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RESUMO

O envenenamento da serpente Bothrops jararacussu (jararacucu)(B.jararacussu)
causa efeitos locais, como dor, inchaco, inflamacdo, hemorragia e mionecrose.
OBJETIVO: O objetivo deste estudo foi avaliar a utilizagdo do 6leo de girassol
ozonizado (OZO) associado ou ndo a fotobiomodulacdo (FBM) nos efeitos locais
promovidos pelo veneno de Bothrops jararacussu. MATERIAL E METODOS: O
veneno de Bothrops jararacussu foi injetado no musculo gastrocnémio direito (30
ug/50 pl NaCl 0,9%; i.m.) e os animais foram eutanasiados 3 e 24h apds. O 6leo foi
ozonizado utilizando gerador corona (Ozone & Life® Modelo R&L1,5RM) e a FBM
utilizada com os seguintes parametros: Thera Laser, DMC®, vermelho 685 nm, 4
Jicm?, 100 mW, 0,3 cm?, 1,2 J, 12 s, pontual. A FBM foi aplicada imediatamente apds
ainoculacéo do veneno e o OZO também foi aplicado imediatamente apos inoculagéo
do veneno embebido em gaze durante 15 minutos. Nos grupos controles, os animais
foram injetados com solucéo salina (NaCl 0,9%) e tratados com OZO ou FBM. Nos
grupos injetados com o veneno, os animais foram tratados com OZO e FBM aplicados
separadamente ou juntos. Os animais foram anestesiados, os musculos retirados,
enxaguados com PBS (solucdo tampéao fosfato), fixados em Formaldeido a 10% por
3 a 24 h, processados pelas técnicas de rotina em histologia e corados com
Hematoxilina e Eosina. Os cortes histolégicos foram analisados em microscopio de
luz e as células contadas e mensuradas utilizando o programa de imagem J. Foram
avaliadas células necrosadas e normais, realizada a andlise quantitativa,
morfométrica, quantificado o edema celular através da medida da area e do peso dos
musculos e determinado os niveis da liberacdo de creatino kinase (CK). Os dados
foram submetidos aos testes ANOVA e Tukey-Kramer (p< 0,05). RESULTADOS: Os
resultados mostraram que o veneno promove mionecrose das células musculares
caracterizado pelo edema e ruptura das células musculares. Promove edema
intracelular e liberacdo de CK devido a ruptura das membranas celulares. O
tratamento com a FBM e OZO aplicados separadamente, protege o musculo da acéo
das toxinas do veneno, diminuindo o edema intracelular e diminuindo a liberacéo de
CK. O OzZO aplicado isoladamente promoveu protecdao melhor do que a FBM. A
associagdo da FBM com o OZO ndo promoveu efeito sinérgico nessa protecao.
CONCLUSOES: Concluimos que devido aos efeitos benéficos verificados nesses

resultados, o OZO pode se tornar um tratamento adjuvante no envenenamento



promovido pela Bothrops jararacussu juntamente com o antiveneno, diminuindo os

efeitos lesivos locais. Essa melhora se deve aos efeitos terapéuticos do OZO.

Palavras chaves: Bothrops jararacussu venom. Photobiomodulation. Ozonated

sunflower oll.



ABSTRACT

The poisoning of the Bothrops jararacussu (jararacugu) snake (B.jararacussu) causes
local effects such as pain, swelling, inflammation, hemorrhage and myonecrosis.
OBJECTIVE: The aim of this study was to evaluate the use of ozonized sunflower oil
(OZ0) associated or not with photobiomodulation (FBM) in the local effects promoted
by Bothrops jararacussu venom. MATERIAL AND METHODS: Bothrops jararacussu
venom was injected into the right gastrocnemius muscle (30 pg/50 pl NaCl 0.9%; i.m.)
and the animals were euthanized 3 and 24 h later. The oil was ozonized using a corona
generator (Ozone & Life® Model R&L1.5RM) and the FBM was used with the following
parameters: Thera Laser, DMC®, red 685 nm, 4 J/cm2, 100 mW, 0.3 cm2, 1.2 J, 12
s, spot. FBM was applied immediately after inoculation of the venom and OZO was
also applied immediately after inoculation of the venom soaked in gauze for 15
minutes. In the control groups, the animals were injected with saline solution (NaCl
0.9%) and treated with OZO or FBM. In the groups injected with the venom, the animals
were treated with OZO and FBM applied separately or together. The animals were
anesthetized, the muscles removed, rinsed with PBS (phosphate buffer solution), fixed
in 10% formaldehyde for 3 to 24 h, processed by routine histology techniques and
stained with Hematoxylin and Eosin. The histological sections were analyzed under a
light microscope and the cells counted and measured using the J imaging program.
Necrotic and normal cells were evaluated, quantitative and morphometric analysis was
performed, cellular edema was quantified by measuring the area and weight of the
muscles and determined the levels of creatine kinase (CK) release. Data were
submitted to ANOVA and Tukey-Kramer tests (p< 0.05). RESULTS: The results
showed that the venom promotes myonecrosis of muscle cells characterized by edema
and rupture of muscle cells. It promotes intracellular edema and CK release due to
disruption of cell membranes. Treatment with FBM and OZO, applied separately,
protects the muscle from the action of venom toxins, decreasing intracellular edema
and decreasing CK release. OZO applied alone provided better protection than FBM.
The association of FBM with OZO did not promote a synergistic effect in this protection.
CONCLUSIONS: We conclude that due to the beneficial effects observed in these
results, OZO can become an adjuvant treatment in poisoning. promoted by Bothrops
jararacussu together with the antivenom, reducing the local harmful effects. This

improvement is due to the therapeutic effects of OZO.



Keywords: Bothrops jararacussu venom. Photobiomodulation. Ozonated sunflower

oil.



DIVULGACAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

Todos os anos muitas pessoas sdo picadas por serpentes no Brasil. As
serpentes pertencentes ao grupo das jararacas sdo responsaveis por 97,5% dos
acidentes ofidicos ocorridos no Brasil. Entres as jararacas, existe uma conhecida
popularmente como a jararacussu que promove graves acidentes quando o veneno é
inoculado na vitima. Seu veneno promove Varios efeitos deletérios ao organismo entre
eles, dor no local da picada, inchaco, edema e destruicdo das células musculares
(mionecrose). O tratamento atual € o uso do soro antiofidico que é também chamado
de antiveneno. O antiveneno protege o individuo somente a partir do momento que o
individuo chegou no hospital e o antiveneno aplicado. Isso pode levar algum tempo,
pois somente no hospital é que existe 0 antiveneno e a pessoa que foi picada pode
demorar horas para chegar ao hospital. Por isso, a pessoa que foi picada sofre as
consequéncias da acado do veneno e pode até levar a amputacdo do membro que foi
picado. Neste estudo, verificamos alternativas de tratamento do acidente ofidico
utilizando recursos novos para ser utilizados antes do individuo chegar ao hospital e
iniciar a soroterapia. Assim, estudamos os efeitos do 6leo de girassol ozonizado na
necrose muscular promovida por esse veneno. Aplicamos o 6leo ozonizado e também
a fotobiomodulacao logo apos a simulacdo da picada da serpente para ver se eles
protegem da acao do veneno. Verificamos que ambos os tratamentos promoveram
efeito protetor frente ao veneno, porém, o 6leo ozonizado de girassol sozinho mostrou-

se mais eficaz nessa protecdo nos tempos estudados.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, os acidentes ofidicos apresentam um sério problema de saude
publica, devido a alta frequéncia que ocorrem e pela morbi-mortalidade que provocam
(CARDOSO et al., 2009). Na regiao norte, as serpentes do género Bothrops sp séo
as maiores responsaveis por grande parte dos envenenamentos, que desencadeiam
acOes locais e sistémicas nos individuos afetados. Com o0 envenenamento, a
fisiopatologia pode apresentar-se variada, dependendo da quantidade de peconha
inoculada, localizacdo da picada, idade, condi¢des fisioldgicas da vitima e,
principalmente, do tempo que ocorreu 0 acidente até o atendimento médico
(CARDOSO et al., 2009).

Entre as principais atividades fisiopatoldgicas desencadeadas pela peconha
botropica, observa-se as acfes proteolitica, coagulante e hemorragica que causam o
guadro fisiopatolégico com intensa reacdo inflamatoéria no local da picada, com
caracteristica de edema, dor intensa, eritema e cianose. Com 0 agravamento
decorrente desse efeito é possivel que ocorra evolucédo para a mionecrose. Além dos
agravantes locais ocasionados pelo acidente com serpentes do género Bothrops sp,
0s sinais e sintomas sistémicos como hemorragia, coagulacdo, disturbios renais e
alteracOes cardiacas sao evidentes, e se caso nao forem diagnosticados e tratados
no inicio, podem causar o 6bito da vitima (CARDOSO et al., 2009).

Agrava-se o quadro clinico por envenenamento ofidico em decorréncia a
distancias existentes entre os locais de ocorréncia do acidente e o atendimento
médico. A soroterapia com imunobioldgicos (antivenenos) produzidos a partir da
imunizacdo de animais com as peconhas das principais serpentes causadoras dos
acidentes, é o tratamento preconizado para os acidentes ofidicos. Os antivenenos
neutralizam, através de seus anticorpos, as toxinas responsaveis pelos efeitos
sistémicos ocasionados pelos envenenamentos por serpentes peconhentas. Todavia,
apenas 0 antiveneno ndo € capaz de neutralizar os efeitos locais produzidos pelo
acidente botropico (CARDOSO et al., 2009; BRASIL, 2011).

Observando os efeitos benéficos do OZO no organismo, foi proposto estudar a
acao desse agente associado ou ndo a FBM no envenenamento provocado pela
serpente Bothrops jararacussu.

