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Efeito da Terapia a Laser de Baixa Potência no envenenamento induzido 
pelo veneno da serpente Bothrops jararacussu. 

 
RESUMO 

 
No Brasil, os acidentes causados por serpentes do gênero Bothrops representam 90% de 
todos os acidentes. A serpente Bothrops jararacussu causa 0,8 a 10% desses acidentes 
ofídicos registrados no Brasil. Os venenos botrópicos induzem, de um modo geral, um 
quadro fisiopatológico caracterizado por reações locais imediatas, como hemorragia, 
mionecrose, edema e dor. Atualmente, o tratamento preconizado para o acidente ofídico é 
a soroterapia com antiveneno botrópico poliespecífico que reverte o efeito sistêmico do 
veneno botrópico, no entanto, a neutralização dos efeitos locais é dificilmente obtida. O 
laser é um instrumento de grande importancia para aplicações na área da saúde, tem ação 
em processo inflamatório e na reparação tecidual. Dessa maneira, o objetivo deste estudo 
foi avaliar o efeito da terapia a laser na mionecrose e inflamação induzido pelo veneno da 
Bothrops jararacussu e duas miotoxinas purificadas, desse veneno, a BthTX-I e BthTX-II. 
Foi utilizado o laser GaAs semicondutor (685 nm, potência 29 mW, tempo 29 s, área 0,2 
cm2, dose 4,2 J/cm2). Tanto o veneno (0,6 mg/kg) de Bothrops jararacussu quanto as 
miotoxinas I e II (2 mg/kg) foram injetados (i.m.) no músculo gastrocnêmio direito de 
camundongos. O músculo contralateral foi usado como controle. Os animais que 
receberam terapia a laser imediatamente e 1 h foram sacrificados com 3 h após a 
inoculação do veneno. Os animais sacrificados com 24 h receberam laser terapia 
imediatamente, 1, 3 e 12 h após a inoculação. O antiveneno foi aplicado (i.v.) nos tempos: 
30 min antes, imediatamente, 1 e 3 h após a injeção do veneno. A laser terapia foi efetiva 
na redução do edema nos tempos de 3 e 24 h após a injeção do veneno. Por outro lado o 
antiveneno aplicado imediatamente à injeção do veneno reduziu o efeito edematogênico 
em 24 h, mas não em 3 h, quando comparado com a terapia a laser sozinha. O veneno 
causou migração leucocitária no músculo gastrocnêmio, 24 h após a injeção. A terapia a 
laser foi capaz de reduzir o influxo de leucócitos em 24 h. No estudo sobre mionecrose foi 
observado que as terapias combinadas não foram tão eficazes quanto a terapia a laser 
sozinha. Ainda, foi investigada a capacidade da terapia a laser em reverter o efeito local 
como edema, migração leucocitária e mionecrose ocasionada pelas miotoxinas BthTX-I e 
II. Ambas as miotoxinas causaram efeito edematogênico, infiltrado leucocitário e efeito 
mionecrótico, 24 h após a injeção. O tratamento com terapia a laser sozinho foi capaz de 
reduzir o efeito edematogênico, o influxo leucocitário e o dano celular. Foi demonstrado 
através da análise histológica que a terapia a laser reduz a destruição das fibras 
musculares. Concluí-se que terapia a laser reduziu significantemente a inflamação e a 
mionecrose induzida pelo veneno de Bothrops jararacussu, bem como as miotoxinas 
BthTX-I e II, podendo vir a ser uma importante ferramenta alternativa no tratamento de 
acidentados por venenos botrópicos.  

 
Palavras-chave: Veneno botrópico; Inflamação; Mionecrose; Laser terapia. 



 

Effect of Low Power Laser Therapy in envenomation induced by Bothrops 

jararacussu snake venom. 
ABSTRACT 

In Brazil, the accidents caused by serpents of the Bothrops genus represent 90% of all the 
accidents. Bothrops jararacussu venom represents 0.8 a 10% of this envenomation. The 
botropic venom induces, in a general, a physiopathology picture characterized by 
immediate local reactions, as hemorrhage, myonecrosis, edema and pain. The most 
effective treatment for Bothrops snakebites accidents is the serum therapy. However, this 
procedure does not revert efficiently the local manifestation caused by these venoms. The 
laser is an instrument of great interest and importance for applications in the health area, it 
has anti edemathogenic and anti-inflammatory action and is used in tissue repair 
processes. In this way, the objective of this study was to evaluate the effect of the laser 
therapy in mionecrose and inflammation induced by Bothrops jararacussu venom and two 
myotoxins, BthTX-I and BthTX-II, isolated by this venom. Laser GaAs semiconductor, 
was used (685 nm, power 29 mW, time 29 s, area 0.2 cm2, dose 4.2 J/cm2). The dose 0.6 
mg/kg of Bothrops jararacussu venom and doses myotoxins I and II (2 mg/kg) had been 
injected (i.m.) in the right gastrocnemius muscle, in mice. The contralateral muscle was 
used as control. The animals that received laser therapy immediately and 1 hour, had been 
sacrificed with 3 hours after venom inoculation. The animals sacrificed with 24 hours 
received laser therapy immediately, 1, 3 and 12 h after the inoculation. The antivenom was 
applied (i.v.) in the different intervals of time: 30 minutes before, immediately, 1 and 3 h 
after the injection of the venom. The laser therapy was effective in the reduction of edema 
3 and 24 h after the injection of the venom. On the other hand, the antivenom applied 
immediately the injection of the venom reduced the edematogenic effect in 24 h, being 
inefficient in 3 h, when compared with the laser therapy alone. The venom caused 
leukocytes influx in the gastrocnemius muscle, 24 h after the injection. The laser therapy 
was capable to reduce the leukocytes influx in 24 h. In the study on myonecrosis it was 
observed that the combined therapies had not been efficient as the laser therapy alone. It 
was demonstrated through the histological analysis that the laser therapy alone was 
inefficient in preventing the hemorrhagic effect, in contrast the combined treatment 
(antivenom with the laser therapy) reduced the hemorrhage cause by venom. The capacity 
of the laser therapy in reduced the local effect caused by BthTX-I and II was investigated. 
Both myotoxins had caused effect edematogenic, leukocytes infiltration and myonecrotic, 
24 h after the injection. The treatment with laser therapy alone was capable to reduce the 
edemathogenic effect, leukocyte influx and the cellular damage. It was demonstrated 
through the histological analysis that the laser therapy reduces the damage of muscular 
fibers. In conclusion, the laser therapy significantly reduced the inflammation and 
mionecrose induced by Bothrops jararacussu venom as well as by myotoxins BthTX-I 
and II, being able to come to be an important alternative tool in the treatment caused by 
botropics venoms. 
 
Key-words: Botropic venom; Inflammation; Myonecrosis, Laser therapy 
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1 INTRODUÇÃO 
 

1.1Aspecto geral e epidemiológico 

 
 Os acidentes causados por serpentes peçonhentas constituem importante problema de 

Saúde Pública em regiões tropicais do mundo. A incidência e o número de mortes por 

picada de serpentes, no mundo todo, são desconhecidos, seja por falta de registro ou por 

metodologia deficiente na capitação de dados (LISANO et al., 2003). No entanto, a 

incidência anual desses acidentes está estimada em 5 milhões, com cerca de 40.000 óbitos 

(CHIPPAUX; GOYFFON, 1998). Entre 1901 e 2000 foi realizado um extenso 

levantamento na literatura de casos registrados no Brasil, e conclui-se que as análises 

realizadas nos últimos 100 anos, são baseadas nas variáveis usadas por Vital Brazil, no 

inicio do século passado com todas as mesmas deficiências de subnotificação. Neste 

século o registro mais recente limita-se a informes regionais (BOCHNER; 

STRUCHINER, 2003; PINHO et al., 2004). Um dado importante é que o número de 

notificações de ofidismo vem aumentando ano a ano, foram registrados em 2003, 25.478 

acidentes, correspondendo à incidência de 15 casos para cada 100 mil habitantes 

(BRASIL, 2005).  

 As serpentes responsáveis pelo maior número de acidentes ofídicos na América 

Latina pertencem ao gênero Bothrops, da família Viperidae. No Brasil, os acidentes 

causados por serpentes do gênero Bothrops representam 90% de todos os acidentes, o 

crotálico (9,2 %), o laquético (2,7 %) e o elapídico (0,6 %), com pequenas variações de 

acordo com a região e distribuição geográfica das serpentes (BRASIL, 2005).  
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 Historicamente, no Brasil, os primeiros cuidados dispensado por pessoas picadas por 

serpentes foram promovidos por Vital Brazil, registrando óbitos decorrentes na região de 

Botucatu no estado de São Paulo. Posteriormente foi desenvolvido um dos maiores centros 

de criação de serpentes e produção de soro antiofídico, o Instituto Butantan, em 1901 

(BENCHIMOL; TEIXEIRA, 1993). A notificação tornou-se obrigatória em 1986, e 

condicionada a distribuição de soros nos estados (BOCHNER; STRUCHINER, 2002). O 

tratamento utilizado no caso dos acidentes botrópicos é a soroterapia com antiveneno 

poliespecífico (CHIPPAUX; GOYFFON, 1998). Os acidentes botrópicos são classificados 

em leves, moderados ou graves. Esta classificação toma como base as manifestações 

locais e sistêmicas e auxiliam na definição da dose do soro antibotrópico a ser utilizada. 

