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Resumo 
 
 
As serpentes do gênero Bothrops são responsáveis por 90% dos acidentes ofídicos. Dentre elas 

se destaca a B. jararacussu pela capacidade de inoculação de grande quantidade de veneno. O 

veneno desta espécie se caracteriza pela ação miotóxica, e esta ação causam importantes 

alterações locais, como a necrose das fibras musculares e conseqüentemente perda da massa 

muscular. No presente trabalho, estudamos os efeitos do deflazacort (glicocorticóide derivado 

da predinizona) e da L-Arginina (precursor do óxido nítrico) na regeneração das fibras 

musculares frente aos efeitos mionecróticos do veneno. Para tanto, utilizamos camundongos 

Swiss adultos jovens do sexo masculino. O músculo tibial anterior foi injetado com 80 µg do 

veneno bruto de B. jararacussu diluídos em 0,1 ml de solução fisiológica. Após as injeções dos 

venenos iniciaram-se a administração das drogas, com injeções intraperitoneais diárias de 

deflazacort na dosagem de 1,2 mg/kg por 5 e 20 dias. O segundo grupo recebeu a L-arginina 

junto à água de beber na concentração de 3,75 mg/ml desde o momento da injeção do veneno 

por 2 meses. O grupo controle foi composto por animais injetados com o veneno sem a 

realização de tratamento. A regeneração muscular foi avaliada no período de 2 meses e 5 dias 

através de cortes transversos do terço médio dos músculos, sendo corados com H&E e 

Tricrômico de Masson, para contagem da população total das fibras musculares e de células 

com núcleos centrais para análise da  regeneração muscular. Quantificações da área muscular e 

da fibrose tecidual também foram realizadas. Identificou-se que com a L-Arginina ocorreu um 

aumento na regeneração muscular com a presença de maior número de fibras musculares 

regeneradas (2.230 ± 478) em relação ao animal injetado não tratado (1.005 ± 134). E no grupo 

tratado com Deflazacort observou-se um aumento da fibrose tecidual (1.077.051 ± 466.658,2; 

versus 777.107,3 ± 356.804,8 pixels quadrado) com número menor de fibras musculares (783,5 

± 134) em relação ao grupo não tratado. Desta forma, identificou-se o estímulo da regeneração 

muscular promovida pela L-arginina e o aumento da fibrose tecidual e diminuição da área 

muscular causado pela administração do antiinflamatório Deflazacort após o envenenamento 

pelo veneno bruto de B. jararacussu. 

 

 
Palavras-chave: regeneração muscular, Bothrops jararacussu, L-arginina, Deflazacort.  
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1. Introdução 

 

No Brasil os acidentes ofídicos são tidos como problema de saúde pública. As serpentes do 

gênero Bothrops são responsáveis por cerca de 90% destes acidentes, e isto se deve a grande 

variabilidade do seu habitat que inclui campos, florestas e até áreas mais povoadas; e a natureza 

mais agressiva destas serpentes (ROSENFELD, 1971; CARDOSO, 1984; BARRAVIERA e 

PEREIRA, 1994). Some-se a isto o fato que o envenenamento por serpentes do gênero Bothrops 

causa importantes alterações locais como edema, hemorragia e necrose podendo, em 

determinados casos, levar a perda da função e até amputação do membro atingido 

(ROSENFELD, 1971; NISHIOKA e SILVEIRA, 1992; BARRAVIERA e PEREIRA, 1994; 

MILANI et al., 1997). 

Dentre estas serpentes destaca-se a Bothrops jararacussu. Popularmente conhecida como 

jararacuçu, esta serpente pode alcançar 2 metros de comprimento e secretar até 4 ml de veneno, o 

que corresponde a 1g de veneno seco. Frente a esta grande capacidade de inoculação do veneno 

em uma única ocasião, sua picada produz lesões locais dramáticas e de grande extensão 

(MILANI et al., 1997; JORGE et al., 1999). 

A necrose das fibras musculares é, na fase aguda do envenenamento, uma característica deste 

veneno. Trata-se de uma lesão importante sob o ponto de vista clínico. A precária regeneração 

muscular que se segue produz atrofia muscular permanente, o que confere ao acidentado, 

limitação ou perda da capacidade motora do membro picado (HOMMA e TU, 1971; JORGE et 

al., 1999; TEIBLER e PEREZ, 2001).  