Todos o0s anos muitas pessoas sdo picadas por serpentes no Brasil,

promovendo varios efeitos deletérios ao organismo entre eles, dor no local da picada,
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inchaco, edema e destruicdo das células musculares. O tratamento atual € o uso do
soro antiofidico que € também chamado de antiveneno, sendo aplicado em hospital
ou centros de saude. Em muitas localidades chegar até o local de tratamento pode
levar horas ocasionando maiores danos provocados pelo veneno, podendo até levar
a amputacdo do membro que foi picado. A partir dai, surgiu a motivacdo principal
desse estudo, estudar procedimentos terapéuticos complementares de emergéncia
para ser utilizado pela propria vitima ou pessoas que a acompanham no momento que
ocorreu o0 acidente ofidico. A utilizagdo de recursos imediatos como a
fotobiomodulacdo com laser de baixa poténcia e ou 6leo ozonizado de girassol pode
promover uma protecao inicial importante e amenizar os efeitos danosos do veneno

até gque o individuo possa chegar até o hospital para receber a soroterapia adequada.
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi avaliar a utilizacdo do 6leo ozonizado de girassol
(OZ0) associado ou ndo a fotobiomodulacdo (FBM) nos efeitos locais promovidos

pelo veneno de Bothrops jararacussu (B. jararacussu).

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar observagdes clinicas e comportamentais dos animais injetados com
0 veneno e tratados com OZO e FBM.

¢ Verificar histologicamente os efeitos do veneno promovendo a mionecrose e
os efeitos dos tratamentos

e Avaliar o indice de mionecrose nos musculos tratados

e Verificar o edema promovido nesse processo atraves da técnica de pesagem

do musculo e pela mensuracado da area das células musculares

Verificar a liberac&o de creatino kinase (CK) pelas células musculares.
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3 REVISAO DE LITERATURA

No Brasil sdo registrados certa de 30.000 acidentes ofidicos por ano, no qual
estima-se 15 casos por 100.000 habitantes, no qual 100 (0,4%) morrem de ofidismo a
cada ano. Cerca de 90% dos acidentes sao ocorridos por representantes das diversas
espécies do género Bothrops (CHIPAUX, 1998; CHIPAUX, 2009; CHIPAUX, 2012;
GUTIERREZ et al., 2006; WHO, 2010, 2019).

Em especial na regido sudeste e em S&o Paulo, as serpentes do género
Bothrops sp sé@o consideradas responsaveis por aproximadamente 80% dos acidentes
ofidicos (COGO et al., 2006; OLIVEIRA e COGO, 2015; WHO, 2019).

Os acidentes ocasionados por serpentes tornam-se um problema de Saude
Pudblica nas regides tropicais de todo o mundo. Ha uma elevada incidéncia de nimero
de mortes por picada de serpentes por falta de recursos no tratamento e notificacao
(COGO et al., 2006; MONACO et al., 2017).

Apesar do avanco tecnolégico da evolucdo na area da saude, a problematica
atual ainda é a subnotificacéo, principalmente nas zonas rurais, apesar que a zona
urbana também tem elevados indices.

As serpentes Bothrops estdo envolvidas nestes acidentes, apresentam desde
gravidade de grau leve em 62,0% a grave em 28,0% dos casos notificados e a regiao
do corpo mais atingida sdo os membros inferiores (BRASIL, 2011; OLIVEIRA e
COGO, 2015; ACIDENTES POR ANIMAIS PECONHENTOS, 2019).

Um importante dado relacionado a notificacdo do ofidismo sao os registros que
aumentam a cada ano que passa, 0 que levou a Organizacdo Mundial da Saude
considerar o ofidismo uma doenca tropical negligenciada pelos governos ocorrendo
principalmente com populacbes pobres que vivem em areas rurais (OLIVEIRA e
COGO, 2015; MONACO et al., 2017).

Em agosto de 2010, o agravo foi incluido na Lista de Notificacdo de
Compulsdria (LNC) do Brasil, publicada na Portaria N° 2.472 de 31 de agosto de 2010
(ratificada na Portaria N° 104, de 25 de janeiro de 2011). O fato dessa importancia
foi por motivo do alto nimero de notificagdes registras no Sistema de Informacéo de
Agravos de Notificacdo (SINAN), que sao acidentes por animais peconhentos
(OLIVEIRA e COGO, 2015; ACIDENTES POR ANIMAIS PECONHENTOS, 2019).

Com as andlises dos dados do SINAN, a vigilancia epidemiolégica consegue

identificar a quantidade de antivenenos que podem ser distribuidos nas Unidades
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Federadas, além de determinar locais estratégicos de atuacdo da vigilancia
sanitaria, favorecer estruturas nas unidades de atendimento aos acidentados,
colaborar nas estratégias de controle aos animais peconhentos (OLIVEIRA e
COGO, 2015; COGO et al., 2006; GUTIERREZ et al., 2006; GUTIERREZ et al.,
2007).

Os acidentes ofidicos séo classificados como: leves, moderados ou graves.
Nesta classificacdo temos como base as manifestacdes locais e sistémicas e, ambas
auxiliando na dose adequada do antiveneno a ser utilizado. Apds a picada se for
administrado a dose do antiveneno adequada, os efeitos sistémicos dos venenos
podem ser atenuados. Com isso, os coeficientes de letalidade tém revelado tendéncias
decrescentes ao longo do tempo. Porém, a neutralizacdo dos efeitos locais nao é
revertida (BRASIL, 2011; PICOLO et al., 2002; ZAMUNER et al., 2004).

3.1 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

A Familia Viperidae € constituida pelo género Bothrops (jararacas), Crotalus
(cascaveéis) e Lachesis (surucucu). Sao consideradas serpentes peconhentas,
podendo serem encontradas nas Américas Central e do Sul, consideradas principais
causadoras de acidentes ofidicos no Brasil e em outros paises por onde se distribuem,
com altas taxas de morbidade e mortalidade (BRASIL, 2011).

As diferentes espécies exibem extensa variabilidade, especialmente nos
padrbes de coloragcédo e comprimento (BRASIL, 2011).

Na lingua indigena a serpente B. jararacussu € conhecida como “jararaca
grande”. Pertence a classe Reptilla, ordem Squamata, familia Viperidae, subfamilia
Crotalinae e com nome cientifico de B. jararacussu. As diferencas das jararacas sao
pelas caracteristicas do desenho em seu corpo e ter a parte superior da cabeca negra,
de um modo em geral é facilmente reconhecida sendo que as fémeas tem grande porte
em relacdo aos machos. Na fase adulta pode atingir entre 1,5 a 2,20 m e com 22 cm
de circunferéncia. H4 um acentuado dimorfismo sexual entre machos e fémeas, as
caracteristicas sao das fémeas serem de cor amarelas e pretas, enquanto os machos
tém tons marrons e pretos, além de serem menores e mais delgados e quando se
sentem ameacadas sdo extremamente agressivas (CARDOSO et al., 2009; BRASIL,
2011; ACIDENTES POR ANIMAIS PECONHENTOS, 2019).

Estas serpentes apresentam habito noturno ou crepusculares. Geralmente séo
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encontradas em florestas tropicais, bancos de rios e pantanos (BRASIL, 2011;
ACIDENTES POR ANIMAIS PECONHENTOS, 2019).

A distribuicdo geografica acontece na América do Sul, habitando na mata
Atlantica. Ocorrendo no Brasil, Paraguai, Bolivia e norte da Argentina. No Brasil, a
espécie Bothrops jararacussu predomina na regidao do Mato Grosso, extremo sul da
Bahia, sul de Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa
Catarina e noroeste do Rio Grande do Sul. A Figura 1 mostra a distribuicdo geogréfica
da Bothrops jararacussu. (BRASIL, 2011; OLIVEIRA e COGO, 2015; ACIDENTES
POR ANIMAIS PECONHENTOS, 2019).

Figura 1: Distribuicdo geografica da espécie Bothrops jararacussu no Brasil.

Fonte: CARDOSO et al, 2009.

3. 2 ACAO DO VENENO

As serpentes do género Bothrops contém em seu veneno propriedades que
provoca um processo fisiopatologico complexo, decorrente de alteracdes fisiologicas
induzidas pelas substéancias biologicamente ativas que estdo presente nos venenos
desses animais (ACIDENTES POR ANIMAIS PECONHENTOS, 2019).

Os sinais e sintomas causados por acidentes ofidicos, ou seja, pelo

envenenamento botropico pode ser dividido em sistémico e local (ACIDENTES POR
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ANIMAIS PECONHENTOS, 2019).

As reac0es locais imediatas ocorrem com 24 horas e séo: dor, sangramento no
local da picada (hemorragia), edema intenso que pode evoluir por todo 0 membro
afetado, hematoma, equimose, abscesso, trombose, formacdo de bolhas e
mionecrose (CARDOSO et al., 2009; ACIDENTES POR ANIMAIS PECONHENTOS,
2019; TEIXEIRA et al., 2003).

As complicacbes se manifestam na forma grave com hemorragia em
regides vitais, infeccdo e necrose na regido da picada, além de insuficiéncia renal,
hemorragia cardiaca, pulmonar e evolugcdo ao choque e Obito (TREBIEN e
CALIXTO, 1989; ZAMUNER e TEIXEIRA, 2002).

Os venenos botrépicos provocam a liberacdo de mediadores inflamatorios,
ativam o mecanismos intracelulares, induzindo a liberagéo de substéncias (OLIVEIRA
e COGO, 2015; ZAMUNER e TEIXEIRA, 2002; ZAMUNER et al., 2005).

As alteracdes sistémicas consistem em hipotensao, alteracdo da coagulacéo
sanguinea, hemorragias (gengivorragia, hematuria, sangramento em ferimentos
recentes), hemorragia pulmonar causada pela acdo secundaria podendo ser a causa
provavel de morte rapida, alteracdo do sistema cardiovascular evoluindo para
ocasionar o chogue hipovolémico e risco de insuficiéncia renal aguda (CARDOSO,
2009; ACIDENTES POR ANIMAIS PECONHENTOS, 2019; ZAMUNER et al., 2001;
BERNARDE, 2009).