Quando a administração do antiveneno é iniciada imediatamente após a picada, os efeitos 

sistêmicos do veneno botrópico são normalmente revertidos. Por isso, os coeficientes de 

letalidade, decorrentes desses acidentes, têm revelado tendência decrescente ao longo do 

tempo. No entanto, a neutralização dos efeitos locais é dificilmente obtida (GUTIÉRREZ 

et al., 1981; PICOLO et al., 2002, ZAMUNER et al., 2004). Em decorrência desse fato, as 

ações locais induzidas pelos venenos botrópicos constituem, atualmente, um alvo de 

investigação intensa. 

 

1.2 Serpentes do gênero Bothrops  
 

O gênero Bothrops é constituído por várias espécies de serpentes que estão 

distribuídas nas Américas, desde o México até a Argentina (HOGE; HOMANO-HOGE, 

1978/1979). Apresenta cauda lisa, hábito noturno ou crepuscular. Possui uma enriquecida 
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coloração com desenhos variados, sobre um fundo que tende a acompanhar a cor, 

predominante do terreno, variando do verde na Bothrops Bilineatus, ao cinza na Bothrops 

insularis. Também muito variável são o tamanho e as denominações, das várias espécies, 

bem como sua distribuição por toda América Central e do Sul, incluindo território 

brasileiro (BARRAVIERA, 1997). Habitam preferencialmente zonas rurais, preferindo 

ambientes úmidos como matas e áreas cultivadas e locais onde haja proliferação de 

roedores (paióis, depósitos de lenha e celeiros), sua base alimentar (MELGAREJO, 2003). 

As serpentes do gênero Bothrops são consideradas as mais agressivas (BORGES, 2001), 

sendo responsáveis por 90% dos 20.000 acidentes ofídicos anuais ocorridos no Brasil 

(FRANÇA; MÁLAQUE, 2003), não apresentam alta letalidade (0,31 %), porém devido à 

alta incidência, são consideradas de grande importância epidemiológica (MINISTÉRIO 

DA SAÚDE, 1999). Os venenos de serpentes botrópicas induzem, de um modo geral, um 

quadro fisiopatológico caracterizados por reações locais imediatas, como hemorragia, 

mionecrose, edema e dor (ROSENFELD, 1971; GUTIÉRREZ; LOMONTE, 1989; 

PICOLO et al., 2002; BARBOSA et al., 2003; ZAMUNER et al., 2004; MAIORANO et 

al., 2005; TICLI et al., 2005), além dos efeitos sistêmicos, como alteração da coagulação 

sangüínea, do sistema cardiovascular, levando ao choque, bem como a insuficiência renal 

aguda (GUTIÉRREZ et al., 1981; AMARAL et al., 1985; BARRAVIERA, 1997).  

 O veneno ofídico tem sido alvo de estudos em diversas áreas da ciência, devido à 

presença de compostos biologicamente ativos (toxinas) que são sintetizados e estocados 

em glândulas. O isolamento e a caracterização funcional e estrutural dessas toxinas têm 

auxiliado na compreensão de diversos sistemas biológicos e no mecanismo de ação dos 

venenos. Alguns dos elementos protéicos atuam enzimaticamente, enquanto outros agem 

como toxinas diretas, principalmente na desestabilização de membranas celulares pelos 
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mecanismos mais variados. O veneno da serpente do gênero Bothrops é, provavelmente, 

de composição mais complexa dentre as de outros gêneros. Seu veneno apresenta 

inúmeras frações proteicas, cujo mecanismo de ação ainda não está bem definido. O 

componente não protéico do veneno botrópico é pouco expressivo em quantidade e menos 

ativo biologicamente, porém, desempenha importante papel coadjuvante na ação 

enzimática. Dentre os componentes não protéicos se encontram substâncias inorgânicas e 

orgânicas. Foi detectado cerca de 70 peptídeos em um único veneno (PERKINS et al., 

1993). 

 

1.3 Bothrops jararacussu 
 

A serpente Bothrops jararacussu é conhecida na língua indígena, como “jararaca 

grande” por possuir grande quantidade de veneno, e popularmente como jararacussu. 

Pertence à classe Reptilla, ordem Squamata, família Viperidae, subfamília Crotalinae e 

com nome científico de Bothrops jararacussu. Diferencia-se das jararacas comuns pelo 

porte, padrão de desenho em seu corpo e por possuir a parte superior da cabeça negra 

(MILANI JUNIOR et al., 1997). Em geral é facilmente reconhecida, dado o grande porte e 

colorido das fêmeas, muito mais comuns que os machos na natureza. A serpente adulta 

pode atingir de 1,5 a 2,20 m e com 22 cm de circunferência. Há um acentuado dimorfismo 

sexuais entre machos e fêmeas, sendo estas marcadamente amarelas e pretas, enquanto que 

os machos são marrons e pretos, além de consideravelmente menores e mais delgados. 

Essas características fazem com que seja inconfundível. Apresenta hábitos noturnos ou 
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crepusculares, podem apresentar comportamento agressivo quando se sentem ameaçadas, 

deferindo botes sem produzir ruído. 

 

 

Figura 1. A Bothrops jararacussu. 
Fonte: www.univap.br/cen/bothrops_serpentario.php.  
 
Sua distribuição geográfica ocorre na América do Sul, habitando a mata Atlântica. 

Ocorrem no Brasil, Paraguai, Bolívia e norte da Argentina. No Brasil, a espécie Bothrops 

jararacussu é predominante encontrada na região do Mato Grosso, extremo sul da Bahia, 

sul de Minas Gerais, Espírito Santo, Rio de Janeiro, São Paulo, Paraná, Santa Catarina e 

noroeste do Rio Grande do Sul (CAMPBELL; LAMAR, 1989; MELGAREJO, 2003). 
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Figura 2. Distribuição geográfica da serpente Bothrops jararacussu no Brasil. 
 

O envenenamento causado por Bothrops jararacussu tem grande mortalidade 

quando comparada com outras serpentes do mesmo gênero e com Crotaluss durissus 

terrificus (SANCHEZ et al., 1992), sendo responsável por 0,8 a 10% dos acidentes 

ofídicos registrados no Brasil (MILANI JUNIOR et al., 1997). O grande nível de 

letalidade, esta atribuída aos 30% de miotoxinas encontradas no veneno total 

(RODRIGUES-SIMIONI et al., 1983; HOMSI-BRANDEBURGO et al., 1988), e 

componentes hemorrágicos (QUEIROZ et al., 1984; da SILVA et al., 2007; MARCUSSI 

et al., 2007). 

Para entender melhor a gravidade do acidente causado por Bothrops jararacussu, 

Milani Junior et al., (1997) fizeram um estudo clínico–patológico em 29 casos, atendidos 

num período de 20 anos, em dois hospitais do estado de São Paulo. Foram encontrados 

sinais de necrose local, abscessos, coagulopatia, choque, necrose tubular renal e morte. 

Este estudo mostrou a importância e gravidade dos acidentes causados pela serpente 
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Bothrops jararacussu. Embora a literatura registre poucos casos de hemorragia 

intracerebral após picada de serpente do gênero Bothrops, Pinho e Burdmann (2001) 

relataram um acidente por Bothrops jararacussu apresentando múltiplas manifestações de 

coagulopatia, falência renal aguda e um forte quadro clínico, sugerindo hemorragia 

cerebral. Ainda, Bevenuti et al., (2003) relataram outro acidente por Bothrops jararacussu, 

com sinais locais do envenenamento apresentando hemorragia, trombose e necrose do 

tecido muscular, com morte do paciente 45 minutos após a chegada ao hospital. Esses 

autores sugerem que a hemorragia pulmonar causada pela ação secundária das 

hemorraginas tenha sido a causa provável de morte rápida. Além disso, Amaral et al., 

(1985) observaram necrose no córtex renal em indivíduos picados por Bothrops 

jararacussu. 