No envenenamento pelo B. jararacussu a mionecrose ocorre rapidamente, identificou-se a 

ação direta do veneno sobre o sarcolema, onde produz lesões focais dois minutos após a 

inoculação do veneno (QUEIRÓZ et al., 1984). Isto devido à ação catalítica do veneno sobre a  
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bicamada lipídica do sarcolema. Através destas lesões, haveria o influxo do próprio veneno e de 

íons Ca+2 do meio extracelular para o interior da fibra muscular. O aumento destes íons cálcio  

resulta em hipercontração das miofibrilas que se soma à ação direta do veneno nestas e nas 

organelas com subseqüente necrose celular. Outra possibilidade é que íons cálcio atuariam 

ativando as proteases cálcio-dependentes que produziriam necrose da fibra muscular (QUEIRÓZ 

et al., 1984; SANTO NETO, 1987; MOURA-DA-SILVA et al., 1991; GUTIERREZ e 

LOMONTE, 1995; SOUZA et al., 2002; GUTIERREZ e OWNBY, 2003). 

Por isto, a patogênese da mionecrose tem sido extensivamente estudada nas últimas décadas 

e está razoavelmente bem estabelecida. Entretanto, meios para combater a perda da massa 

muscular, e a promoção da regeneração tecidual do local afetado após o envenenamento ainda 

mostram-se incipientes.  

A soroterapia, como o procedimento para o tratamento dos acidentados, tem sido realizada 

com sucesso na prevenção de óbitos e nos efeitos sistêmicos, mas relativamente pouco efetivo na 

eliminação das lesões locais, em especial no caso do B. jararacussu. (MILANI et al., 1997; 

JORGE et al., 1999). Assim sendo, os estudos atuais tem como objetivo principal à identificação 

de produtos ou procedimentos que possam antagonizar os efeitos mionecróticos do veneno. Estes 

variam desde a administração de plasma sanguíneo de animais como gambá, substâncias como 

heparina, bromofenacil, poliânions em geral incluindo até emprego de laser de baixa energia 

(MELO e SUAREZ KURTZ, 1988; MELO et al., 1993; MELO e OWNBY, 1999; OSHIMA-

FRANCO et al., 2001; SOUZA et al., 2002; ALMEIDA-SILVA et al., 2003). Embora alguns 

destes tenham apresentado resultados experimentais promissores, eles ainda não foram 

suficientemente encorajadores para que iniciasse os testes em humanos.  

No contexto acima, e com o intuito de contribuir na regeneração tecidual após o 

envenenamento, procuramos investigar a ação de fármacos atualmente estudados na promoção   
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da regeneração muscular, tais como a L-arginina, precursor de óxido nítrico e do Deflazacort, 

glicocorticóide derivado da prednisona. 

No capítulo II será apresentado o artigo publicado “L-arginine enhances muscle regeneration 

after experimental envenomation by B.jararacussu: A future nitric oxide-based therapy?”. Nesta 

etapa foi estudado a utilização e efeito da L-arginina (2-amino-5-ácido guanidinovalerico), um 

precursor do óxido nítrico na regeneração muscular após ao envenenamento. 

 A oxidação realizada pelas enzimas óxido nítrico sintases do grupo guanidina da L-Arginina 

no meio intracelular forma citrulina e o óxido nítrico (NO) em quantidades equivalentes 

(BÖGER & BODE-BÖGER, 2001; STUEHR, 2004). A óxido nítrico sintase (nitric oxide 

synthase – NOS) enzima responsável pela produção de NO, possui isoformas como a óxido 

nítrico sintase neuronal (neuronal nitric oxide synthase- nNOS) encontrada em maior quantidade 

no músculo esquelético  e sistema nervoso, e em menores quantidades nas isoformas endotelial 

(eNOS) e induzível (iNOS) produzida apenas após estímulos imunológicos em macrófagos e 

hepatócitos (STUEHR, 1996). A nNOS localiza-se próximo ao sarcolema ligada às sintrofinas e 

no citosol das fibras musculares (RANDO, 2001).  