O processo fisiopatoldgico do veneno botropico consiste em 3 atividades:
= Proteolitica (inflamagéo aguda);
= Coagulante;
= Hemorragica.

Essas atividades sdo complexas podemos atribuir isso aos componentes
especificos, pois diferentes toxinas podem atenuar sinergeticamente induzindo
efeitos e reacdes toxicas adversas (ZAMUNER et al., 2001; BERNARDE, 2009).

3.3 COAGULACAO E PLAQUETAS

O veneno brotropico possui capacidade de ativar fatores da coagulacéo
sanguinea, ocasionando consumo de fibrinogénio e formacéo de fibrina intravascular,
induzindo frequentemente incoagulabilidade sanguinea. A maioria das serpentes do

género Bothrops possui, isolada ou simultaneamente, substancias capazes de ativar
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fibrinogénio, protrombina e fator X. S&o descritos fatores com atividade sobre
agregacao e aglutinacdo plaquetaria. Trombocitopenia pode ocorrer nas primeiras
horas e, eventualmente, persistir por dias (OLIVEIRA e COGO, 2015; MILANI-JUNIOR
et al., 1997).

3.4 HEMORRAGIA

A hemorragia provocada pelo envenenamento bothropico decorre do
rompimento da integridade do endotélio vascular e tém atividade como protagonista
as desintegrinas encontradas no veneno. Degradam varios componentes da matriz
extracelular, como: o colageno tipo 4, fibronectina e laminina. Além disso, sao
potentes inibidoras da agregacéo plaquetaria. Tem como possiveis mecanismos de
acao na digestdo enzimatica da lamina basal da microvasculatura e a ruptura
completa das células endoteliais e desencadeariam mecanismos enddgenos
(ACIDENTES POR ANIMAIS PECONHENTOS, 2019; ZAMUNER et al., 2001,
BERNARDE, 2009).

Nas manifestacbes sistémicas ocorrem alteragbes da homeostasia
caracterizada pela deficiéncia de coagulacdo sanguinea, da agregacéao plaquetaria
e deplecdo de fibrinogénio. O veneno botrépico atua ativando a cascata de
coagulacdo sanguinea, por atuarem sobre o fibrinogénio,a protrombina (Fator II),
no fator X e no Fator VIII, provocando o consumo nos fatores de coagulacdo
(ZAMUNER, 2001; BERNARDE, 2009; MILANI-JUNIOR et al., 1997).

A cascata de coagulacdo ativada determina auséncia de coagulacao
sanguinea, caracterizando sangramentos espontaneos (hemorragias). Nas
alteracbes do sistema cardiovascular, ocorre o choque hipovolémico, em casos
mais graves acontece a insuficiéncia renal aguda, hemorragia em érgédos vitais,
estado de choque e 6bito (KOUYOUMDJAIN et al., 1991).

3.5 MIONECROSE E EDEMA

Nos envenenamentos provocados pelas serpentes do género Bothrops tem
como consequéncia muito comum a mionecrose local. Esse fendbmeno € ocasionado

por uma familia de proteinas denominadas miotoxinas, que tem caracteristicas de
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fosfolipases A2 (PLA2) e agem diretamente sobre a membrana da célula muscular,
ligando e alterando a estrutura da membrana plasmatica. Essas miotoxinas estimulam
o dano tecidual de modo que, as modificacdes morfologicas sdo observadas ja a partir
de 15 minutos de sua inoculagdo. A miotoxicidade ainda pode ser, o fator determinante
da isquemia dos vasos da microcirculacao e de artérias intramusculares (COGO et al.,
2006; TEIXEIRA et al., 2003; MILANI-JUNIOR et al., 1997).

Algumas pesquisas descrevem também que varias espécies de serpentes do
género Bothrops, como a Bothrops alternatus e Bothrops asper induzem a
mionecrose, procedente de uma acéo direta das miotoxinas que atingem a integridade
da membrana plasmética das células musculares (OLIVEIRA e COGO, 2015;
BERNARDE, 2009).

Em relacédo a atuacdo do leucdcitos induzido pelo envenenamento botrépico,
observa-se que apés a administracdo do veneno de B. jararacussu ocorre a migracao
de leucdcitos na cavidade peritoneal de ratos, o infiltrado leucocitario fica composto
com os neutrofilos e estimula a liberacdo de mediadores inflamatérios, como as
citocinas interleucina-6 (IL-6), o fator de necrose tumoral (TNF-a), os mediadores
lipidicos prostaglandina E2 (PGE-2), o tromboxano Az (TXA2) e leucotrieno B4 (LTBa4)
(TREBIEN e CALIXTO, 1989; ZAMUNER e TEIXEIRA, 2002; ZAMUNER et al., 2005;
BERNARDE, 2009; OLIVO et al., 2007).

O edema induzido pelos venenos das serpentes Bothrops jararaca, Bothrops
asper e Bothrops insularis ocorre devido a acdo dos mediadores e adrenérgicos,
eicosandides, o fator ativador de plaquetas (PAF), além de serotonina e histamina
(BERNARDE, 2009; OLIVO et al., 2007).

Apés o efeito edematogénico, hd o acumulo de leucdcitos no musculo
gastrocnémio sendo o infiltrado leucocitario composto de neutréfilos, monécito além
do aumento de citocinas inflamatorias, como a IL-1, IL-6, IL-10, TNF e IFN, também
observa-se a liberagdo de PGE2 e PGD2, por causa do aumento da expresséo de
COX-2 (ZAMUNER et al., 2017; OLIVO et al., 2007).

3.6. TERAPIAS COMPLEMENTARES

3.6.1 A terapia de fotobiomodulag&o no estudo de venenos de serpentes
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A terapia com fotobiomodulagdo acontece devido a sua interacdo com 0s
tecidos, promovendo efeitos fotoquimicos. A fotobiomodulacdo com laser de baixa
poténcia proporciona a producdo de acido araquidonico e a transformacao de
prostaglandina em prostaciclina, revelando sua ag&do antiedematosa e
antiinflamatéria, favorece o aumento da endorfina circulante (beta endorfina)
promovendo o efeito analgésico na dor ndo inflamatéria (NADUR-ANDRADE et al.,
2012; GIARETTA et al., 2016; BARBOSA et al., 2009).

Estudo sobre fotobiomodulacdo com laser de baixa poténcia ocorre desde a
década de 60 em diversos campos da medicina. A radiagdo eletromagnética na regido
do vermelho (A620-750nm) pode ser utilizada promovendo o aumento da atividade
muscular. A fotobiomodulacdo com laser de baixa poténcia proporciona alteracdes
na atividade do citocromo C oxidase promove o aumento da producdo de adenosina
trifosfato (ATP), a fonte principal de energia celular, na qual conduz a fungéo celular a
sua normalizacdo, estimula o aumento da concentracdo de ATP apdés a
fotobiomodulacdo com laser de baixa poténcia melhorano o transporte de membrana,
a sintese proteica e a contracdo muscular (NADUR-ANDRADE et al., 2013;
BARBOSA et al., 2009; GUIMARAES-SOUZA et al., 2011; GARCEZ et al., 2012).

Na literatura cientifica ha diversas publicacfes sobre o uso da fotobiomodulagéo
com laser de baixa poténcia no envenenamento ofidico utilizando experimentos com
animais de laboratorio, estudando o mecanismo de acdo com proposito de futura
viabilidade para uso clinico em humanos (GARCEZ, 2012; BARBOSA et al., 2008;
BULGARELLI et al., 2010; CAMPOS et. al., 2018).

Assim, foram estudado o efeito da irradiacdo laser de Ga-As (4 J/cm?), em
mionecrose no musculo gastrocnémio de camundongo causado pela injecao
intramuscular de veneno serpente Bothrops moojeni e nas contraturas tetanicas do
musculo tibial anterior de camundongos inoculados com peconha de Bothrops
jararaca. Os autores observaram que o laser foi capaz de reduzir o indice de
mionecrose, inibindo a atividade do veneno e reduzindo o processo inflamatorio local
causado pelo envenenamento, ou seja, observaram protecdo dos efeitos locais
provocado pelo veneno (DOURADO et al., 2003).

Em relacdo ao efeito fotobiomodulador, o0 mesmo resulta da condi¢ao
metabdlica do tecido ao ser irradiado, isto é, se h4 alguma alteracdo tecidual. O

resultado baseado no potencial redox pode ser benéfico, com o mecanismo quimico
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modificado através do potencial redox da cadeia respiratdria mitocondrial (citocromo
C oxidase e NADH desidrogenase).

Por outro lado, os fotorreceptores regulam o0 metabolismo na cadeia
respiratoria, onde as mitocéndrias e seus receptores absorvem a luz no intervalo
espectral do visivel ao infravermelho proximo. Isso acontece com a célula no estado
redox intermediéria, influencia a transferéncia de elétrons fornecendo uma resposta
biologica (GIARETTA et al., 2016; BARBOSA et al., 2009; 2010; TUNER e HODE,
2004).

Os diversos efeitos terapéuticos da fotobiomodulagcdo sobre os diferentes
tecidos bioldgicos sdo bastante abundantes e promissores causando efeitos tréfico-
regenerativos, anti-inflamatérios e analgésicos e 0 aumento da microcirculacao local.
O efeito bioenergético esta relacionado a este aumento onde, a acao da luz laser no
esfincter pré-capilar através de mediadores quimicos, mantém o mesmo aberto
continuamente promovendo a microcirculacéo periférica local (GIARETTA et al., 2016;
BARBOSA et al., 2009; 2010; SOUZA et al., 2010; VIEIRA et al., 2016; SOUSA et al.,
2012).