 

1.4 Fosfolipases A2 (PLA2) 
 
 As fosfolipases A2 (PLA2), (fosfatidil-acil-hidrolases; EC 3.1.1.4) são enzimas que 

hidrolisam a ligação 2-acil éster de 3-sn-fosfolipídios, liberando ácidos graxos livres e 

fosfolipídios (KINI et al., 2003). Estas enzimas, amplamente distribuídas na natureza, são 

encontradas tanto no interior como no exterior da célula (DENNIS, 1994). As fosfolipases 

intracelulares estão freqüentemente associadas a membranas e envolvidas com o 

metabolismo de fosfolipídios e outras funções celulares (MUKHEERJEE et al., 1994). As 

extracelulares são amplamente distribuídas em secreções pancreáticas, exudatos 

inflamatórios e nos venenos de serpentes e artrópodes. 

 As PLA2 presentes no veneno de serpentes podem ser classificadas em grupos 

baseadas na sua estrutura primária e no modelo de pontes de dissulfeto (BALSINDE et al., 
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1999; SIX et al., 2000). Mais especificamente, as PLA2 miotóxicas encontradas em veneno 

botrópico podem ser subdivididas em dois grupos Asp-49 cataliticamente ativas e Lys-49 

com baixa ou nenhuma atividade catalítica, como mostrada na fig. 3. 

 

Figura 3. Classificação e características gerais de miotoxinas de venenos ofídicos. 
Fonte: Lomonte et al. (2003). 

 

 As PLA2 isoladas de serpentes do gênero Bothrops, geralmente, possuem um 

resíduo aspartato na posição 49 (Asp49) altamente envolvido com o sítio de ligação ao 

Ca2+. Porém, em algumas dessas enzimas, o resíduo aspartato é substituído nesta posição 

pela lisina (Lys49), o que impede a ligação ao Ca2+ (VAN DER BERGH et al., 1989), 

tornando a enzima cataliticamente inativa, embora ambos os tipos sejam biologicamente 

ativas (LOMONTE et al., 2003). Além disso, pelo menos duas variantes com resíduo de 

serina ocupando a posição 49 (PLA2 Ser49) foram descritas (POLGÁR et al., 1996).  

Básicas, cadeia única(~120 a.a.) ou 
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catalítica e Neurotoxicidade pré-sináptica. 
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Foram purificadas, do veneno de Bothrops jararacussu, as miotoxinas 

Bothropstoxin I (BthTX-I), uma Lys 49 básica, principal mitoxina com grande peso 

molecular, ponto isoelétrico mostrando similaridade na sua composição aminoácido 

(HOMSI-BRANDEBURGO et al., 1988) e Bothropstoxin II (BthTX-II), Asp 49 básica 

(ANDRIÃO-ESCARSO, et al., 2000). Desde que foram isoladas do veneno da serpente 

Bothrops jararacussu a BthTX-I e a BthTX-II tem sido extensivamente investigadas. A 

BthTX-I pode ser considerada um modelo molecular que apresenta desafios, porque 

possui miotoxicidade elevada, e, no entanto não têm nenhuma atividade PLA2. Porém, 

apesar de sua atividade catalítica baixa, a BthTX-I induz mionecrose extensiva (HOMSI-

BRANDEBURGO et al., 1988; GUTIÉRREZ; LOMONTE, 1995; FLETCHER et al., 

1996; OWNBY et al., 1999) e, ainda diversos efeitos farmacológicos que incluem o 

edema, desgranulação do mastócito, bloqueio irreversível da contração do músculo, 

interrupção de lipossoma e a citotoxidade em células endoteliais (HOMSI-

BRANDEBURGO et al., 1988; ANDRIÃO-ESCARSO et al., 2000; LANDUCCI et al., 

1998). Apesar de a BthTX I ser destituída da atividade de PLA2, foi capaz de bloquear a 

transmissão neuromuscular em preparação de nervo frênico diafragma (OSHIMA-

FRANCO et al., 2001).  

 

1.5 Mionecrose 
 

 Durante muitos anos houve um grande interesse em se estudar componentes do 

veneno que são responsáveis pela mionecrose, resultando no isolamento e caracterização 

estrutural e funcional de várias PLA2 miotóxicas de venenos do gênero Bothrops 

(OWNBY et al., 1999; ANDRIÃO-ESCARSO et al., 2000; COGO et al., 2006).  
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 As miotoxinas exercem uma ação direta sobre o músculo esquelético causando 

rompimento de membrana plasmática e hipercontração das miofibrilas, seguida da 

dissolução dos componentes celulares, levando à degeneração e morte celular denominada 

mionecrose (CALIL-ELIAS et al., 2002; DOURADO et al., 2003; TEIXEIRA et al., 2005, 

GUTIÉRREZ et al., 2008). Histologicamente, a mionecrose causada por venenos 

botrópicos é comprovada por um aumento na permeabilidade da fibra muscular, danos no 

sarcolema e acúmulo da enzima creatina kinase (MEBS et al., 1983). 

1.6 Resposta inflamatória e envenenamento botrópico 
 

 Os eventos fisiopatológicos produzidos pelo envenenamento botrópico, tem como 

característica a presença de efeitos locais, como o processo inflamatório. O efeito 

edematogênico ocasionado pelos venenos botrópicos, até o momento, não foi atribuída a 

nenhuma proteína isolada, por se tratar, possivelmente, da somatória de efeitos de várias 

toxinas presentes nesses venenos. Estudos experimentais mostram evidências quanto à 

participação de toxinas hemorrágicas (RODRIGUES et al., 2001), fosfolipases A2 

(PONCE-SOTO et al., 2007), proteases, componentes dos venenos que causam a liberação 

de histamina de mastócitos e substâncias que ativam o sistema complemento 

(GUTIERREZ; LOMONTE, 1989; DIAS DA SILVA et al., 1995). Outros autores 

demonstraram que o edema induzido pelos venenos das serpentes Bothrops jararaca, 

Bothrops asper e Bothrops insularis ocorre devido a ação de mediadores α e β-

adrenérgicos, eicosanóides, fator ativador de plaquetas (PAF), além de serotonina e 

histamina (TREBIEN; CALIXTO 1989, CHAVES et al., 1995; BARBOSA et al., 2003; 

OLIVO et al., 2007). Após o efeito edematogênico, o próximo evento local induzido pelo 
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acidente botrópico é a migração leucocitária. Os leucócitos desempenham importante 

papel no desenvolvimento e resolução da reação inflamatória. Neste sentido, foi observado 

o acúmulo de leucócitos no local da injeção experimental do veneno de Bothrops jararaca 

em ratos (FARSKY et al., 1997), migração de neutrófilos induzida pela administração de 

venenos de Bothrops erythromelas e Bothrops alternatus na cavidade peritoneal de ratos 

(FLORES et al., 1993). No músculo gastrocnêmio de ratos foi mostrado um infiltrado 

leucocitário, composto principalmente de neutrófilos após a injeção do veneno de B. 

jararaca da Argentina (ACOSTA DE PÉREZ et al., 1996). Ainda, a literatura mostra um 

aumento de citocinas inflamatórias, como a IL-1, IL-6, IL-10, TNF e IFN- γ, no soro e no 

local da injeção de animais inoculados com venenos de serpentes de várias espécies do 

gênero Bothrops (ZAMUNER et al., 2001; CHAVES et al., 2005). Alem disso, foi 

demonstrado que os venenos de Bothrops jararaca e Bothrops asper induzem a liberação 

de PGE2 e PGD2 e que essa liberação ocorre devido a um aumento da expressão de COX-2 

(MOREIRA et. al., 2007; OLIVO et al., 2007).  

 

1.7 Soroterapia 

 

 O tratamento preconizado para o acidente botrópico é a soroterapia com 

antiveneno botrópico poliespecífico. No Brasil, a produção de antivenenos é feita pelo 

Instituto Butantan (SP), Instituto Vital Brazil (RJ) e Fundação Ezequiel Dias (MG), sendo 

distribuído para todo o país pelo Ministério da Saúde (SCHVARSTSMAN, 1992; 

CAMEY et al., 2002). A soroterapia antiveneno, quando indicada, é um passo 

fundamental no tratamento adequado dos pacientes picados pela maioria dos animais 
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peçonhentos. A dose utilizada deve ser a mesma para crianças e adultos, visto que o 

objetivo do tratamento é neutralizar a maior quantidade possível de veneno circulante, 

independente do peso do paciente e cada paciente recebe uma quantidade de antiveneno 

conforme a gravidade de cada caso (CARDOSO et al., 1993). A sua aplicação deve ser 

preferencialmente em postos de atendimento médico (MANUAL DE VIGILÂNCIA 

EPIDEMIOLÓGICA, 2001).  