O óxido nítrico está envolvido com a manutenção do fluxo sanguíneo adequado para o tecido 

muscular durante a contração, com a angiogênese, ativação de células inflamatórias, com a 

liberação dos íons Ca+2 do retículo sarcoplasmático, com o metabolismo da glicose (KAMINSKI 

e ANDRADE, 2001; LOWENSTEIN et al., 1994; MUROHARA et al., 1998; RANDO, 2001), 

bem como, na ativação das células satélites, responsáveis pela regeneração muscular 

(ANDERSON, 2000). 

Nas células satélites o óxido nítrico induz a expressão da folistatina, molécula que ativa a 

miogênese. A folistatina,entretanto, inibe a ação da miostatina, um potente regulador negativo da  

miogênese expresso pelas células satélites quiescentes, possibilitando o início da miogênese 

(PISCONTI et al., 2006; LE GRAND e RUDNICKI, 2007). 
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A utilização de L-arginina como doador exógeno de NO em camundongos distróficos, obteve 

resultados positivos na regeneração muscular, agindo possivelmente na ativação das células 

satélites (ANDERSON e VARGAS, 2003). 

Assim sendo, após uma lesão das fibras musculares a reconstituição do tecido muscular 

inicia-se em seguida, concomitantemente ao processo inflamatório e de fagocitose das células 

necróticas. Sabe-se que a ativação das células satélites representa a primeira etapa dos eventos 

celulares, e parte fundamental para o sucesso da regeneração muscular (BISCHOFF, 1994; 

ANDERSON, 2000). Entretanto, para que ocorra esta cascata de eventos é necessário um 

estímulo precedente do óxido nítrico (NO), o mensageiro endógeno responsável pelo início deste 

ciclo (ANDERSON, 2000; STAMLER e MEISSNER, 2001; ANDERSON e VARGAS, 2003). 

Desta forma, nesta etapa do projeto procurou-se verificar a aplicabilidade e benefícios locais 

na regeneração das fibras musculares causados pela administração da L-arginina após o 

envenenamento por B.jararacussu. 

 O capítulo III refere-se ao manuscrito no formato da revista a ser submetido, Toxicon: “Loss 

of muscle regeneration following Bothrops jararacussu envenoming is aggravates by anti-

inflammatory: experimental study”. O efeito do glicocorticóide deflazacort foi analisado no 

processo de regeneração das fibras musculares após a inoculação do veneno de B.jararacussu. 

Na Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) a degeneração progressiva dos músculos 

esqueléticos e cardíacos ocorrida nesta doença é resultante de mutações do gene que codifica 

uma proteína do sarcolema chamada distrofina (HOFFMAN et al., 1987). Esta falha no 

sarcolema promove ciclos de necrose, com posterior perda da capacidade regenerativa 

(BULFIELD et al., 1984; ENGEL et al., 1994). Tem-se observado que o deflazacort melhora  

substancialmente o quadro clínico dos pacientes com DMD atenuando a necrose das fibras 

musculares (ANGELINI et al., 1994; REITTER, 1995; BIGGAR et al., 2001). O deflazacort é 

um glicocorticóide derivado da prednisona, possui efeitos antiinflamatórios e imunossupressores,  
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e é utilizado no tratamento de várias doenças sendo comparável a outros antiinflamatórios 

corticoesteróides. Interessante é que, experimentalmente, observou-se que além de proteger a 

fibra muscular distrófica (ST-PIERRE et al., 2004) o deflazacort reduziu o número de núcleos 

centrais e ocorreu um aumento no diâmetro das fibras musculares (ANDERSON e VARGAS, 

2003).  

Embora a utilização do deflazacort na distrofia muscular tenha sido positiva, os efeitos do 

tratamento de lesões musculares com antiinflamatórios ainda é um assunto controverso. 

Alguns estudos indicam efeitos positivos na diminuição da resposta inflamatória (MENDIAS 

et al., 2004; RAHUSEN et al., 2004; JARVINEN et al., 2005). Entretanto, outros demonstram 

um possível efeito prejudicial no retardo da fagocitose tecidual, devido à importância das células 

inflamatórias na regeneração muscular em fatores como a fagocitose das células necróticas, a 

produção de fatores tróficos na ativação de células satélites, como as citocinas, e na angiogênese 

(CANTINI et al., 2002; CHARGE e RUDNICKI, 2004; TIDBALL, 2005).  