A terapia de fotobiomodulagédo é uma modalidade n&o invasiva e de baixo custo
gue na préatica clinica vem sendo amplamente utilizada devido promover o alivio de
dor e regeneracéo tecidual. A fotobiomodulacdo é estudada varias areas da saude
para analisar seu efeito e o melhor parametro para ser utilizado nos processos de
algicas, fadiga muscular, reducdo de les6es musculoesqueléticas provenientes do
excesso de atividades fisicas, no controle ou eliminagédo do lactato, modulacdo dos
niveis séricos de CKMM, LDH, e EROs, na melhora do efeito da mitocondria durante
0s exercicios e aumento na microcirculagcdo (GIARETTA et al., 2016; BARBOSA,
2009; GUIMARAES-SOUZA et al., 2011; BARBOSA et al., 2008).

3.6.2 Terapia com ozbnio

O quimico alemao Christian Friedrich Schonbein é considerado o pai da
ozbnioterapia (1840). Ele realizou uma descarga elétrica na 4gua a qual produziu um
odor estranho, e por isso o chamou de Ozon, que deriva do Grego ozein (cheiro). O
cirurgido austriaco Ernst Payr, apos ser tratado com ozb6nio por Edward Fisch, o
primeiro dentista a utilizar o ozénio, tornou-se um entusiasta a comecou sua linha de

pesquisa. Na época, a ozbnioterapia era dificil e limitada devido a falta de materiais
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ozobnio resistentes, tais como Nylon, Dacron e Teflon. Apenas em 1950, os materiais
ozonio resistentes foram fabricados. Entéo o fisico, doutor e aleméo Joachim Hansler,
juntou-se a outro alemao, doutor em medicina, Hans Wolff e ambos desenvolveram o
primeiro gerador para fins médicos, o qual permanece sendo a base dos
equipamentos contemporaneos (NOGALES, 2011; SEIDLER et al., 2008).

O o0z6nio é um composto quimico de trés atomos de oxigénio (O3z), altamente
energético em relacdo ao oxigénio (O2) atmosférico. Assim, as moléculas destes dois
compostos sao diferentes na estrutura (ABOZ, 2021).

A caracteristica do 0zoénio € a oxigenagao tecidual e melhora no metabolismo,
por apresentar uma acdo positiva em doencas infecciosas agudas e crbnicas
causadas por virus, bactérias e fungos, em queimaduras, Ulceras diabetogénicas,
além de outras (SCROLLAVEZZA et al., 2002; HERNANDEZ e GONZALEZ, 2001).

O ozbnio interfere no metabolismo de bactérias, inibindo e bloqueando o
funcionamento enzimatico; uma pequena quantidade de ozb6nio é suficiente para
romper a membrana celular, levando a sua destruicdo. Pressupde-se que o ataque
primario do ozbnio aconteca na parede celular das bactérias e, depois, quando
penetra no interior da célula, este agente promove a oxidacdo dos aminoacidos e
acidos nucléicos, ocorrendo a lise celular (HERNANDEZ e GONZALEZ, 2001;
CARDOSO et al.,2008).

O o0zb6nio medicinal € sempre uma mistura de ozbnio e de oxigénio puro,
produzido por um gerador de ozénio (promove uma descarga elétrica entre 13.000 e
15.000 volts nas moléculas de oxigénio, o que possibilita a agregacdo dos atomos e
a formacao do gas 0z6nio). A dose utilizada no campo da medicina varia entre 1 e 100
pg/ml (0,05 a 5% de ozénio) para cada litro de oxigénio de acordo com a via de
administracdo e a doenca; sua meia-vida é de aproximadamente 40 minutos a 20° C
(GURLEY, 1985; OGUZ et al., 2011).

As propriedades bioldgicas foram atribuidas ao 0zénio com base nos estudos
gue fundamentaram seu uso terapéutico. Devido a sua capacidade de modular o
estresse oxidativo bioldgico. Seu efeito antimicrobiano exibe propriedade bactericida
contra gram + e gram - ; fungicida e viricida, bloqueando receptores virais, destruindo
células infestadas por estes microorganismos. Além da capacidade de eliminar
protozoarios, mostrando desta forma seu efeito tanto desinfetante como esterilizante
(AZARPAZHOOH, 2008; RIPAMONTI et al., 2012; NUNEZ et al., 2013).
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O ozbnio em aplicacéo local exibe propriedades antialgicas e anti-inflamatérias.
Neutraliza mediadores neuroquimicos da sensacdo dolorosa, facilitando a
metabolizacdo e eliminacdo de mediadores inflamatérios como histamina, quinina e

bradicinina. Por isso é utilizado como coadjuvante no tratamento de algumas dores

cronicas. Também inibe a cicloxigenase |1l evidenciando a redugcdo da
hiperpermeabilidade, edema e dor (AZARPAZHOOH, 2008; KIM, 2009; NOGALES,
2011).

O ozbnio se mostra imuno-estimulante em baixas doses e imuno-inibidor a niveis
mais elevados. Este gas é capaz de estimular as defesas imunolégicas, tanto
celulares como humorais, em pacientes imunodeprimidos, ou de modular as respostas
imunoldgicas exacerbadas que produzem as enfermidades autoimunes (OGUZ et al.,
2011; NOGALES, 2011).

E também capaz de melhorar o metabolismo do oxigénio, estimulando as enzimas
gue participam de sua metabolizacdo. Assim sendo, a saturacdo de oxigénio no
sangue circulante é elevada, aumenta-se o aporte de oxigénio das células do
organismo, melhorando a oxigenacao e respiracao celular. Facilitando a circulacao
sanguinea devido as melhoras das propriedades soroldgicas do sangue.

Portanto, no ozénio medicinal ha propriedades altamente bactericidas, fungicidas
e virustético. Utilizado para desinfeccdo de feridas infectadas, assim como em
doencas bacterianas e virais.

A sua capacidade de estimular a circulacdo é usada no tratamento de problemas
circulatorios e na revitalizacdo de funcdes organicas em geral. Isto significa que a
aplicacao do ozénio medicinal € Gtil para a ativagcdo imunologica em pacientes com
condicOes de imunidade baixa e/ou imunodeficientes (ABOZ, 2021).

O o0zb6nio médico é indicado para:

» Tratamento de problemas circulatorios e na &rea da geriatria;

» Tratamento das doencas provocadas por virus, tais como hepatites e herpes;

» Tratamento de feridas infectadas, inflamadas, mal curadas e de processos

inflamatdrios crénicos, tais como ulceras nas pernas, colites e outras inflamacdes

intestinais, além de queimaduras;

Como terapia complementar em varios tipos de cancer, o ozénio é aplicado para
a imunoativagao geral, em dosagens baixas, na forma de “Auto-hemoterapia Maior”

(ou Grande Auto-hemoterapia, GAHT) na qual o sangue é reinfundido por via
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endovenosa, ou de “Auto-hemoterapia Menor’ (ou Pequena Auto-hemoterapia,
PAHT), na qual o sangue ozonizado é injetado via intramuscular (ABOZ, 2021).

A Ozobnioterapia, atualmente, é reconhecida pelo Ministério da Saude da
Alemanha, da Suica, da Espanha, do Egito, paises da Asia, Cuba e de outros 15
paises, além de ser praticada em 13 estados dos Estados Unidos da América. A
terapia esta sendo utilizada como tratamento alternativo eficiente e de baixo custo.

A maioria das enfermidades tem uma resposta positiva ao aumento da oxigenacao
tecidual, eleva o Oz na circulagdo sanguinea, estimulando a neoangiogénese (ABOZ,
2021; OGUZ et al., 2011; AZARPAZHOOH, 2008).

A ozbnioterapia € a administracdo terapéutica de ozoénio nos tratamentos de
lesbes complexas, infeccdes fungicas, bacterianas e virais, lesfes isquémicas e varias
outras afeccdes, mostra-se eficiente na maioria dos casos, principalmente na atuagéo
na desinfeccdo e cicatrizacdo de feridas extensas (RIPAMONT et al., 2012; KIM,
20009).

O ozbnio é uma alternativa de baixo custo, confiavel, com poucos efeitos
colaterais no tratamento de feridas, porém deve-se obedecer a concentracéo, dose e
tempo especifico, ressalta-se também a sua aplicacdo como antissépico em cirurgias,
irrigacdo de feridas cirargicas na hemostasia transoperatoria, contribuindo com o
processo de reparo através do estimulo a vascularizacdo e maior oxigenacao local
(OGUZ et al., 2011; KIM, 2009).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DE REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS

Os experimentos foram realizados no Lab. da Universidade Nove de Julho —
UNINOVE - Campus Vergueiro — Sao Paulo — SP.

4.2 ANIMAIS

Camundongos BALB/c fémeas (18-22 g) foram obtidos a partir do Biotério
Central da Universidade Nove de Julho (UNINOVE, Campus Vergueiro, S&o Paulo,
SP, Brasil) e foram alojados a aproximadamente 24°C em gaiolas de polipropileno (41
x 34 x 17 cm; 5-10 animais/gaiola) em ciclo claro/escuro de 12h (luzes acesas as 6h).
As gaiolas foram limpas 2-3 vezes / semana, e 0S animais tiveram acesso a racao

para roedores e agua ad libitum.

4.3 COMITE DE ETICA EM USO DE ANIMAIS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso Animal (CEUA,
protocolo no. 6426070319) da UNINOVE. Os experimentos foram feitos de acordo
com as diretrizes éticas para o uso de animais estabelecidas pela legislacdo da
Sociedade de Zootecnia de Laboratorio (SBCAL) e legislacéo brasileira (Lei Federal
n°®11.794, de 8 de outubro de 2008), em conjunto com as diretrizes para experimentos
com animais estabelecido pelo Conselho Nacional Brasileiro de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA).