 Quando a administração do antiveneno é iniciada imediatamente após a picada, os 

efeitos sistêmicos do veneno botrópico são normalmente revertidos. Devido a eficiência 

dos antivenenos, os coeficientes de letalidade, decorrentes desses acidentes, têm revelado 

tendência decrescente ao longo do tempo. Em contraste, a neutralização dos efeitos locais 

é dificilmente obtida. Embora a soroterapia, seja a única abordagem terapêutica 

geralmente usada para tratar acidentes ofídicos, este tratamento pode acarretar algumas 

reações indesejáveis como: reações tipo anafiláticas, que podem ser definidas como 

choque sistêmico onde ocorrem secundariamente à introdução de substâncias estranhas ao 

organismo. Essas reações são observadas nos indivíduos que anteriormente receberam o 

soro de cavalo,e apresentaram antecedentes de alergias. Do ponto de vista clínico, pode-se 

observar exantema, reação uticariforme, espasmo brônquico, edema de glote, choque 

periférico e, se não tratado imediatamente, leva à morte; e doença do soro, caracterizada 

pela febre, erupção uticariforme, dores articulares e musculares, linfadenomegalia, 

hepatoesplenomegalia e proteinúria (CARDOSO et al., 1993; DART; HOROWITZ, 1996; 

OTERO-PATIÑO et al., 1998).  

 Os estudos experimentais tem sugerido que existe uma significante, embora 

parcial, neutralização da hemorragia, edema e mionecrose apenas quando o antiveneno é 
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administrado rapidamente após o envenenamento (GUTIÉRREZ et al., 1981/1998). Neste 

sentido, Camey et al. (2002) estudaram o efeito farmacológico do veneno de cinco 

espécies botrópicas brasileiras em relação à sua letalidade e atividades hemorrágica, 

necrosante, proteolítica da fosfolipase, coagulante e fibrinolítica. Analisaram também in 

vitro e in vivo a eficácia do antiveneno produzido a partir de um "pool" desses venenos em 

neutralizar a atividade tóxica e enzimática dos mesmos. Os resultados indicaram que o 

antiveneno foi efetivo na neutralização sistêmica da atividade tóxica de todos os venenos 

testados. Porém, os efeitos locais não são neutralizados pelo uso de antiveneno. Ainda, 

Battellino et al. (2003) mostraram que a administração intravenosa do antiveneno 

botrópico neutraliza os efeitos sistêmicos, mas não reverte efetivamente o sintoma local 

produzido pelo veneno de Bothrops jararaca e, os mecanismos envolvidos nesta falta de 

proteção, não tem sido esclarecidos. 

 No tratamento do envenenamento com a Bothrops jararacussu, o antiveneno 

polivalente botrópico é frequentemente adminstrado em grandes quantidades, mas não tem 

se mostrado efetivo, apesar do fato dos três fabricantes de antiveneno no Brasil usarem o 

veneno de Bothrops jararacussu na sua composição (THEAKSTON et al., 1991). Neste 

sentido, Vital Brazil (1911) considerou que o antiveneno crotálico era mais efetivo que o 

antiveneno botrópico para o tratamento dos pacientes envenenados pela Bothrops 

jararacussu. Mais recentemente, Dias da Silva et al. (1989) mostrarm que o veneno de 

Bothrops jararacussu era menos antigênico que outros venenos botrópicos e a sua 

atividade letal foi inadequadamente neutralizada por antiveneno botrópico monovalente ou 

polivalente. Além disso, Dos Santos et al. (1992) mostraram, experimentalmente, que a 

combinação dos antivenenos botrópico e crotálico foi mais eficiente em neutralizar a 
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letalidade, miotoxicidade e atividade coagulante do veneno de Bothrops jararacussu do 

que apenas o antiveneno botrópico. 

 Por todas essas complicações apresentadas com a administração do soro 

antibotrópico, algumas alternativas têm sido propostas como coadijuvante da soroterapia, 

algumas baseadas na utilização de anticorpos humanos recombinantes, já que vem sendo 

empregada com sucesso nos tratamentos de tumores, rejeição de transplantes, artrites 

reumatóides e alergias (HOOLIGER; HOOGENBOOM, 1998), sugerindo que sua 

utilização também seja possível no tratamento de acidentes ofídicos (CARDOSO et al., 

1993). Entretanto, qualquer que seja a abordagem terapêutica até hoje disponível, esta tem 

se mostrado ineficaz na neutralização dos efeitos locais produzidos pela picada e liberação 

do veneno no sítio, as quais são de evolução rápida e intensa. Por esses motivos  a procura 

por abordagens alternativas às usualmente empregadas, tem sido motivo de interesse e se 

constituem em medidas extremamente relevantes para neutralização e/ou diminuição dos 

efeitos degenerativos, bem como a aceleração do processo regenerativo. No Brasil, tem 

sido crescente o interesse em investigar terapias coadjuvantes à soroterapia. Já existe, 

embora ainda que incipiente, estudos que combinam o uso da soroterapia à aplicação de 

extratos de plantas medicinais (BIONDO et al., 2003; CAVALCANTE et al., 2007). Outra 

possibilidade que começa a ser implementada é a utilização da laser terapia. 
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2 LASER 
 

 Há muitos anos a luz é utilizada como tratamento fototerápico. A luz solar foi 

empregada como helioterapia na Grécia antiga, onde os pacientes ficavam expostos à luz 

do sol para restauração da saúde (BASFORD, 1995). Desde então, o emprego da luz tem 

sido motivo de interesse científico em diversas modalidades de diagnóstico e tratamentos 

de doenças. A luz laser é uma fonte de radiação não-ionizante, altamente concentrada, que, 

em contato com diferentes tecidos, resulta com o tipo de laser, em efeitos térmicos, 

fotoquímicos. A palavra Laser é um acrônimo para “Ligth Amplification by Stimulated 

Emision of Radiation”, ou “Amplificação da Luz por Emissão Estimulada de Radiação” e 

designa uma série de dispositivos com emissão de radiação eletromagnética em diverssas 

faixas do espectro eletromagnético, desde o raio Xaté o infravermelho. Seu meio ativo 

resulta em luz laser de comprimento de onda específico e cada comprimento reage de uma 

maneira diferente com cada tipo de tecido. As características peculiares de cada tecido, 

principalmente as que controlam reações moleculares bioquímicas devem ser observadas. 

Geralmente a extensão da interação entre lasers e os tecidos é determinado pelo 

comprimento de onda da luz laser e pelas características ópticas de cada tecido 

(PINHEIRO, 1998).  

 O uso do laser começou com a invenção do laser de rubi em 1960. Em seus diversos 

tipos, tem se mostrado um auxiliar tão importante, que várias pesquisas de suas possíveis 

aplicações estão sendo realizadas nos mais diversos pontos do mundo nas últimas décadas, 

inclusive nas áreas médicas e paramédicas. A possibilidade de focalização em pequenas 

áreas e a emissão de altas densidades de energia, faz do laser um instrumento de grande 
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interesse e importancia para aplicações na área da saúde, tanto no diagnóstico como na 

terapia.  

 O laser pode ser classificado em: cirúrgico de alta potência, laser de alta potência 

(LAP) e não cirúrgico de baixa potência (LBP). A terapia com LBP ocorre por meio de 

reações atérmicas da luz com o tecido ocasionando efeitos fotoquímicos (HONMURA, et 

al., 1993; SCHAFFER et al., 2000). São utilizados em processos de reparação tecidual. O 

principal efeito gerado nos tecidos tem natureza estimulatória, causando aumento do 

metabolismo celular, quimiotaxia e vascularização (LOPES; BRUGNERA, 1998).  

 A terapia com LBP age principalmente sobre as organelas celulares (membranas de 

mitocôndrias), gerando aumento de ATP (Trifosfato de Adenosina) e modificando o 

transporte iônico (KARU, 1987/1989). Um interesse considerável pelos efeitos do LBP na 

biomodulação tecidual e metabolismo celular tem surgido nas últimas décadas, onde 

numerosos estudos foram publicados avaliando aspectos variados dos efeitos do LBP em 

sistemas biológicos, como na produção de matriz extracelular, atenuação da dor, 

remodelamento de restauração óssea, reparação de tecidos e funções imunes das células 

(WALSH, 1997). A irradiação laser promove um aumento na produção de ATP 

intracelular; favorece a produção de ácido aracdônico e a transformação de prostaglandina 

em prostaciclina, justificando sua ação antiedematosa e antiinflamatória (ALBERTINI et 

al., 2004/2007), promove aumento da endorfina circulante (beta endorfina) 

proporcionando o efeito analgésico na dor não inflamatória (PETRACHI, et al., 1990; 

FERREIRA et al., 2005), atividade proliferativa das células e em processos de reparação 

tecidual. (NOMURA et al., 2001; RABELO et al., 2003; NASCIMENTO et al., 2004).  
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2.1 Terapia a laser no evenenamento ofídico 
 