Apesar do tratamento com soroterapia ser o mais eficaz e utilizado atualmente, alguns dados 

epidemiológicos mostram que a administração de antiinflamatórios também é utilizada nos 

acidentes ofídicos (RIBEIRO et al., 1995; DA SILVA et al., 2003).  

A depleção induzida de células inflamatórias e posterior envenenamento de B.asper causou 

redução significativa do número de fibras regeneradas (TEIXEIRA et al, 2003). Nos estudos de 

Noirez et al. (1999), observou-se que, 25 dias após a injeção do veneno de Notechis scutatus 

scutatus e tratamento com dexamethasona (glicocorticóide), houve um decréscimo da massa 

muscular em comparação ao grupo controle, com diminuição no diâmetro das fibras musculares  

e hipoplasia. Em contra partida, a inibição da reação inflamatória não afetou a regeneração 

muscular após a inoculação do veneno hemorrágico de B. jararaca (TEIXEIRA et al., 2005). 

Com isto, objetivamos analisar os efeitos deste glicocorticóide na regeneração muscular no 

envenenamento botrópico experimental. Com o estudo da ação do Deflazacort visamos  
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compreender melhor a regeneração muscular e tratamento dos efeitos locais do veneno da 

Bothrops jararacussu. 

No capítulo IV apresentaremos nossas considerações finais deste projeto de doutorado e o 

capítulo V refere-se a trabalhos adjacentes publicados realizados em outros projetos e grupos de 

pesquisa durante o período do curso de doutorado: “Intrinsic laryngeal muscles are spared from 

myonecrosis in the mdx mouse model of Duchenne Muscular Dystrophy” e “Pharmacological 

and local toxicity studies of a liposomal formulation for the novel local anaesthetic ropivocaine”. 
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2. Objetivos 

 

Os objetivos do presente trabalho foram: 

 

i) Analisar o efeito da L-arginina, precursor do óxido nítrico, na regeneração das fibras 

musculares após o envenenamento experimental pelo Bothrops jararacussu. 

  

ii) Avaliar o efeito do antiinflamatório Deflazacort e a importância do processo 

inflamatório na regeneração muscular após a inoculação do veneno B.jararacussu. 
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Abstract  

The study evaluates the effect of deflazacort (DFZ), an anti-inflammatory oxalazine 

derivative of prednisone, on muscle regeneration following myonecrosis experimentally 

induced by B. jararacussu venom. Mice (n=15) right tibialis anterioris muscle was injected 

with 80 µg of venom. Two groups of animals (n=10) was treated during 5 and 20 days with a 

daily intraperitoneal injection of deflazacort, an anti-inflammatory oxalazine derivative of 

prednisone (1,2 mg/kg). The third group was injected with crude venom and did not receive 

any pharmacological treatment. The animals were killed 5 and 60 days after envenoming and 

muscle regeneration was evaluated by counting the number of muscle fibers and measuring the 

fibrosis area. We found that in deflazacort-treated group the area of fibrosis was higher (p< 

0.05) than in injected muscles without treatment (1.077.051 ± 466.658,2; versus 777.107,3 ± 

356.804,8 pixels square), and the number of muscle fiber was significant different too (755 ± 

84; versus 1.221 ± 102). Although it does not reach the level of muscle fiber population of 

uninjured tibialis anterioris muscle (3.257 ± 478). We conclude that deflazacort treatment is 

detrimental to muscle fiber regeneration aggravating the loss of muscle mass after B. 

jararacussu envenoming.   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Key words: Bothrops jararacussu; Deflazacort; muscle regeneration; fibrosis. 
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1. INTRODUCTION  

Bites by snakes of the genus Bothrops account for nearly 90% of the human cases of 

ophidism in Brazil and Bothrops jararacussu is largely distributed in the southern regions of 

this country (Rosenfeld, 1971; Watt, 1989). Necrosis of muscle fibers is the most prominent 

local effects and poor muscle regeneration leading loss of muscle mass represents the main 

sequella following poisoning by Bothrops jararacussu (Milani et al., 1997; Jorge et al., 1999; 

da Silva et al., 2003).  