4.4 VENENO

O veneno de B. jararacussu foi gentilmente cedido pela Universidade do Vale
do Paraiba — UNIVAP — S&o José dos Campos — Sao Paulo — SP — Brasil. O veneno
foi extraido manualmente e em seguida mantidos em gelo. Apos foram liofilizados,
armazenados em frascos apropriados e mantidos em geladeira a 4°C até a hora do

SEeu uso.
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4.5 ANESTESIA

Durante a realizagcéo dos experimentos, 0s animais foram anestesiados com
Xilazina (10 mg/kg, i.p.) e ketamina (100 mg/kg, i.p.) (LABTEST, Séao Paulo, SP,
Brazil). Apos, foram inoculados com veneno de B. jararacussu (30 pg dissolvidos em
50 pL em solucgéo salina 0.9% NaCl; correspondendo a 1,5 mg/Kg). Para a eutanasia
foi usado overdose dessas drogas, de acordo com o proposto no formulario do Comité
de Etica.

4.6 FORMACAO DOS GRUPOS

Foram utilizados 66 camundongos escolhidos aleatoriamente para formar os
grupos e foram avaliados 3 e 24 horas apés a inoculacdo do veneno. O veneno foi

inoculado no musculo gastrocnémio direito (via i.m.).

Os seguintes grupos foram formados:

GRUPO 1 controle — animais (n=3 - 3hs, n=3 - 24hs) injetados (i.m.) com 50 ul de
solucao salina estéril (NaCl 0,9%).

GRUPO 2 - animais (n=5 - 3hs, n=5 - 24hs) injetados (i.m.) com 50 ul de solucao salina
(NaCl 0,9%) e tratados com OZO.

GRUPO 3 — animais (n=5 - 3hs, n=5 - 24hs) injetados (i.m.) com 50 pl de solugéo
salina (NaCl 0,9%) e tratados com FBM.

GRUPO 4 — animais (n=5 - 3hs, n=5 - 24hs) injetados com 30 ug de veneno de B.
jararacussu (i.m.) em 50 pl de solucédo salina (NaCl 0,9%).

GRUPO 5 - animais (n= 5 - 3hs, n=5 - 24hs) injetados com 30 ug de veneno de B.
jararacussu (i.m.) em 50 pl de solugéo salina (NaCl 0,9%) e tratados com OZO.
GRUPO 6 — animais (n=5 - 3hs, n=5 - 24hs) injetados com 30 ug de veneno de B.
jararacussu (i.m.) em 50 ul de solucédo salina (NaCl 0,9%) e tratados com FBM.
GRUPO 7 — animais (n=5 - 3hs, n=5 - 24hs) injetados com 30 pg de veneno de B.
jararacussu (i.m.) em 50 pl de solucdo salina (NaCl 0,9%) e tratados com o6leo
OZO+FBM.
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4.7 OZONIZACAO DO OLEO

O oleo de girassol foi ozonizado (1 L de dleo de girassol, fluxo 2 L/min,
concentracdo de oxigénio/gas ozono de 30 mg/L para 6 h) usando um gerador de
ozono corona (Ozone & Life®, Modelo R&L 1.5 RM, Brasil) que gerou 6leo ozonizado
com 87,3 mEg/kg de peroxido (equivalente a 350 mg/L) (GUERRA et al., 1997;
SECHI et al., 2001; SANCHEZ et al., 2012).

O gés de oxigénio puro foi fornecido por um cilindro de oxigénio (White
Martins, Brasil) que foi utilizado para a producdo constante de ozoénio, transportado
através de um tubo de silicone para um difusor poroso. O 6leo ozonizado levou cerca
de 1 h a 2 dias para chegar a concentracao necessaria de peréxidos a temperatura
ambiente, com 1 g de 6leo que, absorve até 160 mg de gas de ozono (BOCCI et al.,
20009).

Quando armazenado corretamente (longe da luz e em temperaturas baixas ou
médias), o 6leo ozonado tem um prazo de validade de até 1 ano sob refrigeracéo (de
-10a8°C) ou 6 meses a ~ 25 °C, para manter um pH estavel durante estes periodos
(SECHI et al., 2001; NOGALES et al., 2008).

No presente estudo, o OZO foi armazenado em 5°C até a hora do uso
(SADOWSKA et al., 2008; BOCCI et al. 2009).

4.8 PARAMETROS DA FOTOBIMODULACAO

O dispositivo laser utilizado foi Laser da marca DMC® modelo Thera Laser,

Meio ativo InGaAIP e AsGaAl. Os parametros utilizados estdo na Tabelal.
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Tabela 1 - Parametros da FBM com laser de baixa poténcia.

Parametros Laser Vermelho
Comprimento de onda (nm) 685

Densidade de energia (J/cm?)

Energia total (J) 1.2
Poténcia (mW) 100
Densidade de Poténcia (W/cm?) 0,25

Area irradiada (cm?) 0,3
Area do feixe (cm?) 0,028

Modo de aplicacao Pontual

Numero de pontos 1

Tempo de irradiacédo (Ss) 12

4.9 APLICACAO DO VENENO, DO OZO E DA FBM

ApoOs anestesia, 0os animais foram injetados com o veneno e em seguida no
local da injecéo foi aplicada gaze embebida com 0 OZO durante 15 minutos e/ou FBM
com laser de baixa poténcia. Em seguida os animais foram colocados em caixas

apropriadas e observados os sinais e sintomas.

4.10 PROCESSAMENTO PARA EXAME HISTOLOGICO

Para avaliar o indice de mionecrose induzido pelo veneno, foi utilizado o exame
histolégico do tecido muscular. Apds os tempos determinados nos grupos, 0s animais
foram anestesiados e sob anestesia, os musculos foram cuidadosamente retirados
para processamento histologico. Os musculos foram enxaguados com PBS (solugéo

tampéo fosfato), fixados em Formaldeido a 10% por 3 a 24h horas. Apds, foram



38

submetidos ao processamento histologico utilizando técnicas de rotina, montadas as

laminas e coradas com Hematoxilina e Eosina (H.E.).

4.11 ANALISE QUALITATIVA E QUANTITATIVA DA MIONECROSE - ANALISE
MORFOMETRICA

A analise das células integras e com mionecrose foi realizada nas laminas coradas
com H.E. Foi utilizado microscopio Nikon Eclipse E200 para a obtencdo de
fotomicrografias e analise das imagens, respectivamente. Foram selecionados 5
campos pré-determinados da regido da lesédo de cada lamina.

As células musculares foram analisadas qualitativamente verificando a
integridade da membrana celular, posicdo dos nucleos, diametro e area das fibras.
Foram contadas aproximadamente 100 células de cada grupo experimental

observando a relacéo entre células necrosadas e células normais.

4.12 QUANTIFICACAO DO EDEMA MUSCULAR ATRAVES DA MEDIDA DA AREA
DAS CELULAS MUSCULARES

Observando as células musculares nas laminas histolégicas, verificamos que
haviam células com tamanho maiores que as células normais e resolvemos mensurar
a area das mesmas para verificar a formacao do edema. As laminas com os cortes
processados 3 e 24 horas apés os tratamentos foram analisados utilizando o software
IMAGE J. Foram mensuradas areas de 500 células observadas em diferentes campos

do corte na regiao injetada o veneno.

4.13 QUANTIFICACAO DO EDEMA MUSCULAR ATRAVES DO PESO DOS
MUSCULOS

Para determinar o edema muscular, o veneno de B. jararacussu foi injetado no
musculo gastrocnémio direito de camundongos.

Os musculos foram dissecados e cuidadosamente retirado e pesado. O edema
foi mensurado no tecido muscular pela quantificacdo do peso molhado 3 e 24 horas

apos a injecdo do veneno. Foi expresso como porcentagem do aumento no peso dos
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musculos nos diversos tratamentos como descrito na literatura (OLIVEIRA e COGO,
2015).

4.14 DETERMINACAO DA ENZIMA CREATINO KINASE (CK) PLASMATICO

Foram colhidas amostras de sangue 3 h e 24 h ap6s a inoculagéo da solucao
salina ou injecdo de veneno e centrifugado. O plasma resultante foi separado e
armazenado a 4 °C para determinacao da atividade da enzima creatina kinase (CK)

utilizando kits de diagnostico disponiveis comercialmente (LABTEST).

A atividade de CK foi expressa em U/L, onde uma unidade sendo definida como
a quantidade de enzima que produz 1 mmol de NADH/min, de acordo com o fabricante

especificacoes.

4.15 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como a média + erro padrdo (SE). Antes da
analise estatistica, a normalidade dos dados para cada grupo foi avaliado utilizando o
teste Shapiro-Wilk. Todos os dados analisados passaram no teste Shapiro-Wilk; por
conseguinte, os dados parameétricos foram comparados utilizando a ANOVA de uma
via seguida pelo teste de pos-hoc de Tukey. Consideramos significativas as diferencas
com p<0,05. Todas as analises de dados foram feitas usando Prism 5.0 (GraphPad
Inc., San Diego, CA, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 OBSERVACOES CLINICAS

Durante a execussao dos experimentos, foram realizados observaces clinicas
e comportamentais dos animais. No grupo controle, foi observado que os animais
estavam com comportamento normal, ou seja, caminhavam pela caixa, comiam e
bebiam normalmente. Nas primeiras 3 horas, o grupo que foi inoculado com o veneno
ficou prostrado no canto da caixa, sem interesse em comer ou beber. No grupo que
foi aplicado a FBM, 0s animais ndo apresentaram comportamento como no grupo
inoculado somente com o veneno. Movimentavam-se pela caixa e mantinham o
interesse em comer e beber. Essa melhora no comportamento foi observada também
com o grupo que recebeu somente OZO e OZO+FBM, porém com maior intensidade
do que o grupo inoculado somente com 6leo ozonizado. Apds 24 horas, 0s animais
do grupo inoculado com veneno apresentavam hemorragia intensa, continuavam
prostrados e com dificuldades para caminhar. Por sua vez, os animais que foram
tratados com FBM mostraram melhora no comportamento em relagcdo ao tempo de 3
horas. Os tratados com o OZO estavam melhores, mais calmos, caminhando pela
caixa, comendo e bebendo normalmente e movimentando melhor do que o grupo com

apenas FBM.