Até o presente momento, apenas dois trabalhos foram publicados utilizando o laser 

de baixa potência para tratamento causado por veneno ofídico. Dourado et al. (2003), 

estudram o efeito da irradiação laser Ga-As (4J/cm2), em mionecrose no músculo 

gastrocnêmio de camundongo causado pela injeção intramuscular de veneno total da 

serpente Bothrops moojeni e, ainda, Doin-Silva et al. (2008) utilizaram em seus estudos o 

laser He-Ne (3,5J/cm2) para tratar a mionecrose no múculo tibial anterior de ratos causada 

pelo veneno total da serpente Bothrops jararacussu. Esses autores observaram que o 

tratamento com ambos os lasers foram capazes de reduzir o índice de mionecrose, inibindo 

a habilidade dos venenos de desfazer a integridade da membrana plasmática. Até o 

momento, não há na literatura estudos mostrando o efeito da terapia laser em reduzir o 

processo inflamatório local causado por envenenamento botrópico. Embora haja escasses 

na literatura sobre o uso de laser a terapia em tratamentos de acidentes ofídicos, o uso 

desta ferramenta pode ser mais uma alternativa eficiente na solução para neutralizar os 

efeitos locais no tratamento de envenenamentos ofídicos ocasionados por serpentes do 

gênero Bothrops. Dessa maneira, estudos voltados para o esclarecimento dos mecanismos 

envolvidos no efeito da terapia laser de baixa potência sobre a mionecrose e inflamação 

induzidos por venenos do gênero Bothrops se revestem de importância.  
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3 OBJETIVOS 
 

Esta pesquisa teve como objetivo estudar in vivo os efeitos da terapia laser de baixa 

potência AsGa na resposta inflamatória e efeito mionecrótico induzidos pelo veneno total 

da serpente Bothrops jararacussu, bem como sua neutralização por antiveneno botrópico. 

 

3.1 Objetivos específicos 
 

Foram avaliados os efeitos da injeção intramuscular do veneno de Bothrops 

jararacussu ou das miotoxinas isoladas BthTX-I e BthTX-II, bem como a ação da 

terapia a laser, quanto: 

• Ao nível de creatina kinase liberada no músculo gatrocnêmio;  

• À formação de edema no músculo; 

• A migração leucocitária para o músculo; 

• A ação da terapia a laser sozinha ou combinada com a soroterapia. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Effect of low power laser therapy in the inflammatory response induced by Bothrops 
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Abstract  

The prominent myotoxic effect induced by Bothrops jararacussu crude venom is due, in 

part, to its polycationic myotoxins, BthTX I and BthTX II. Both myotoxins have 

phospholipase A2 structure: BthTX II is an active enzyme Asp-49 PLA2, while BthTX I is 

a Lys-49 PLA2 devoid of enzymatic activity. In this study, the effect of Low Level Laser 

Therapy (LLLT) on edema formation, leukocyte influx and myonecrosis caused by 

BthTX-I and BthTX-II, isolated from Bothrops jararacussu snake venom, was analyzed. 

BthTX-I and BthTX-II caused a significant edema formation, a prominent leukocyte 

infiltrate composed predominantly by neutrophils and myonecrosis at 24 h in envenomed 

gastrocnemius muscle. LLLT significantly reduced the edema formation, neutrophil 

accumulation and myonecrosis induce by the BthTX-I and II, at 24 h. The use of LLLT 

induces a reduction by: 41.02 % and 60.74 % on the edema formation, 57,5 % and 51,6 % 

of the leukocyte influx and 60% and 43% for the myonecrosis, caused by BthTX I and 

BthTX II envenomation, respectively. In conclusion, LLLT significantly reduced the 

effect of BthTX I and BthTX II on the inflammatory response and myonecrosis. Results 

suggest that LLLT should be considered as a potentially therapeutical approach for 

treatment of local effects of Bothrops species. 

Key words: Bothrops jararacussu, myotoxins; inflammation; LLLT. 
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Introduction 

 
Venom phospholipases A2 (PLA2, EC 3.1.1.4) catalyze the hydrolysis of the sn-2-

acyl bond of glycerophospholipids in a calcium-dependent fashion to release free fatty 

acids and lysophospholipids. These reaction products may exert biological activities 

directly or may be transformed into other active compounds (Dennis, 1994; Dessen, 2000) 

with haemostatic, cardiotoxic, convulsant, hemolytic, hypotensive, myotoxic and 

neurotoxic activities (Kini, 2003; Fuly et al., 2004).  

Numerous experimental studies have shown that Bothrops PLA2s are involved in 

venom-induced inflammatory responses such as edema, pain, leukocyte migration 

(Teixeira et al., 2003; Ticli, 2005) and necrosis (Harris, 2000; Gutiérrez and Ownby, 2003; 

Ticli, 2005; Rodrigues, 2007). Bothrops PLA2s exist as monomers of 14 kDa or as 

homodimers of 28 kDa, and may be classified as Asp49 or Lys49 PLA2, depending on 

the residue at the position 49 in the amino acid sequence (Gutiérrez and Lomonte, 1995; 

Lomonte et al., 2003). PLA2s with Asp49 are enzymatically active whereas Lys49 PLA2s 

have little or no enzyme activity, although both types are biologically active (Lomonte et 

al., 2003). Two myotoxins had been isolated from Bothrops jararacussu venom, 

Bothropstoxin I (BthTX-I), basic Lys 49, major myotoxin (Homsi-Brandeburgo et al., 

1988) and Bothropstoxin II (BthTX-II), basic Asp 49 (Andrião-Escarso, et al., 2000). 

These proteins play a relevant role in the pathogenesis of local tissue damage induced by 

Bothrops jararacussu venom, causing myotoxic and edema-forming effects. Moreover, a 

conspicuous inflammatory cell infiltrate has been described histologically in muscle 

affected by those PLA2s (Lomonte et al., 1993). 
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Myotoxic PLA2 homologues can be inhibited by polyclonal or monoclonal 

antibodies, as well as by heparin, plant extracts and serum/plasma factors (Melo and 

Ownby, 1999; Faure, 2000; Trento et al., 2001; Soares et al 2003; Biondo et al., 2003; 

Cavalcante, 2007). A thoroughly understanding of the local action of Bothrops snake 

venoms is necessary for the development of alternative therapeutic strategies. The low 

level laser therapy (LLLT) has been clinically used to promote anti-inflammatory effects, 

pain relief and accelerates the regeneration of the damage tissue (Kandolf- Sekulovic et 

al., 2003; Vladimirov et al., 2004). Furthermore, laser therapy has shown positive effects 

on the reduction of edema, pain and migration of inflammatory cells (Ferreira et al 2005; 

Albertini et al., 2007; Fikácková et al., 2007; Barbosa et al., 2008). However, the effect of 

laser therapy in the reduction of edematogenic reaction, leukocytes migration and 

myonecrosis induced by snake myotoxins venoms has not been yet determined. The aim 

of this work was to investigate the capacity of low level laser therapy in reducing the local 

inflammation and myonecrosis after injection of Bothropstoxin-I and Bothropstoxin-II 

(BthTX-I and BthTX-II, respectively) in the gastrocnemius muscle, being both isolated 

from Bothrops jararacussu snake venom. 
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Material e methods 

Myotoxins 

BthTX-I, BthTX-II were isolated and purified as previously described in the 

literature (Andrião-Escarso et al., 2000; Soares et al., 1998).  

 

Animals 

All animal care was in accordance with the guidelines of the Brazilian College for 

Animal Experimentation (COBEA) and it was approved by the Committee for Ethics in 

Animal Research of the UNIVAP (University of the Vale do Paraíba) under number 

A020/2006/CEP. Male Swiss mice weighting 22-25 g were used though the experiment, 

randomly divided into groups of five animals each. Animals were kept in plastic cages 

with water and food ad libitum, maintained under controlled temperatures (26 oC) and on a 

12 h light/dark cycle. 

Laser device 
 

A low level semiconductor GaAs (Gallium-Arsenate) laser, Theralase D.M.C. (São 

Carlos, S.P. Brazil), operating cw at 685 nm (red), was used through the whole experiment 

to irradiate the animals. The laser parameters were: 29 mW of power, 29s irradiation time 

and irradiated area of 0.2 cm2; these parameters correspond to a laser dose of 4.2 J/cm2. 

Mice were laser irradiated at the same point that myotoxins injection took place at 

approximately 1.5 cm from the output of the laser device. The optical power was 

determined using a Newport Multifunction Optical Meter (model 1835C). Laser dose was 

low enough to avoid any thermal effect. This laser dose was chosen on the basis of studies 

reported in the literature that had shown a beneficial effect of the low level laser on the 
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inflammation process and myonecrotic effect (Dourado et al., 2003; Enwemeka et al., 

2004; Barbosa et al., 2008). 

 

Experimental protocol 

 
BthTX-I or BthTX-II were prepared by diluting 2 mg/kg (animal weight) into 50 

µL of a sterile saline solution (SS) prior to initiate the experiment. The myotoxin was 

inoculated intramuscularly (i.m.) in the right gastrocnemius muscle; whereas the 

contralateral muscle (control) received the same volume of sterile saline solution. Animals 

were laser irradiated (LLLT) at times: 0, 1, 3 and 12 h after myotoxin injection. 