Although serum therapy is the only effective treatment a few epidemiological studies 

demonstrate that anti-inflammatories have sometimes been used in the treatment of snakebites, 

(Ribeiro et al., 1995; da Silva et al., 2003). Inflammatory cells are known to play a positive 

role on muscle regeneration (Harris 2003; Chargé and Rudnick, 2004; Tidball, 2005) but the 

effects of anti-inflammatories remains primary controversial after muscle injury. While some 

studies indicate it promotes healing by reducing inflammation  others have demonstrated 

detrimental effect possible consequent to retard phagocyte (Mendias et al., 2004; Rahusen et 

al., 2004; Shen et al. 2005; Jarvinen et al., 2005). Accord, it is of interest to examine whether 

anti-inflammatory could affect muscle regeneration following B. jararacussu envenomation. 

Here we examine the effect of deflazacort (DFZ), an anti-inflammatory prednisone derivative 

on muscle regeneration after experimental envenoming by B. jararacussu in mice.   
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2. MATERIAL AND METHODS 

2.1. Animals and Venom 

Fifteen adult male Swiss white mice (25-30g) were supplied by the animal services unit 

of the State University of Campinas. The mice were maintained in the animal house of the 

Department of Anatomy on a 12 h light/dark cycle at 22 °C with free access to water and 

standard rodent chow (Purina®, Campinas, SP, Brazil). Bothrops jararacussu venom obtained 

from adult snakes of both sexes was purchased from the CETA (Centro de Extração de 

Toxinas Animais, Morungaba, SP, Brazil).  

2.2. Venom inoculation and animal’s treatment 

 Experiments described here were done within the guidelines established by the 

Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA, protocol no.1708-1). The mice were 

anesthetized with a mixture (1:1) of ketamine hydrochloride (Ketalar®, Parke Davies) and 

thiazine hydrochloride (Rompum®, Bayer) at a dose of 0.02 mg/kg i.p. and the skin of the 

antero-lateral aspect of the right leg was opened.  The right tibialis anterioris muscle (RTA) of 

all mice was then injected with 80 µg of B. jararacussu venom diluted in 0.1 ml of 

physiological saline solution through several injections in the distal, proximal and middle belly 

regions of the muscle.  

After the injection of B. jararacussu venom, animals were divided into two groups. In 

one group, mice (n=10) received a diary intraperitoneal injection of deflazacort (LIBBS, 

Brazil, Sigma, St. Louis, MO; 1,2mg/kg). Treatment was discontinued after 5 (n=5) and 20 

(n=5) days which mice were with food and water ad libitum. The second group of mice (n=5) 

did not receive any pharmacological treatment and is referred as untreated group.   
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2.3. Histological methods and qualitative assays 

 At 5 and 60 days post-envenomation, mice were anesthetized as above described and the RTA 

muscles were excised and immersed in formol-calcium fixative (40% formaldehyde; 10 ml-

distilled water 90 ml -calcium acetate 1g) for 24 h. After fixation, the muscles were processed 

for embedding in hydroxymethyl methacrylate and transversal sections (7 µm thick) were 

obtained from the middle part of the muscle belly and stained with Masson’s trichrome and 

hematoxilin-eosin (HE). The left tibialis anterioris (LTA) of untreated group (animals of 60 

days post-envenoming only) were also processed and stained with HE and was referred as 

control-uninjected muscles. Qualitative analyses were made on a light microscope (Nikon® 

Eclipse E400).  

 

2.4. Quantitative analysis 

Muscle regeneration (60 days after envenoming) was evaluated as previously described 

(Santo Neto et al., 2004). Briefly, a low-power video images (10X objective) of the entire TA 

muscle cross-section were taken with a highly sensitive video-camera (Nikon® Express Series) 

linked to a light microscope (Nikon® Eclipse E400) and enhanced with an image processor 

system (Image Pró-Express®). Muscle fibers were directly counted on a video-monitor.  