5.2 RESULTADOS DOS EXPERIMENTOS

5.2.1 Analise morfologica das células musculares

No grupo controle e nos grupos onde foram aplicados a FBM e o OZO, as
células musculares mostraram-se normais, com nucleos periféricos, membranas
celulares intactas, vasos sanguineos integros e espacos intercelulares sem
hemorragia.

O veneno de B.jararacussu promoveu alteracdes nas células musculares. Os
componentes do veneno degradaram as membranas das células musculares 3 horas
apos a inoculacao do veneno. As células estavam com as membranas rompidas, com
edema e hemorragia, diferentemente quando comparadas com as células dos

musculos controle (Figura 4A e B).
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No grupo onde foi aplicado a FBM, o numero de células que sofreram ac¢édo do
veneno foi menor, mostrando que esse tratamento teve uma agéo protetora contra 0s
efeitos do veneno (Figura 4C).

O tratamento somente com o OZO também mostrou-se eficaz em proteger as
células musculares. O numero de células necréticas foi drasticamente reduzidas
(Figura 4D e E).

Os musculos tratados com OZO e FBM mostraram-se muito semelhantes aos
do grupo controle. As alteracdes apareceram com menor nimero e intensidade

embora o efeito hemorragico tenha persistido (Figura 4F).

Figura 2: Cortes histolégicos transversais dos musculos injetados com veneno de B.
Jararcussu - tempo 3 horas: A — Controle: observa-se que as células estdo com a
morfologia normal, membrana celular intacta, nucleos periféricos (seta), diametros
normais das células, sem infiltrado inflamatério, espacos intercelulares regulares. B —
musculo injetado com veneno: nota-se rompimento da membrana celular (seta verde),
degradacéao da célula caracterizando a mionecrose (estrela), rompimento da parede
dos vasos sanguineos (seta azul), presenca de hemacias no intersticio caracterizando
hemorragia (seta preta), presenga de células inflamatdrias (seta vermelha) infiltrado
inflamatério e células com edema. C — musculos tratados com FBM: onde mostra
protecéo parcial dos efeitos do veneno. As alteragdes acima descritas aparecem com
menor intensidade. D e E — musculos tratados com OZO: mostrando também protecao
dos efeitos do veneno. Observa-se algumas células com edema e células com
didmetros normais, hemorragia (seta) com menor intensidade sem presengca de
células inflamatérias. F — musculos tratados com veneno+FBM+0ZO: onde mostra
que o didmetro das células estdo normais, sem presengca de hemacias e infiltrado
inflamatério, vasos sanguineos intactos com presenga de hemacias (estrela). A, B, C
e F 400x; D e E 100x. H. E.
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Fonte: préprio autor

Apbs 24 horas da inoculacdo, as células dos musculos que receberam o
veneno continuavam com as alteracfes caracteristicas do mesmo como acima
descrito comparadas com o grupo controle (Figura 5 A e B).

Tanto a FBM, o OZO como a associacdo desses dois tratamentos foram

eficazes em proteger as células (Figura5C, D, E e F).

Figura 3: Cortes histologicos transversais dos musculos injetados com veneno de B.
Jararcussu - tempo 24 horas: A — Controle: observa-se morfologia normal, como observada
na Figura 5 B — musculo injetado com veneno: apés 24 horas da agao do veneno, observa-
se mionecrose e alteragdes semelhantes as de 3 horas como rompimento da membrana
celular (seta verde), degradagdo da célula caracterizando a mionecrose (estrela),
rompimento da parede dos vasos sanguineos (seta azul), presengca de hemacias no
intersticio caracterizando hemorragia (seta preta), presencga de células inflamatdrias (seta
vermelha), infiltrado inflamatério e células com edema. C — Musculos tratados com FBM:
o laser promoveu protecdo parcial contra os efeitos do veneno apos 24 horas da sua
inoculagao. D e E — Musculos tratados com OZO: a protegao inicial do OZO ozonizado
contribuiu para que os efeitos do veneno fossem amenizados. Observa-se células com
didmetros normais com pouco infiltrado inflamatério. F — musculos tratados com

veneno+FBM+0OZO: nesse caso, observa-se uma protegéo igual ao que foi analisado em
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D e E. Diametro das células estdo normais, sem presenca de hemacias e infiltrado
inflamatario (estrela). A, B, Ce F 400x; D e E 100x. H. E

Fonte: préprio autor.

5.2.2 Quantificagao da mionecrose

A Figura 6 mostra a quantificacdo da mionecrose onde verificamos que o
veneno realmente diminuiu a quantidade de células normais, mostrando intensa
necrose das células musculares nas primeiras 3 horas. Neste caso cerca de 80% das
células sofreram a acdo do veneno. Com o tratamento utilizando a FBM, houve uma
discreta protecdo que ndo teve diferenca estatistica com o grupo controle. Ja o
tratamento com apenas o OZO ou associado a FBM promoveram uma protecéo de
cerca de 50% sendo observado diferenca estatistica (Figura 6 A).

Apoés 24 horas, o numero de células com mionecrose que sofreram acdo do
veneno continuava alto, mas neste caso, observamos que o tratamento com FBM
comecou a proteger as células mostrando um efeito fotobiomodulador mais tardio do
gue o0 OZO e a associac¢ao dos dois (Figura 6 B).

Nos tempos observados, ndo ocorreu uma somatoria e um efeito sinérgico dos
dois tratamentos uma vez que o tratamento somente com o OZO nao foi
estatisticamente diferente do tratamento com o OZO+FBM (Figura 6 B).
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Figura 4. Quantificacdo de células integras e alteradas pelo efeito do veneno de B.
jararacussu: As células de varios campos foram contadas e realizada a relacdo entre
as células normais e as células que sofreram acdo do veneno. Foram consideradas
células alteradas aquelas que as membranas estavam rompidas ou células com estagio
de degradacédo avancado. A — 3 horas apés o tratamento: Os grupos de células que
foram tratadas com OZO foram estatisticamente diferentes do grupo veneno,
mostrando a protecdo promovida pelo OZO. Nesse tempo, a FBM aplicada nao foi
estatisticamente diferente do grupo veneno. B — 24 horas apoés o tratamento: A protecdo
do OZO0 foi mais evidente mostrando uma protecao de aproximadamente 60% quando
comparado com o controle. N&o foi observado efeito sinérgico da associacdo do OZO
com a FBM. O efeito da FBM nesse tempo foi mais evidente sendo diferente
estatisticamente do grupo veneno. Isso mostra um efeito protetor tardio da FBM
(p<0,05).
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A aplicacdo do OZO ozonizado protegeu as células da acdo do veneno, tanto
em 3 horas como em 24 horas. Esta protecéo foi significativamente melhor que a
observada apenas pelo grupo da FBM. O efeito protetor do OZO sozinho ou associado
com a FBM foi superior que a com somente FBM.

5.2.3 Quantificacdo do edema através da medida da area celular

A observacdo nas laminas histolégicas de células musculares que foram
inoculadas com veneno tem o diametro maior do que as normais, que levou a
mensurar a area dos cortes transversais dos musculos. Observa-se que no tempo de
3h apos a inoculacao, a simples aplicagdo do OZO ou da FBM promoveu discreto
edema celular, efeito que néo foi visto com as células tratadas com OZO apos 24

horas (Figura7).

Figura 5. Mensuracdo da quantidade de células integras avaliada pela medida da
area celular: A — células que sofreram os efeitos da FBM e do OZO apés 3 horas
mostrando que a aplicagdo desses agentes promoveu aumento do volume e
consequentemente da area das células. B — area das células 24 horas apos o
tratamento. Observa-se que o volume celular voltou igual ao controle estatisticamente

apos tratamento com o OZO, (p>0,05) mas ndo com o tratado com a FBM (p<0,05).
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Quando foi analisado a area das células 3 horas ap0s a inoculagdo do veneno,
observa-se que o grupo tratado somente com o OZO, foi estatisticamente diferente
dos grupos tratados com a FBM e OZO com a FBM (Figura 8A). Apés 24 horas dos
tratamentos, foi observado que o edema promovido pelo veneno, nao era tao intenso
como no de 3 horas. No entanto, neste tempo, o0 OZO promoveu discreto edema em
relagcdo ao controle. Por sua vez, o tratamento com somente FBM ou associado ao
0OZO, diminuiu o numero de células edemaciadas, ndo sendo observado diferenca
estatistica com o grupo controle. Isto mostra talvez, um efeito tardio da FBM em
diminuir o edema celular (Figura 8 B).

Figura 6: Quantificagdo de células integras avaliada pela medida da area celular: A —
células que sofreram diversos tratamentos 3 horas ap0ds a inoculacdo do veneno. A
area celular aumentou consideravelmente quando os musculos foram tratados
somente com o veneno. No grupo que foi aplicado somente o OZO, foi observado uma
reducdo da éarea (p<0,05). No grupo tratado com FBM ou no grupo tratado com

FBM+0OZO houve reducdo da area, (p<0,05) mas ndo como a reducdo promovida
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somente pelo OZO (p<0,05). Apenas a FBM foi estatisticamente diferente quando
comparada com o grupo controle, indicando que a protecéo promovida pelo OZO foi
mais eficaz (p<0,05). B — area das células 24 horas apés o tratamento. Observa-se
gue o volume celular no grupo tratado com OZO né&o apresentou diferenca estatistica
guando comparado com o veneno, (p>0,05) mas quando comparado com 0 grupo
controle, verifica-se diferenca estatistica, (p<0,05) ndo sendo observado efeito
protetor frente ao veneno. A area do grupo FBM nao apresentou diferenca estatistica
com o grupo tratado somente com OZO (p>0,005) e o grupo FBM e OZO apresentou
diferenca estatistica com o grupo tratado somente FBM (p>0,005).
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5.2.4 Quantificacdo do edema através do peso do musculo

Ao final de 3 horas e 24 horas, 0os musculos foram cuidadosamente retirados e
pesados. Os pesos dos musculos ndo sofreram alteragbes nos grupos tratados

somente com OZO ou com a FBM (Figura 9).

