo muscular expressiva
quando associado a laserterapia.

Conclui-se, portanto, que o laser de baixa poténcia Arseneto de Galio (AsGa)
pode ser uma alternativa terapéutica para complementar a agdo do soro antiofico na
neutralizacdo das manifesta¢cdes locais agudas provocadas pelo veneno botrépico.

Porém, é necessario que sejam realizados futuros estudos para a analise e
comparacao dos parametros do laser de baixa poténcia, como 0 niumero de sessoes
diarias, diferentes tipos de geradores, densidade de energia e duracdo do
tratamento, pois ha& controvérsias na literatura quanto ao uso dos parametros

adequados.
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LAUDO TECNICO
Contratante:
ELZILIAM ARANHA DE SOUSA
Objetivo:

Calibrar os pardmetros do aparelho de modo que o mesmo fique dentro da faixa
definida pelas especifica¢des técnicas.
Instrumento utilizado para calibragio:

HTM-EIME-004 - HIPOT CA Eletroteste EH510P

HTM-EIME-010 - Analisador de Seg. Elétrica Fluke DALE601E
HTM-EIME-014 - Multimetro de Bancada Minipa MDM-8045A
HTM-EIME-017 - Medidor de Poténcia Otica Ophir PULSAR

HTM-EIME-023 - OSCILOSCOPIO DIGITAL TEKTRONIX 100MHZ TDS220
Nome / Nimero do Aparelho:

LASER HTM COMPACT / 034571

Nome / Numero da Caneta LASER:
CANETA LASER HTM 904nm — 50W / 032872

Registro para Rastreabilidade:

Registro da Qualidade 09.13 034571-08-1
Registro da Qualidade 09.15 032872-08S-1
Conclusio:

O aparelho foi submetido a calibrago e seus pardmetros encontram-se dentro do
especificado.

Amparo, 03 de Feverejro de 2011.

Téc. Resp. Adriano P. de Moraes

HTM Indiistria de Equipamentos Eletro-Eletrénicos LTDA.
Av. Rio Nilo, 209 |d. Figueira CEP 13904-380 Amparo SP Brasil Tel/Fax (19) 3808 7741
e-mail htm@htmeletronica.com.br ' WEB www.htmeletronica.com.br
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ANEXO B - Protocolo para uso de animais em pesquisa

USO EXCLUSIVO DO COMITE
PROTOCOLO Ne.:
RECEBIDO EM: / /

PROTOCOLO PARA USO DE ANIMAIS

Atencao: este formulario devera ser preenchido elatnicament
1. Finalidade: [ ] Pesquisa [] Controle de qualidade quimico/biol6gico
2. Data: Inicio __/_/ Término _/_/

3. Pesquisador (es)

Executor:

Nome do Orientador:
Faculdade/Instituto:

Departamento:

Tel: Ramal: E-Mail:

Colaboradores:
Agéncia Financiadora:
4. Titulo do Projeto
5. Objetivo(s) da Pesquisa:
6. Equipe do Projeto
6.1. Qualificagédo da equipe
Experiéncia prévia:
[]Sim [ ] Nao Por quanto tempo:
Treinamento:
[ ] Sim [ ] Nao Por quanto tempo:
7. Informacdes sobre o Modelo Experimental
7.1. Descricdo
Espécie utilizada: [ ] Camundongo [ ] Rato [ ] Coelho [ ] Gerbil [ ] Hamster

[ ] Primata =N&o Humano

[ ] Anfibios (especificar) [ ] Aves (especificar)

[] Caninos (especificar) [] Felinos (especificar)
[ ] Peixes (especificar) [ ] Répteis (especificar)
[] Ruminantes (especificar) [] Suinos (especificar)

Linhagem:
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Procedéncia:
Padrao sanitario do animal na procedéncia:
[ ] Convencional [ ] SPF [ ] Gnobiético
[ ] Germe Free [ ] Sem Padr&o sanitario
Sexo: [] Macho [ ]Fémea  Idade: (semanas) Peso: (aproximado) Unidade :[ Ig
[IKg
Existe planejamento estatistico? [] Sim [] Nao
Qual o critério usado para definir o tamanho da amo  stra?
Numeros de animais/grupo: N° de grupos:
Especificar os tratamentos aplicados a cada Grupo:
7.2. Condi¢cbes de Manutencédo
Local onde sera mantido o animal:
NuUmero de animais/gaiola:

Ambiente de contencdo: [ |gaiola [ ]baia [ ljaula [ Joutro:

Tipo de cama: [ Jmaravalha [ Jestrado [ ] outra:
Agua: Filtrada [ ]sim []n&o
Clorada [ ]sim []ndo
Autoclavada [ ]sim []ndo
Alimentacao:

Rac&o ou suplementos [ ] sim [ ]ndo Qual:
Aditivos [lsim [Jndo Qual:
Forrageira [lsim [Jndo Qual:
Liquida [1sim [Indo Qual: Agua filtrada e clorada.
Sélida [1sim [Jndo Qual:

Dieta Especifica: (especificar)

8. Procedimentos Experimentais
Jejum [lsim []ndo Durac&o: (horas) (especificar)

Restricdo hidrica [ ]sim [ ] ndo Duracéo: (horas) (especificar)

Imobilizagcdo []sim []ndo Como:

Anestesia [ ]sim []nd Nome Genérico: Dose: Via:
Cirurgia []sim []n&o Qual:

Recuperagdo pos-clinica [ ] sim []n&o Durac&o:
Acompanhamento:

Analgésico [ ] sim []ndo Nome Genérico: Dose: Via:

Justificar o ndo uso do analgésico:
O experimento envolve:
Dor [ ]sim []ndo



Estresse []sim []néo

Anorexia []sim []néo
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* Para qualquer um dos itens acima envie 1 (uma) copia de trabalhos referentes ao assunto.

Avaliac&o de producdo animal []sim []ndo

Pesquisa de agentes infecciosos ou parasitarios []sim []ndo
Clinica e cirurgia [ ]sim []ndo
Eficiéncia reprodutiva [ ]sim []ndo

Pesquisa de enfermidades toxicas, metabdlicas, genéticas [| sim [_] ndo

Biotecnologia [ ]sim [] ndo
Outros [ ]sim []n&o

Resumo do procedimento experimental e justificativa da finalidade do uso de animais em

caso de executar experimentos que envolvem dor, estresse ou anorexia:
Exposicdo a agentes quimico/fisico/bioldégico/mecénico:
[ ] Sim [ ] Nao Qual: Dose/Tempo:

Extracéo de fluidos:

[] Sim [ ] Nao Qual: Via:
Extracdo de 6rgdos: [ ] Sim [ ] Nao Qual(is):
Inoculacdo de substancias, drogas, medicamentos ou outros: [] Sim
Qual: Via: Dose/frequéncia
9. Destino dos Animais
Re-aproveitado [] Sim [ ] Nao Como: (especificar)
Morte: [ ] Deslocamento cervical

[ ] Perfusdo sob anestesia
[] Exsanguinacéo sob anestesia
[ ] Decapitacéo
[] Aprofundamento da anestesia
[]co;,
[] Outros (especificar)

10. Resumo do Procedimento Experimental:

11. Termo de Responsabilidade
Eu asseguro a CEEA/UNIFAP que:

Volume:

[ ] Nao

11.1. Li os principios éticos da experimentacdo animal elaborado pelo COBEA

(Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal) e concordo plenamente com

suas exigéncias durante a vigéncia deste protocolo;
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11.2. Este estudo ndo é desnecessariamente duplicativo, tem mérito cientifico
e que a equipe que participa deste projeto foi treinada e é competente para
executar os procedimentos descritos nesse protocolo;
11.3.Comprometo-me a solicitar nova aprovacdo deste protocolo sempre que
ocorra alteracdo ou prolongamento significativa nos experimentos aqui
descritos.
11.4. Tudo o que foi declarado nesse protocolo é a absoluta expressao da
verdade. Estou ciente que o nao cumprimento das condicbes aqui
especificadas é de minha total responsabilidade (pesquisador principal) e que
estarei sujeito as punic¢des previstas na legislagdo em vigor.

Nome:

Data: Assinatura:

DECISAO DA CEEA/UNIFAP

Data da Reuniéo: / /
[] Aprovado [ ] Aprovado com pendéncia [ lCom pendéncias [ ] Reprovado

Assinatura do Coordenador:




ANEXO C - Certificado de aprovacao pela Comisséo de

_ UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAPA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo no. 006A/2011 — CEP sobre “AVALIAGCAO DA
EFICACIA DO LASER ARSENETO DE GALIO DE BAIXA POTENCIA
SOBRE OS EFEITOS AGUDOS LOCAIS PRODUZIDOS PELO VENENO DE
Bothrops atrox”, sob a responsabilidade de Elziliam Aranha de Sousa, est3
de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal, adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), e foi aprovado pela
Comissdo de Etica em Pesquisa da UNIFAP, em reunido realizada em
09/03/2011.
CERTIFICATE

We certify that the protocol number 006A/2011 about AVALIACAO DA
EFICACIA DO LASER ARSENETO DE GALIO DE BAIXA POTENCIA
SOBRE OS EFEITOS AGUDOS LOCAIS PRODUZIDOS PELO VENENO DE
Bothrops atrox, Elziliam Aranha de Sousa, is in agreement with the Ethical
Principles in Animal Research adapted by Brazlian College of Animal
Experimentation (COBEA) and was approved by the Research Ethical Committee
(CEP—UNIFA‘P) in 09/03/2011.

Macapa, 09 de marco de 2011

Prof, MSc. ‘Pﬁdre&)um Santiago

Coordenador

Universidade Federal do Amapa

Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduacgo — Comité de Etica em Pesquisa
Rod. JK km 2, Marco Zero CEP 68908-130 — Macapa — AP - Brasil

Email: cep@unifap.br

Etica em Pesquisa
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