Evaluation of fibrosis (60 days after envenoming) was made on Masson’s trichrome-

stained sections and the Masson’s trichrome-positive area was used as a measurement of the 

fibrosis area.  For each sample in untreated and DFZ-treated group the entire muscle fields 

were used for each sample, and images were collected by using the equipment above 

described. The images were digitized through the use of Image Pró-Express® frame grabber 

board. Features were then extracted, and the absolute area of trichrome-positive staining was 

measured for each image and expressed in terms of square pixels. The results were compared 

among experimental groups.   



 
 

                                                                                                                                                           26
 

 

                                                                                                                                                                                                                Artigos 

Analysis in short time of the muscles (5 days) was performed by observation of the 

inflammatory process and tissue debris, directly on the monitor video as above described on 

HE-stained sections.  

2.4. Statistical analysis 

The mean and standard deviation of the number of muscle fibers were determined and 

compared among groups and the differences were determined post hoc using Duncan’s 

multiple range tests. A probability of less than 0.05 indicated significance. 

 

3. RESULTS 

3.1 Histological analyses   

In the histopathological basis the effects of B. jararacussu were similar in appearance 

to that previously described (Queiróz et al., 1984), although conspicuous differences between 

control and DFZ treated mice were observed. At 5 days post-envenoming the upper two thirds 

of TA show coagulative necrosis and some blood vessels contained fibrin thrombi, although 

most are empty. Inflammatory cells were barely observed within of the injured area and they 

were present in the periphery of muscles from untreated mice (Fig. 3, A, C, E) but they were 

practically absent on muscles of the DFZ-treated mice (Fig. 3, B, D, F).  

At the longest survival time (60 days) the necrotic fibers had been replaced by 

regenerating muscle fibers in both control and DFZ-treated group. In the basic histological 

observations no gross differences between those groups could be detected; muscle fibers 

displayed central nuclei of both groups were similar did not they.  Some areas of tibialis 

anterioris muscle mainly on the DFZ treated mice were replaced by fibrosis (Fig. 4, B, C, D). 

3.1 Quantitative findings    

Statistically differences were observed between untreated and DFZ-treated mice in all 

parameters we examined.  Figure 1 shows that at the end of 60 days the total of muscle fibers  
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in DFZ group (755 ± 84) was 73.4% lower than untreated group (1.221 ± 102) which in turn 

was significantly lower than those of control group (3.257 ± 478). In mice of the DFZ group 

the amount of fibrosis area showed to be larger than untreated group (1.077.051 ± 466.658,2; 

versus 777.107,3 ± 356.804,8 square pixels), (Figure 2).  

 

4. DISCUSSION  

Muscle regeneration was worsened when envenoming by B. jararacussu was treating 

with DFZ since the population of muscle fibers decreased and fibrosis increased significantly 

in comparison to untreated group, in this study. It may be of clinical interest because snake 

bites have sometimes been treated with anti-inflammatory (Ribeiro et al., 1995; da Silva et al., 

2003) and muscular dysfunction consequent to poor muscle regeneration is already the main 

sequella following enevenoming by B. jararacussu in humans  (Milani et al., 1997; Jorge et al., 

1999; da Silva et al., 2003).  

 Muscle regeneration is not affected by inhibition of inflammation reaction after B. jararaca 

envenoming (Teixeira et al., 2005a) but it was impaired following envenoming by B. asper 

(Teixeira et al., 2003). Such difference has been attributable to the fact that vascular damage 

with dysfunction on microcirculation precedes necrosis of muscle fibers making irrelevant for 

muscle regeneration whether inflammatory cells cannot readily reach the area of necrotic fibers 

at B. jararaca envenoming (Teixeira et al., 2005). The time-course and pathogenesis of local 

lesions induced by B. jararacussu (Queiróz et al., 1984; Santo Neto et al., 2004) share many 

features with that one described at B. asper envenoming (Gutierrez et al., 1984, 1986; Arce et 

al., 1991). Neutrophils predominate earlier after B. jararacussu envenoming in untreated mice 

in previous (Queiróz et al., 1984) and in this study. At 5 days the density of inflammatory cells 

was accentually reduced meaning that phagocytosis may be delayed in DFZ-treated mice. 