Figura 7: Peso dos musculos tratados somente com OZO e somente com FBM — 3
horas e 24 horas. Os musculos retirados foram pesados e verificado o peso. Como é
observado, o peso dos musculos nao teve diferenca estatistica quando comparado
com o grupo controle tratado com o OZO ou com a FBM. Né&o foi observado diferenca
estatistica entre 0s grupos nos tempos estudados.
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Por sua vez, os musculos tratados com veneno tiveram aumento de peso, mas
nao foi estatisticamente diferente do controle. Isso foi observado também com os
grupos tratados somente com FBM e nos grupos onde foram aplicados os dois tipos
de tratamentos, tanto no tempo de 3 horas como no de 24 horas (Figura 10).

No entanto, observa-se diferenca estatistica entre 0os grupos veneno e tratados

somente com OZO (Figura 10).
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Figura 8: Peso dos musculos tratados somente com OZO ou com FBM — 3 horas:
Ap6s os tratamentos, os musculos foram retirados dos camundongos e pesados.
Houve protecdo do OZO no tempo de 3 horas promovendo diminuicdo
estatisticamente diferente do peso do musculo em relagéo ao grupo veneno (p<0,05).
No tempo de 24 horas néo foi observada essa protecdo (p>0,05). N&o foi observado

diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05).
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5.2.5 Andlise bioquimica - CK

As enzima CK é uma enzima intracelular que € encontrada na corrente
sanguinea quando o musculo sofre algum tipo de trauma. A sua quantificagcéo informa
0 quanto as células foram lesadas.

Em nosso experimento, o sangue dos camundongos foi retirado, centrifugado
e 0 plasma separado. A partir disso, essa enzima foi quantificada.

Observa-se que o veneno induz a liberagao dessa enzima, certamente devido
ao seu efeito mionecrético. Todos os tratamentos realizados protegeram as células

da liberacdo de CK tanto nas 3 primeiras horas como nas 24 horas (Figura 11 A).

Figura 9: Liberacdo de CK pelos musculos: O veneno da B. jararacussu promoveu
liberacdo de CK das células e todos os tratamentos foram eficazes de inibir essa

liberacdo tanto em 3 horas como apos 24 horas (p<0,05).
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O tratamento somente com o OZO ou com a FBM foi eficaz em inibir a sua
liberagdo comparado com o grupo veneno (p< 0,05). Entretanto, a associacdo dos
dois tratamentos néo foi eficaz (p< 0,05), comparado com o grupo veneno.

Comparando com o0s grupos controles, o grupo veneno e tratados com o
0OZO+FBM apresentaram diferenca estatistica (p< 0,05) mostrando uma liberacéo
dessa enzima. ApoOs 24 horas os niveis de CK voltaram ao normal para todos os

grupos (p> 0,05).
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6 DISCUSSAO

No envenenamento por serpente do género Bothrops sp, observa-se
mionecrose, inflamacgao e hemorragia, podendo esses efeitos serem classificados de
grau leve, moderado e grave. Estudos em animais experimentais indicam que a
administracdo de antiveneno logo apés a mordida da serpente protege das
manifestacdbes do envenenamento sistémico, mas tem pouco efeito sobre as
respostas e danos dos tecidos locais (BARBOSA et al., 2009; BULGARELLI et al.,
2010; GUTIERREZ et al., 2007; PICOLO et al., 2002; ZAMUNER et al., 2004).

Neste estudo, pode-se verificar os efeitos favoraveis e a capacidade do OZO
sozinho ou em associacdo com a FBM em atenuar os danos locais do veneno da

serpente.

Os estudos clinicos indicam que o tempo ideal para o paciente mordido pela
serpente seja atendido no hospital e iniciado a soroterapia seja dentro de 3 horas
(PACHECO e ZORTEA, 2008; MISE et al., 2018). Por esta razao, foi escolhido o
intervalo de 3 horas ap0s 0 envenenamento para avaliar as respostas ao veneno na

auséncia e presenca de tratamento.

Foi examinado também as respostas em 24 horas apds 0 envenenamento, um
intervalo que tem sido utilizado como um prazo para avaliar as respostas aguda do
veneno da Bothrops sp (BARBOSA et al., 2008, 2009).

A andlise histologica revelou uma intensa reacao inflamatéria apés a inoculacéo
do veneno que foi provavelmente mediada pelas atividades proteoliticas, coagulantes

e hemorragicas do veneno.

Relatos mostram o0s beneficios dos medicamentos plantas e outras
abordagens, tais como a FBM com uma medida potencial de auxiliar ou sendo co-
adjuvante para o tratamento de mordidas de serpentes, em conjunto com terapia
antiveneno padrédo (FERREIRA-RODRIGUES et al.,, 2016; TRIBUANI et al., 2017;
FERRAZ et al., 2015). Por exemplo, uma isoflavona isolada da planta Dipteryx alata
(Vogel) neutraliza a neurotoxicidade e a miotoxicidade do veneno da B. jararacussu e

a sua principal toxina (bothropstoxin I, BThTX-I, uma fosfolipase A2 miotoxina) em
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preparacdo de diafragma nervoso frénico de rato (FERRAZ et al., 2014; NAZATO et
al., 2010).

A FBM tem sido estudado experimentalmente como possivel tratamento para o
envenenamento de mordidas de serpentes e mostrou resultados promissores devido
a sua capacidade em modular as reacdes bioquimicas celulares por meio de
processos fotoquimicos e fotofisicos a partir da absor¢céo da radiacéo laser de baixa
poténcia, com comprimento de onda e doses especificas, que modulam o
metabolismo das células irradiadas. A capacidade da FBM de reduzir os efeitos
inflamatorios e mionecroticos locais da B. jararacussu e BthTX-I tem sido estudado in
vivo e in vitro (BARBOSA et al., 2008; 2009; 2010; SANTOS et al., 2018; BULGARELLI
et al., 2010).

A FBM com laser de diodo ou semicondutor de baixa poténcia, com
comprimento de onda vermelho (685 nm), dose de 4,2 J/cm2, em combinacdo com o
antiveneno (AV), reduziu significativamente a mionecrose causada pelo veneno da B.
jararacussu no estudo de BARBOSA et al. (2009). Do mesmo modo, tratamento com
LED com comprimentos de onda vermelho ou infravermelho ap6s a inoculacédo da
Bothrops asper reduziu a formagcdo do edema na regido plantar e atenuou
significativamente a migrac&o de neutrofilos e hiperalgesia como observado no estudo
de SANTOS et al. (2018).

Como aqui observado, a FBM reproduziu os resultados descritos na literatura
gue inclui a protecdo contra a destruicdo da membrana celular, mionecrose, uma
reducédo do infiltrado inflamatério e edema intracelular. Os efeitos benéficos da FBM
sdo mediados pela absorcdo da radiacdo laser por cromoéforos celulares,
principalmente a enzima citocromo c-oxidase ativando os processos de sintese de
ATP na mitocondria, e a partir disso, modulando uma série de reacdes intracelulares.
Tais reacdes geram processos fotoquimicos e/ou fotofisicos que modulam a atividade
celular, podendo ativar ou inibir processos celulares especificos. Sendo observado por
exemplo efeitos do crescimento e liberacdo de fatores antinecrose, além de inibir os
processos inflamatorios, estimulando a angiogénese, e a divisdo, diferenciacdo e
proliferacéo de fibroblastos (ANDERO et al., 2018; ARANHA et al., 2012; AVCl et al.,
2013; BARBOSA et al.,, 2008; 2009; 2010; BULGARELLI et al.,, 2010; NABUR-
ANDRADE et al., 2012; 2013; SANTOS et al., 2018; SILVA et al., 2016; SOUZA et al.,
2011; VIERIA et al., 2018; WALSKI et al., 2019).
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Geralmente, a resposta biolégica depende das caracteristicas do laser
(comprimento de onda de luz, dose e modo de irradiacdo) e fatores celulares, tais
como a extensdo da absorcdo da luz, o estado metabdlico geral da célula e as
condi¢coes fisiologicas e nutricionais globais do individuo. As respostas clinicas
precisam de tempo para serem observadas devido as vias celulares envolvidas na
resposta ao laser (AVCI et al., 2013; BARBOSA et al., 2008; 2010; MENEGUZZO et
al., 2013).

O OZO pode melhorar o metabolismo do oxigénio ao estimular as enzimas
envolvidas neste processo. Isso leva ao aumento da saturacdo de oxigénio na
corrente sanguinea e mais oxigénio a ser levado para as células, melhorando assim
a oxigenacéo e a respiracao celular. Esta oxigenacdo melhorada ndo sé dinamiza o
fluxo sanguineo na circulagdo geral, mas também neutraliza os mediadores
neuroquimicos da dor e contribui para 0 metabolismo e eliminacdo de mediadores
inflamatorios (como por exemplo, a bradicinina). Com base nesses efeitos, o dleo
ozonizado tem sido utilizado como uma terapia complementar para tratar certos tipos
de dor cronica (KIM et al., 2009; RIPAMONTI et al., 2012; SEDIDLER, et al., 2008;
ZENG e LU, 2018).

A aplicacdo do OZO no local onde foi inoculado o veneno, atenuou em 60% a
mionecrose causada pelo veneno da B. jararacussu, presumivelmente através da sua

capacidade de penetrar rapidamente na pele e inibir as acdes das toxinas.

O 0ZO também reduziu a formacéo do edema induzido pelo veneno. Quando
os dois tratamentos (OZO+FBM) foram em conjunto, ndo foi observado sinergia na
protecdo em comparagcao apenas com o OZO. Esta falta de sinergia entre os dois
tratamentos refletiram provavelmente diferencas no curso temporal das suas

interacdes com o tecido danificado por veneno.