 

Surgical procedure and laser irradiation  

Shaving and antisepsis was made in the local of the gastrocnemius muscle for 

BthTX-I or BthTX-II injection. The animals received i.m. injection of myotoxins, in the 

central part of the right gastrocnemius muscle and apirogenic saline solution in the 

contralateral muscle. The animals were immobilized manually and the laser device was 

applied to both muscles (right and the contralateral) and in the same local of the injection 

of venom or saline solution. Control group received the same experimental procedure, 

however with laser turned off. 

Morphological studies 

Twenty four hours after the venom injection mice were euthanized with an 

overdose of anesthetics. Then, the gastrocnemius muscle was collected for histological 

processing. Briefly, after rinsing with phosphate-buffered-saline (PBS) the samples was 

fixed in 10 % buffered formalin for 24 h, rinsed again, dehydrated in grated ethanol series, 
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and embedded in paraffin. Histological cross sections of 5 mm were stained with 

Hematoxylin and Eosin (H&E) after Masson’s trichrone (TM). 

 

Myotoxic activity (Creatine kinase) 

The myotoxic activity was determined through the dosage of the enzyme creatine-

quinase (CK) of the gastrocnemius muscle after injection of BthTX-I or BthTX-II. Briefly, 

at 24 h the gastrocnemius muscles were dissected out and homogenized in 4 ml of 

phosphate-buffered saline solution (PBS), pH 7.2. Homogenization was performed for 10 

sec in a homogenizer (Brinkmann, Westerbury, New York). Then, 1 mL of PBS 

containing 0.5 % of Triton X-100 was added. Homogenates were centrifuged at 5.000 x g 

for 5 min, and the supernatant was diluted to 1:35, with PBS for the quantification of CK 

activity. Muscle CK activity has been used as a quantitative index of muscle activity 

(Teixeira et al., 2003, 2005). The creatine-quinase activity was determined through the 

diagnostic Kit (LABTEST CK-NAC). The CK activity was expressed in U/L, with one 

unit defined as the amount of enzyme that produces 1 µmol of NADH per minute under 

the conditions of the assay. 

 

Quantification of edema 
 

To measure the muscle edema, mice were injected in the right gastrocnemius 

muscle with 50 µL of BthTX-I or BthTX-II, at the same time the contralateral muscle 

received the same volume of a sterile saline solution, as it was described above. After mice 

being euthanized (24 h after myotoxin injection) their gastrocnemius muscles were 

dissected out. Both muscles were weighted and the edema was expressed as the percentage 
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of the increase in the weight of the myotoxin injected muscle compared to the 

corresponding contralateral muscle (Teixeira et al., 2003). 

 

Quantification of inflammatory infiltrate in muscle  

To quantify the inflammatory infiltrate, after the injection of myotoxins, mice were 

euthanized and the gastrocnemius muscles were dissected out and chopped with a blade 

into very small pieces before the addition of 2 mL of PBS. The suspension was incubated 

for 30 min at 4oC. Then, it was filtered through gauze and the gauze was washed with an 

additional 1 mL of saline solution. After that, a fraction of the filtered solution was diluted 

in Turk solution (1:20), for total counting of leukocytes in a Neubauer chamber. 

Suspensions were centrifuged for 6 min at 800 rpm and the pellet ressuspended in 100 µL 

of PBS. Differential leukocytes were stained in Instant-Prov (Teixeira et al., 2003). 

 
Statistical analysis 
 

Mean and standard deviation were calculated for each group. To establish whether 

the difference between the mean values of two experimental groups was significant the 

Student’s t-test was performed, using a statistical significance level of P<0.05. When more 

than two groups were compared a two-way analysis of variance was applied, followed by 

a Tukey–Kramer test. 

 



74 

Results  
 

Edema formation induced by BthTX-I or BthTX-II and LLLT treatment. 

Intramuscular injection of 2 mg/kg of BthTX-I or BthTX-II caused a prominent 

weight increase of injected gastrocnemius muscle, at 24 h after injection, as compared to 

control muscle (Figure 1). BthTx II caused the most pronounced effect. The LLLT 

significantly reduced edema formation by 41 % and 60.7 %, for BthTX I and BthTX II, 

respectively. 

 

Inflammatory infiltrate in gastrocnemius muscle induced by BthTX-I or BthTX-II 

and LLLT treatment.  

The total number of leukocytes into gastrocnemius muscle was determined 24 h 

after intramuscular injection of 2 mg/kg of BthTX-I or BthTX-II. Both myotoxins were 

able to induce an inflammatory infiltrate at 24 h after to be inoculated (BthTX-I: 330 ± 56 

x 105 cells/mL; BthTX-II: 310 ± 74 x 105 cells/mL) (figure 2A). It can be observed from 

the same figure that there is a statistically significant reduction on the number of 

leukocytes with the LLLT by 57,5 % and 51,6 % for the BthTX-I and BthTX-II groups, 

respectively. 

A differential cell counts showed that cells present in the gastrocnemius muscle 

were predominantly polymorphonuclear leukocytes, mainly neutrophils. Figure 2B 

displays the number of polymorphonuclear leukocytes for both groups BthTX-I (261 ± 75 

x 105 cells/mL) and BthTX-II (231 ± 79 x 105 cells/mL). It is obtained that the laser 

treatment induces a statistically significant reduction on the number of polymorphonuclear 

leukocytes (BthTX-I: 6.4 ± 5 x 105 cells/mL and BthTX-II: 45 ± 14 x 105 cells/mL), 
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reduction that is more remarkable when compared to the number of total leukocytes. On 

the other hand, the number of mononuclear cells (BthTX-I: 43 ± 17 x 105 cells/mL and 

BthTX-II: 31 ± 13 x 105 cells/mL) presents a statistically significant increase for the laser 

irradiated animals (BthTX-I: 123 ± 47 x 105 cells/mL and BthTX-II: 97 ± 27 x 105 

cells/mL), as it can be seen from the Figure 2C.  

 

Effect of LLLT on myonecrotic activity in gastrocnemius muscle induced by BthTX-

I or BthTX-II. 

The myonecrotic effect into gastrocnemius muscle was determined 24 h after 

intramuscular injection of 2 mg/kg of BthTX-I or BthTX-II and it is displayed in Figure 3. 

It can be seen for that figure that both myotoxins were able to induce a decline in muscle 

CK contents at 24 h after its injection, compared to control (control: 2.274 ± 78 U/L; 

BthTX-I: 1.060 ±  67 U/L and BthTX-II: 1.419 ± 218 U/L). The LLLT produced a 

statistically significant increment in muscle CK content of 60 % and 43 % by BthTX-I or 

BthTX-II envenomation at 24 h, respectively. 

 

Histopathological analysis 

 
The acute local pathological alterations induced by i.m. injection of BthTX-I or 

BthTX-II are illustrated in Figure 4. The degenerative phase included the appearance of 

necrotic areas of muscle tissue that occur as soon as 24 h post-injection. Control muscle, 

showed normal structure appearance of cells with regular fibers and defined muscular 

fascicles, and integrate membranes (Fig. 4A). Light micrographs sections, showed 

considerable changes of mice gastrocnemius muscle after 24 h of i.m. inoculation by 
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BthTX-I or BthTX-II. It includes vascular congestion, edema, loss of the definition of the 

muscular fascicles and infiltration of inflammatory cells (Figs. 4B and 4C). LLLT 

treatment reduced the destroyed fibers when compared with the muscle that was injected 

with the BthTX-I or BthTX-II at 24 h (Figs. 4D and 4E). 

 

 

 

Figure 1: Edema induced by BthTX-I (inclined line bar), BthTX-II (empty bar), and 

treatment with LLLT (black and gray bars). Mice were injected i.m. in the right 

gastrocnemius muscle with 2 mg/kg i.m. of BthTX-I or BthTX-II, dissolved in 50 µL 

saline solution. The groups received irradiation immediately and again 1, 3 and 12 h after 

BthTX-I or BthTX-II inoculation. Twenty four hours after the injection of myotoxins both 

right and left, gastrocnemius muscles were dissected out and weighted. Edema was 

expressed as the percentage of the increase in the weight of the myotoxin injected muscle 

compared to the corresponding contralateral muscle. *P < 0.05 versus the corresponding 

myotoxin group. 
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Figure 2: Leukocyte influx into the gastrocnemius muscle induced by injection of 2 

mg/kg, i.m. of BthTX-I (black bar) or BthTX-II (gray bar). Mice were injected i.m. in 

the right gastrocnemius with BthTX-I or BthTX-II, dissolved in 50 µL of saline solution. 