Because remotion of necrotic debris plays a role on muscle regeneration (Harris, 2003; Chargé  
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and Rudnick, 2004; Tidball, 2005) it seems that impairing muscle regeneration should be 

consequent to retarding paghocytosis in DFZ-treated mice. However, to better of our 

knowledge a causal relationship between slowing phagocytosis and decreasing number of 

muscle fibers, as we observed here, has not been reported.  

 Satellite cells, the resident myogenic cell lineage play a central role in muscle 

regeneration. Following muscle injury they become activated, proliferate and differentiate into 

myotubes, which fuse to form new muscle fibers (Chargé and Rudnicki, 2004; Tidball, 2005). 

Satellite cells also migrate from the neighbor’s muscles to reach the site of injury and 

migration can be impairing by interstitial fibrosis since it can act as a physical barrier (Schultz 

and McCormick, 1994; Orchard and Best, 2002).  In this study we found that The fact that 

interstitial muscular fibrosis was significantly increased in DFZ treated mice suggest that that 

increasing fibrosis may contribute directly to decreasing population of regenerated muscle 

fibers in this experimental group.  

Metalloproteinases from Bothrops snake venoms degrades extracellular matrix in 

skeletal muscles (Rucavado et al., 2002; Teixeira et al., 2005b). The activation of plasminogen 

system including urokinase-type plasminogen activator (uPA) and its primary inhibitor the 

plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) depends on the integrity of extracellular matrix in 

skeletal muscles. Deficiency in PAI-1 increases the expression of uPA enhancing muscle 

regeneration, possible by facilitating myoblast proliferation. DFZ increases the expression of 

PAI-1 in diseases of extracelular matrix but not in healthy subjects (Lluís et al., 2001; Suelves 

et al., 2002; 2005; Del Rosso et al., 2005). These findings suggest that disintegration of 

extracellular matrix after B. jararacussu envenomation may also account for decreasing 

population of regenerating muscle fibers in DFZ group.  

 In sum we demonstrated that administration of DFZ impair muscle regeneration after 

experimental B. jararacussu envenomation. It suggests that the use of anti-inflammatory drugs  



 
 

                                                                                                                                                           29
 

 

                                                                                                                                                                                                              Artigos 

 

to treat human envenomation warrants caution because it may interfere with muscle healing 

aggravating the loss of muscle mass as the main sequella at B. jararacussu envenomation.  
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Captions 

Figure 1. The total of muscle fibers in DFZ group (755 ± 84) was lower than untreated group 

(1.221 ± 102) which in turn was significantly lower than those of control group (3.257 ± 478) 

at the end of 60 days after B.jararacussu envenomation. *Significantly different from untreated  

mice. **Significantly different from untreated and DFZ-treated mice. (*P<0.05).  

Figure 2. Area of total tissue, muscle fibers and fibrosis in TA muscle 60 days after B. 

jararacussu envenomation. *Significantly different from untreated (Bj) mice. **Significantly 

different from control and Deflazacort treated mice (Dfz). (*P<0.05). 

Figure 3. Transverse sections of tibialis anterioris stained with HE muscle from control and 

DFZ-treated mice 5 days after the inoculation of B. jararacussu venom. The inflammatory 

cells are present in the periphery of untreated muscles (A; arrows) but they were practically 

absent on muscles of the DFZ-treated mice in the local of envenomation (B; arrows).  In 

untreated group, there is an amount of small regenerating muscle fibers (C, E central nucleated 

fibers; (arrows) whereas necrotic debris persists in DFZ group with poor presence of 

inflammatory cells (D, F; arrows). Scale bar: 300 µm (A, B); 30 µm (C, D); 10 µm (E, F).  

 

Figure 4. Transverse sections of tibialis anterioris stained with Masson’s trichrome 60 days 

after B. jararacussu envenomation. Note that areas of intersticial fibrosis is larger in DFZ-

treated mice (B, C, D) than untreated group (A) where the muscle fibers were replaced by 

fibrotic tissue (arrows);  Scale bar: 300 µm. The details (arrow head) show smalls regenerating 

muscle fibers between the fibrotic tissue; Scale bar: 15 µm. 
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4. Considerações Finais 
 

No presente trabalho demonstramos morfologicamente os efeitos dos fármacos L-arginina e 

Deflazacort no tratamento dos danos locais decorrentes pelo envenenamento por B. jararacussu. 