Especificamente, os compostos oxidantes do OZO provavelmente atenuou nas
fases iniciais dos danos induzidos pelo veneno e por um curto periodo, enquanto as
respostas a irradiacdo com FBM muito provavelmente atuando mais tardiamente na
modulacéo das respostas celulares que sdo dependentes das condicdes celular, bem
como sobre fatores fisicos como o comprimento de absorcdo de onda, a dose de

energia aplicada, tempo de aplicagcdo, o niumero de intervalo entre as sessdes (DE
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SOUZA et al., 2011; SOUZA et al., 2011; AVCl et al., 2013; MENEGUZZO et al., 2013;
TARADAJ et al., 2018; WALSKI et al., 2019).

A protecao imediata do OZO em comparacdo com a FBM bem como os efeitos
benéficos posteriores desse Ultimo, estavam também muito provavelmente
relacionados com as diferencas temporais nos mecanismos de protecdo que
contribuiram para a falta de sinergia entre os dois tratamentos, como ja foi mencionado

acima.

Uma limitacdo desse estudo foi a realizacéo do tratamento imediatamente apés
a inoculacdo do veneno, ou seja, sem intervalo entre 0 envenenamento e a terapia
complementar, enquanto na vida real, ha situacfes que existe um intervalo prolongado
(horas até dias) entre o envenenamento e 0 primeiro tratamento médico (terapia

antiveneno e medidas complementares).

Estudos anteriores mostraram que a terapia da FBM com laser de baixa
poténcia ou LED aplicado 30 minutos apds o envenenamento experimental foi capaz
de atenuar os efeitos locais induzidos pelo veneno (SOUZA et al., 2011; NADUR-
ANDRADE et al., 2012; 2013). No entanto, mais estudos sao necessarios para avaliar
se 0 OZO aplicado em varios intervalos apdés o envenenamento seria capaz de

reverter os danos locais dos tecidos causado pelo veneno.

Caso as descobertas desse trabalho sejam confirmadas através das
investigacdes subsequentes, o OZO poderia ser uma medida Gtil de primeiros
socorros para as pessoas que ficarem em risco de mordida de serpente, onde poderia
usar o0 OZO em um frasco portétil e utilizar imediatamente apds o acidente ofidico
atenuando assim o efeitos locais do envenenamento até poderem receber tratamento

médico convencional no hospital.

O 0ZO0 na forma gasosa ou dissolvido em agua ou 6leo é altamente instavel.
Durante a ozonizacdo do 6leo vegetal (tais como 6leo de girassol aqui utilizado), o
0OZO reage com acidos graxos presentes no Oleo para causar oxidacao lipidica que
gera compostos oxidantes tais como ozonetos e peroxidos, sendo que tais compostos
tem a capacidade de permanecer no 6leo por meses, quando mantido em condi¢des

adequadas de temperatura.
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Nos grupos 0OZO e OZO+FBM, os compostos oxidantes de 0OZO
aparentemente interagiram com musculos envenenados para modificar as respostas

bioguimicas celulares e atenuar a mionecrose induzida pelo veneno.

Embora somente a terapia da FBM oferecesse alguma protecdo contra a
mionecrose, néo foi tdo eficaz como 0 OZO sozinho. A falta de um efeito adicionado
ou sinérgico quando o OZO e a FBM foram combinados, pode indicar que ambos os
tratamentos compartilham efeitos intracelulares em comum na protecao celular. Na
mionecrose, 0 OZO foi mais eficaz do que a FBM na atenuacgéo do edema celular apos
3 horas do envenenamento. A FBM atenuou o efeito benéfico do OZO neste intervalo
de tempo. As razbes para tal efeito sdo pouco claras atualmente. Estudos futuros

deveréo ser realizados para verificar e explicar melhor esses efeitos.

O ligeiro edema que persistiu as 24 horas nao foi afetado pelo OZO ou pela
FBM sozinho, mas foi atenuado pela combinacdo de ambos os tratamentos. A
divergéncia entre as respostas de protecado observadas as 3 horas e 24 horas apos o
envenenamento pode refletir bem nas diferengas nos mediadores celulares envolvidos

em cada intervalo de tempo.

A menor protecao global oferecida pela FBM em comparagdo com o OZO
nesse estudo pode refletir parcialmente o intervalo de fatores que podem influenciar a
eficacia da terapia laser, incluindo o comprimento de onda do laser, a energia de dose
aplicada, o tempo de aplicacéo e condicdes fisiologicas da célula e dos tecidos-alvo,
como o0s parametros, a idade do individuo, estado nutricional e estado metabdlico, a

intensidade dos danos causados e a resposta imunitaria.

A respeito da liberagdo de CK pelas células musculares, é descrito na literatura
gue essa liberacdo € dependente do grau de lesédo celular, ou seja, quanto maior a
lesdo sofrida pelas células musculares, maior sera a liberacdo dessa enzima no

plasma.

Observa-se que o veneno estudado nao foi diferente, promoveu aumento dos
niveis de CK no plasma, que foi inibido devido a protecéo da destruicdo da membrana
celular promovida pelos dois tipos de tratamento.

O presente estudo tem carater pioneiro, pois avalia os efeitos do 6leo ozonizado

isolado ou associado a terapia de fotobiomodulacdo em células musculares atacadas
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por veneno de serpente. Como nao existe estudos anteriores sobre a associacao do
0leo ozonizado com a FBM, e com base em nossa hipotese, os compostos oxidativos
do 6leo ozonizado atuam previamente e por pouco tempo nas células musculares que
estdo sob acao do veneno, enquanto o laser de baixa intensidade. A energia durante
o processo de irradiacéo é absorvida e promove efeitos fotoquimicos e/ou fotoelétricos
nas células musculares, e entdo a FBM ocorre com diferentes respostas celulares,
sendo efeitos tardios e totalmente baseados e dependentes das condi¢cfes celulares
(MENEGUZZO et al., 2013; TARADAJ et al., 2018; WALSKI et al., 2019).

E interessante saber que no grupo OZ+FBM, a FBM ndo ira interagir com
0z6nio, pois ndo ha 0zoénio no tecido, mas havera interacdo com compostos oxidativos
presentes no tecido apds a acdo do 6leo ozonizado e com células previamente
atacadas pelo veneno em condicfes alteradas (BARBOSA et al., 2008; BARBOSA et
al., 2009; BARBOSA et al., 2010; BULGARELLI et al., 2010; ARANHA et al., 2012;
NADUR-ANDRADE et al., 2012; GIARETTA et al., 2016; SANTOS et al., 2018).

No caso do presente estudo, a FBM néo foi suficiente para modular e promover
alteragdes fotoquimicas e fotoelétricas na célula frente a injdria e danos causados pelo
veneno, sua modificagdo e respostas fisiologicas promovidas pelos compostos
oxidativos do Oleo ozonizado. Na FBM, deve-se considerar a absorcdo efetiva do
comprimento de onda do laser de baixa poténcia, a dose-energia aplicada, as
condicdes fisiolégicas da célula e dos tecidos-alvo, deve ser ajustado os parametros
seguros e eficazes para cada condigéo celular, como idade, nutricdo, metabolismo e
respiracdo celular, duracdo a intensidade do agente agressor e danos causados

através da resposta imune.
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7 CONCLUSOES

Os resultados do estudo mostram que a FBM e/ou o OZO podem
individualmente proteger parcialmente contra a mionecrose e o edema causados pelo
veneno da B. jararacussu, com o OZO sendo mais eficaz, particularmente nas fases

iniciais de envenenamento.

Poucos beneficios adicionais foram alcancados pela combinacdo dos dois

tratamentos.

Os resultados apenas com o OZO séao de potencial relevancia clinica como
tratamento inicial ao envenenamento ofidico na pré-clinica, uma vez que o OZO estéa

facilmente disponivel, facil de armazenar e facil de aplicar.

A utilizagdo do OZO poderia ser benéfico para atenuar os efeitos deletérios da

mionecrose contra 0s quais o antiveneno nao atua.

A terapia tem uma eficacia limitada. Sdo necessarios estudos adicionais para
avaliar a verdadeira eficacia do OZO na atenuacdo do impacto local, efeitos do
envenenamento, com uma avaliagdo sistematica dos seus efeitos na formacéao de

edemas, respostas inflamatérias, hemorragia e mionecrose.
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CEUA N 6426070319

limo(a). Sr(a).
Responsavel: Stella Regina Zamuner
Area: Medicina

Titulo da proposta: "Tratamento de lesdo provocado pelo veneno da Serpente Bothrops jararacussu com uso de Ozonio e laser de
baixa intensidade”.

Parecer Consubstanciado da Comissao de Etica no Uso de Animais UNINOVE (i 000022)

A Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Nove de Julho, no cumprimento das suas atribuicdes, analisou e
APROVOU a Emenda (versao de 19/novembro/2019) da proposta acima referenciada.

Resumo apresentado pelo pesquisador: "No projeto original 6426070319 foram solicitados 58 camundongos machos e fémeas para
a realizagdo de analises bioquimicas do sangue, analises de edema muscular e andlise histolégicas e histomorfométricas . Contudo,
em consequéncia de intercorréncias durante o procedimento cirdrgico em um dos grupos avaliados nao foi possivel realizar a
medicao do edema. Com isso ficou faltando um grupo de estudo, o que impossibilitard a conclusdo do mesmo. Sendo assim, faz-se
necessaria a solicitagao de uma quantidade adicional de animais (5 camundongos balbC Machos e Fémeas com 12 semanas de
vida) para a conclusao deste estudo. ".

Comentério da CEUA: "O projeto foi ajustado e os animais solicitados sao necessarios para finalizacao dos experimentos. Nao foi
observado comprometimento ético. ".
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