(A) Total leukocyte cells (B) polymorphonuclear cells and (C) mononuclear cells. The 

groups received four sessions of laser therapy (immediately, 1, 3 and 12 h) after BthTX-I 

or BthTX-II inoculation. After 24 h, both right and left gastrocnemius muscles were 

excised, chopped, and ressuspended in saline solution. After 30 min incubation of 4°C, the 

suspension was filtered through gauze and centrifuged. The pellet was ressuspended, and 

total and differential leukocyte counts were performed. *P < 0.05 versus the 

corresponding control (myotoxin) group. 
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Figure 3: Myonecrosis in gastrocnemius muscle induced by BthTX-I or BthTX-II 

and LLLT treatment. Saline solution in contralateral muscle (horizontal line bar), 

BthTX-I (gray bar), BthTX-I + LLLT (empty bar), BthTX-II (black bar) and 

BthTX-II + LLLT (inclined line bar). Mice were injected i.m. in the right gastrocnemius 

with 2 mg/kg i.m. of BthTX-I or BthTX-II, dissolved in 50 µL saline solution. The groups 

received irradiation immediately and again 1, 3 and 12 h after BthTX-I or BthTX-II 

inoculation. After 24 h after, both right and left gastrocnemius muscles were dissected. 

The activity creatine-quinase was determined through the diagnostic Kit (LABTEST CK-

NAC) The CK activity was expressed in U/L, with one unit defined as the amount of 

enzyme that produces 1 µmol of NADH per minute under the conditions of the assay. *P< 

0.05 versus the corresponding myotoxin group. 
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Figure 4: Light micrographs of sections of mice gastrocnemius muscle after 24 h of 

i.m. inoculation of BthTX-I or BthTX-II. (A) Control gastrocnemius muscle injected 

with a saline solution presents normal fibers. (B) BthTX-I and (C) BthTX-II inoculations 

show muscles for both cases with appearance of typical alterations of myonecrosis (N) and 

infiltration of leukocytes (arrows). Alterations of the gastrocnemius muscle after 

inoculation of BthTX-I and BthTX-II with LLLT are shown in (D) and (E), respectively. It 

can be observed that LLLT is effective to diminish the number destroyed fibers. Bar 

corresponds to 5 µm for all panels. 

5 µm 5 µm B C

5 µm 5 µmD E

5 µm N N A 
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Discussion 

 

Venom PLA2s has been shown to induce inflammatory events, such as edema 

formation (Vishwanath et al., 1987; Lomonte et al., 1993; Lloret and Moreno, 1993) and 

to promote inflammatory cell infiltration (Zhang and Gopalakrishnakone, 1999; de Castro 

et al., 2000; Zuliani et al., 2005). Two myotoxic PLA2s have been isolated and 

characterized from Bothrops jararacussu snake venom, Bothropstoxin I (BthTX-I) and 

Bothropstoxin II (BthTX-II) (Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Andrião-Escarso et al., 

2000). These proteins can be classified into two categories: the Asp49 PLA2s, catalytically 

active, and Lys49 PLA2s, devoid of significant catalytic activity upon artificial substrate 

(Ownby et al., 1999; Kini, 2003; Lomonte et al., 2003; Soares et al., 2004). In this work, 

the local inflammatory process and myonecrosis induced by BthTX-I (Lys49 PLA2) and 

BthTX-II (Asp49 PLA2) and their possible blockade by the laser treatment were 

investigated. 

Both BthTX-I and BthTX-II induced a prominent edema in gastrocnemius muscle. 

This is in good agreement with previous observation of the edema-forming activity of 

venom PLA2 (Borges et al., 2000; Zuliani et al., 2005). Our results demonstrated that the 

catalytic active of BthTX-II (Asp 49 PLA2) is more potent to promote edema formation 

than that from BthTX-I (Lys 49 PLA2). Various enzymatically inactive Lys-49 PLA2s 

have been shown to induce edema (Lomonte et al., 1993; Landucci et al., 1998, 2000), 

clearly indicating the existence of molecular regions, different from the catalytic site in 

these PLA2s homologues, which are responsible for mast cell degranulation and edema 

formation. 
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A prominent leukocyte infiltrate, composed predominantly of neutrophils, was 

observed after injection of BthTX-I or BthTX-II. This result corroborates previous studies 

in mouse skeletal muscle after injection of B. jararacussu venom (Gutierrez et al., 1991). 

Others authors have also documented polymorphonuclear and mononuclear cellular 

infiltrates after injection of myotoxic PLA2s from the venoms of B. asper (Lomonte et al., 

1993) and B. nummifer (Gutierrez et al., 1989) in mouse skeletal muscle. Furthermore, 

Castro et al., (2000) showed that BthTX-I and BthTX-II are able to recruit leucocytes into 

the rat pleural cavity and that this effect is a consequence of generation of chemo attractant 

mediators (leukotriene B4 and platelet-activating factor) by the action of these proteins 

stimulating cytosolic PLA2. In our model, both myotoxins showed to have the same 

potency to promote leukocyte influx into gastrocnemius muscle. In contrast to our results, 

Castro et al., (2000) showed that BthTX-II seems to be more potent leukocyte attractant 

(particularly of neutrophils) than BthTX-I in rat pleural cavity. The mechanisms 

underlying these differences are still unclear; we could speculate that such discrepancies 

could be due to the animal model studied and/or the local of myotoxin injection. 

BthTX-I and BthTX-II induced myonecrosis in gastrocnemius muscle 24 h after its 

injection, as measured by the residual muscle CK levels. The decrease in CK activity in 

muscle indicates the presence of myonecrosis (Teixeira et al., 2003, 2005). Histological 

results confirm CK results, which are in agreement with Silva et al., (2007). Also to these 

results the myonecrotic and edemathogenic effect is similar to Soares et al. (2002). 

Envenomation by snakes is often treated by parentheral antiophidian serum 

administration. During serum therapy, the toxic systemic effect is usually reached, but 

neutralization of local tissue damage usually does not occur (Cardoso et al., 2003; 

Zamuner et al., 2004). Neutralization of snake venoms and isolated toxins by plant 
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extracts has been extensively explored as an alternative treatment to serum therapy 

(Biondo et al., 2003; Soares et al., 2005; Cavalcante et al., 2007). Natural and synthetic 

compounds such as heparin (Lomonte et al., 1994a), suramin (de Oliveira et al., 2003; 

Murakami et al., 2005), fucoidan (Angulo and Lomonte, 2003; Azofeifa et al., 2008) and 

animal serum factors (Fortes-Dias, 2002; Lizano et al., 2003) has also been studied. 

Various studies have tested the efficacy of low level laser irradiation in 

inflammatory and tissue repair processes (Honmura et al., 1992, Albertini et al., 2007, 

2008). In the present study we investigate the effect of the LLLT on the myotoxic and 

local inflammatory induced by BthTX-I or BthTX-II. Treatment with LLLT was capable 

to diminish by 41 and 60 % the edemathogenic activity and 57 and 51 % the leukocyte 

influx induced by BthTX-I and BthTX II, respectively. In the literature is reported that 

LLLT acts reducing the inflammation process and accelerates wound healing in rats 

(Enwemeka et al., 2004; Maiya et al., 2005). Several authors showed that laser irradiation 

caused inhibition of PGE2 through a reduction of COX-2 mRNA level ((Shimizu et al. 

1995; Nomura et al., 2001; Sakurai et al., 2000; Albertini et al., 2007). In addition, low 

level laser irradiation significantly inhibited the gene expression of IL-1β and IFN-γ 

(Shimizu et al., 1995; Safavi et al., 2007). IL-1β, PGE2, and IFN-γ are involved in 

different immune responses and in the acute phase of inflammatory process (Abbas et al., 

1999; Nomura et al., 2001). Also, IFN-γ is an important activator of macrophages and 

plays important role in the inflammatory process (Abbas, et al., 1999). IL-1β, TNF-α, and 

IFN-γ are key mediators in inflammatory processes and therefore, inflammation may be 

controlled by laser irradiation via decreased production of these mediators. In view of that, 

we could speculate that reduction in the inflammatory process caused by myotoxins 

isolated from Bothrops jararacussu snake venom can be due to the inhibited expression of 
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IL- β and PGE2 in LLLT treated mice. This hypothesis is supported by the observation of 

other authors showing that venom PLA2 induces increase of cytokines, such as IL-1, IL-6 

and TNF-α (Zuliani, et al., 2005). In our model, the number of mononuclear cells had an 

increase after LLLT, which is in accordance with the literature that shows that laser 

irradiation cause macrophage and lymphocyte stimulation (O´Brien et al., 1998; Dourado 

et al., 2003). 