A L-arginina, o nitrato mais utilizado como precursor de óxido nítrico, apresentou resultados 

promissores na análise do tecido muscular após o envenenamento. Observou-se que, após dois 

meses de administração da L-arginina posterior à inoculação do veneno, as fibras musculares 

regeneradas apresentaram-se em maior número, diâmetro e homogeneamente distribuídas, em 

relação ao grupo não tratado, embora a fibrose ainda esteja presente neste grupo. 

 No grupo não tratado nossos resultados foram similares aos observados em estudos 

anteriores (Queiroz et al, 1984, Santo Neto, 1987), notou-se a presença de fibras em regeneração 

de pequeno diâmetro, grande quantidade de tecido fibrótico e adiposo no local das fibras 

musculares. 

 A diferença no total das fibras musculares entre o grupo inoculado com o veneno e tratado 

com a L-arginina, grupo injetado não tratado e controle demonstrou um resultado significativo, 

com presença de maior número de fibras musculares no grupo tratado em relação ao grupo não 

tratado. Observou-se uma diminuição na defasagem da população das fibras musculares do grupo 

injetado tratado com a L-arginina em comparação com o grupo controle não injetado. 

Provavelmente o aumento da regeneração das fibras musculares ocorreu pela ativação de células 

satélites de áreas vizinhas não atingidas pelo veneno, causando a migração destas e promovendo a 

regeneração tecidual, como observado nos estudos de Tidball (2005). 

 Desta forma demonstramos que o tratamento com a L-arginina promoveu um aumento 

significativo na regeneração muscular após o envenenamento experimental por B. jararacussu. 

Estes resultados sugerem que a administração de um precursor exógeno de óxido nítrico mostra-se 

um tratamento promissor no combate à atrofia muscular encontrada posterior ao envenenamento.  
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Entretanto, os efeitos locais decorrentes da utilização do deflazacort, glicocorticóide derivado 

da prednisona, demonstraram agravar a diminuição da regeneração muscular após o 

envenenamento por B. jararacussu.  

Cinco dias após o envenenamento observou-se escassa presença de células inflamatórias no 

local da injeção do veneno no grupo não tratado, com maior população destas na periferia da área 

de lesão tecidual. No grupo injetado tratado com deflazacort a presença de células inflamatórias 

era praticamente ausente nas áreas de mionecrose.  

No período de 2 meses de vida após a injeção de veneno e tratamento de 20 dias com o 

antiinflamatório notou-se a presença de fibras musculares regeneradas com núcleo central e de 

pequeno diâmetro, semelhante ao grupo não tratado. Contudo, observou-se que no grupo tratado 

com deflazacort ocorreu um aumento da reposição tecidual do músculo tibial anterior por fibrose. 

O total de número de fibras musculares demonstrou-se significativamente menor no grupo 

tratado com deflazacort em relação ao grupo não tratado. Assim como a diferença na área de 

fibrose tecidual, que no grupo tratado mostrou-se maior que o grupo não tratado. 

 Desta forma, nossos resultados indicam que o retardo no debridamento do tecido necrótico 

poderia causar o aumento da fibrose tecidual, e esta, contribuindo diretamente no déficit da 

regeneração muscular. Além das alterações ocorridas no meio extracelular promovidas pelo 

veneno, uma possível ação do deflazacort no aumento da expressão de inibidor-1 do ativador de 

plasminogênio poderia influenciar na diminuição da proliferação de mioblastos (Lluís et al., 2001; 

Suelves et al., 2002; Del Rosso et al., 2005). 

Em conclusão, demonstramos que a administração do antiinflamatório deflazacort prejudica 

a regeneração muscular após o envenenamento experimental por B. jararacussu. O que sugere que 

a utilização de antiinflamatórios no tratamento após os acidentes ofídicos requer cautela com 

relação ao agravamento da seqüela local, como o que ocorre pelo veneno da B. jararacussu. 
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