The LLLT significantly reduced cell damage caused by BthTX-I or BthTX II at 24 

h, as evidenced by the increase in the muscle CK content. Moreover, histological 

observation showed that LLLT reduced the number of destroyed fibers when compared 

with the muscle that was only injected with myotoxins, without laser treatment. Similar 

results were found by Dourado et al., (2003), studying myonecrosis caused by Bothrops 

moojeni venom treated with LLLT. They suggested that the laser is able to block the high 

ability of the venom to disrupt the integrity of plasma membrane. There are no data from 

the literature concerning LLLT treatment after injection of isolated myotoxins. Evidences 

are present in the literature that suggests that at cellular level photo-irradiation at low 

power causes significant biological effects such as: cellular proliferation, collagen 

synthesis, release of growth factors from cells (Sommer et al., 2001).  

In conclusion, this work seems to indicate that LLLT is capable of inhibit 

inflammatory and myonecrotic processes caused by myotoxins isolated from Bothrops 

jararacussu snake venom. The observation of the fact that LLLT acts with the same 

intensity to reduce the inflammatory and myonecrosis processes for both BthTX-I and 

BthTX-II suggest that enzymatic activity is not relevant for the laser treatment. 

Furthermore, our results indicate that LLLT should be considered as a potentially 

therapeutic approach for treatment of local effects of Bothrops snakebite, as well as, an 
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interesting tool for the study of the mechanisms underling the inflammatory process and 

myonecrotic activity induced by those venoms. 
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5 DISCUSSÃO 
 

O quadro clínico observado no envenenamento botrópico pode ser divido em 

sistêmico e local (MANUAL DE DIAGNÓSTICO E TRATAMENTOS, 1999). As 

manifestações sistêmicas são caracterizadas por distúrbios na hemostasia, deficiência na 

coagulação, alteração na agregação plaquetária e depleção de fibrinogênio (HAITI et al., 

1999), também pode ser observada sudorese, hipotensão arterial e hipotermia 

(CARDOSO, 1997). As manifestações locais, por sua vez, são caracterizadas por dor e 

edema, persistentes no local da picada e de instalação precoce, além de hemorragia e 

mionecrose (ROSENFELD, 1971; GUTIERREZ; LOMONTE, 1995). Em casos mais 

graves, pode haver dano tecidual que pode resultar em perda funcional ou permanente do 

tecido ou do membro afetado (ROSENFELD, 1971).  

 Atualmente, o tratamento preconizado para o acidente ofídico é a soroterapia com 

antiveneno botrópico poliespecífico. Contudo o antiveneno botrópico não reverte o efeito 

local induzido pelo veneno do gênero Bothrops com eficiência (PICOLO et al., 2002; 

ZAMUNER et al., 2004). Algumas alternativas têm sido propostas por muitos 

pesquisadores como tratamento coadjuvante ao antiveneno, tais como o uso de anticorpos 

recombinantes humanos, terapia usada com sucesso para o tratamento de tumores, rejeição 

de transplantes, artrites e alergias (HOOLIGER; HOOGENBOOM, 1998). Por esta razão 

o uso anticorpos recombinantes humanos no caso de acidentes ofídicos pode ser possível 

(CARDOSO et al., 1993). Também o uso de plantas medicinais tem sido muito usado por 

pesquisadores para tratamento no envenenamento ofídico (CAVALCANTE et al., 2007; 

JANUÁRIO et al., 2004). Contudo, todas as terapias avaliadas não se mostram eficientes 
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em neutralizar os efeitos locais produzidos pelo veneno de serpente botrópicas. Por este 

motivo, pesquisadores têm buscado cada vez mais alternativas para o tratamento do efeito 

local induzido pelo veneno botrópico, uma vez que a reação inflamatória e a mionecrose 

são importantes eventos ocasionados por serpentes do gênero Bothrops. Neste estudo foi 

investigado o uso da terapia a laser como alternativa para melhorar os eventos locais 

causados pelo veneno botrópico, ainda, foi verificada a eficiência da terapia a laser 

combinado com a soroterapia.  

Os resultados demonstraram que a terapia a laser reduziu o efeito edematogênico 

bem como o influxo leucocitário causado pelo veneno da serpente Bothrops jararacussu. 

O veneno induziu edema no músculo gastrocnêmio de 3 até 24 h após sua injeção. Este 

resultado corrobora estudos prévios mostrando a habilidade do veneno em induzir 

formação de edema (TICLI et al., 2005; OLIVO et al., 2007). Neste modelo experimental 

a terapia a laser foi efetiva na redução do edema nos tempos de 3 e 24 horas após a injeção 

do veneno. Outros autores reportam que essa terapia reduz edema causado por carragenina 

(HONMURA et al., 1993; ALBERTINI et al., 2004; 2007). De acordo com a literatura a 

terapia a laser age reduzindo os níveis de PGE2 e a expressão de ciclooxigenase-2 (COX-

2) (SHIMIZU et al., 1995; CAMPANA et al., 1998). Em seus estudos experimentais 

OLIVO et al. (2007), relataram que os venenos de Bothrops asper e Bothrops jararaca 

aumentam a liberação de PGE2 via expressão de COX-2 contribuindo com a formação de 

edema ocasionado por estes venenos. Diante deste resultado sugerimos que a terapia a 

laser age por reduzir os níveis de PGE2, embora esta hipótese ainda requeira estudos 

adicionais. O veneno de Bothrops jararacussu causou um proeminente infiltrado 

leucocitário no músculo gastrocnêmio, predominantemente por neutrófilos, 24 h após a 

injeção do veneno. A terapia a laser foi capaz de reduzir o influxo de leucócitos para o 
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músculo gastrocnêmio em 24 h. A terapia a laser reverte o efeito inflamatório e reduz 

significantemente a expressão de IL-1β and IFN-γ (SAFAVI et al., 2007). Diante desse 

resultado, é possível que neste estudo, a terapia a laser pode ter modulado a ação de 

mediadores inflamatórios, reduzindo desta forma o número de células inflamatórias para o 

local da injeção do veneno.  

Os resultados sobre mionecrose demonstram que as terapias combinadas (laser + 

antiveneno) não foram tão eficazes quanto à terapia a laser sozinha. Foi demonstrado 

através da análise histológica que a terapia a laser sozinha foi ineficiente em prevenir o 

efeito hemorrágico causado pelo veneno, no entanto, o antiveneno sozinho ou combinado 

com terapia a laser reduziu a hemorragia causada pelo veneno de B. jararacussu. Este 

resultado comprova que a terapia com antiveneno reverte os efeitos sistêmicos, tais como 

o efeito hemorrágico, enquanto que a terapia a laser reverte o efeito local.  

Ainda, foi investigada a capacidade da terapia a laser em reverter o efeito local 

ocasionada pelas miotoxinas BthTX-I (Lys49 PLA2) e BthTX-II (Asp49 PLA2) isoladas 

do veneno de Bothrops jararacussu. Ambas as miotoxinas causaram um proeminente 

efeito edematogênico no músculo gastrocnêmio. Este resultado corrobora com Zuliani et 

al. (2005) que mostram um aumento da permeabilidade vascular causada pelas miotoxinas 

MT-II e III, isoladas do veneno de B. asper. Ambas miotoxinas causaram proeminente 

infiltrado leucocitário após a injeção. Este resultado esta de acordo com o encontrado por 

Gutiérrez et al. (1991). Ao contrário de Castro et al. (2000), mostrou que a BthTX-II foi 

mais eficaz em atrair leucócitos, especialmente neutrófilos do que a BthTX-I na cavidade 

pleural em ratos. Esta discrepância de resultados pode ter sido em decorrência do modelo 

animal usado bem como a cavidade pleural usada para injetar a miotoxina. Também, em 

nossos resultados, foi mostrado que ambas as miotoxinas causaram efeito mionecrótico no 
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músculo gastrocnêmio 24 h após a injeção devido a diminuição do nível de CK no 

músculo (TEIXEIRA et al., 2005). As análises histológicas estão de acordo com o 

resultado de CK encontrado por Silva et al. (2007). O tratamento com a terapia a laser foi 

capaz de reduzir o efeito edematogênico, o influxo leucocitário e o dano celular induzido 

pelas miotoxinas BthTX-I e BthTX-II. Ademais, foi demonstrado, através da análise 

histológica que a terapia a laser reduz a destruição das fibras musculares. Este resultado 

esta de acordo com Dourado et al. (2003) em seus estudos utilizando o veneno de 

Bothrops moojeni e tratamento com laser. 
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6 CONCLUSÕES 
 

Conclui-se que a terapia a laser reduz de forma significante o edema, a migração 

leucocitária e a mionecrose induzida pelo veneno de Bothrops jararacussu e as sua 

miotoxinas isoladas, BthTX-I e BthTX-II. Além disso, a terapia a laser quando combinada 

com a terapia antiveneno reduz consideravelmente o efeito edematogênico ocasionado 

pelo veneno. De acordo com estes resultados, sugere-se que terapia a laser pode ser 

considerada como um potencial terapêutico do efeito local no tratamento de picadas de 

serpentes do gênero Bothrops e, ainda uma ferramenta para estudar e compreender os 

mecanismos induzidos por estes venenos. 
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