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RESUMO

Dentre as serpentes de importancia médica no Brasil destacam-se as pertencentes ao
género Bothrops. O veneno da serpente Bothrops jararacussu possui inameras
substancias que geram danos locais e sistémicos. A soroterapia com o antiveneno €&
eficaz sistemicamente, mas ainda € ineficaz para minimizar, ou reverter, os efeitos locais,
e por isso, terapias alternativas tem sido abordadas. O objetivo do trabalho foi avaliar os
efeitos do Glicirrizinato Dipotassio (DPG) como modulador da inflamacao na patogénese
da mionecrose, pela marcacéo das citocinas TNF-a e IFN-y, e sua agao na regeneragao
muscular, pela marcagéo das proteinas myoD e miogenina. Camundongos Swiss foram
divididos em 4 grupos experimentais: veneno (V - 100 pg/mL), veneno + DPG (VDPG -
1,4mg/g de peso do animal), naive — grupo controle (N) e DPG (1,4mg/g). A aplicacdo do
DPG ocorreu uma hora apés a inoculacao do veneno. Nos tempos de sobrevida de 3 e
24 horas (fase de degeneracao), 3, 7 e 21 dias (fase de regeneracéo) os animais foram
eutanaziados. Os musculos gastrocnémios foram dissecados, processados para
criomicrotomia e imunohistoquimica. Ndo houve mionecrose e/ou regeneracdo no grupo
N. A analise histolégica demonstrou intenso dano muscular nos animais submetidos ao
veneno apoés 3 e 24 horas, sendo este efeito predominantemente observado na forma de
fibras hipercontraidas e células ghost. Apds a inoculacdo do DPG observou-se reducgao
na porcentagem da lesdo. A marcacao das citocinas TNF-a e INF-y também foi mais
fraca no grupo VDPG, sugerindo que o DPG atua na modulacdo da expressao destas
proteinas e, consequentemente, no processo inflamatério durante o envenenamento.
Durante a fase de regeneracdo, células satélites, mioblastos e miotubos foram
observados nos grupos V, VDPG e DPG, sendo estes observados por marcacdo das
proteinas myoD e miogenina. Entretanto, aos 7 e 21 dias, os eventos de reestruturacéo
muscular sdo mais perceptiveis no grupo VDPG. A presenca de fibras diferenciadas
também no grupo DPG sugere a acdo do mesmo na hiperplasia muscular, um evento
importante da recomposicao da histoarquitetura do tecido. Desta forma os achados deste
trabalho inferem o DPG possui acdo moduladora positiva na inflamacao, estimula
eventos celulares regenerativos, sendo um possivel coadjuvante a soroterapia em uso
para acidentes ofidicos.

Palavras-chave: envenenamento botropico, mionecrose, regeneracdo muscular,
inflamacdo, glicirrizinato dipotéssio.
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ABSTRACT

Among the snakes of medical importance in Brazil the genus Bothrops is the most
relevant. The Bothrops jararacussu snake venom has several substances that cause local
and systemic damage. The antivenom therapy is systemically effective, but is still
inefficient to minimize, or reverse, the local effects, and therefore, alternative therapies
have been addressed. The objective of this study was to evaluate the effects of
Dipotassium Glycyrrhizinate (DPG) as a modulator of inflammation in the pathogenesis of
myonecrosis, accessing the TNF-a and IFN-y cytokines, and its action in muscle
regeneration, accessing myoD and myogenin proteins. Swiss mice were divided into 4
experimental groups: venom (V - 100 mg/mL), venom + DPG (VDPG - 1.4 mg/g of body
weight), naive — control group (N) and DPG (1.4 mg/g). The i.m. DPG injection was done
one hour after the venom inoculation. After the time-lives of 3 and 24 hours (degeneration
phase), 3, 7 and 21 days (regeneration phase) the animals were euthanized. The
gastrocnemius muscles were dissected and processed for cryomicrotomy and
immunohistochemistry. There was no myonecrosis and/nor regeneration in the group N.
The histological analysis showed intense muscular injury in animals subjected to the
venom after 3 and 24 hours. This effect is predominantly observed as ghost cells and
hipercontracted fibres. After i.m. DPG injection a reduction in the percentage of the lesion
was observed. The presence of TNF-a and INF-y cytokines was weaker in VDPG group,
suggesting that DPG can modulate the expression of these proteins and therefore the
inflammatory process during envenoming. During the regeneration phase, satellite cells,
myoblasts and myotubes were observed in the groups V, VDPG and DPG, these being
noted by the presence of myoD and myogenin protein. However, at 7 and 21 days, the
events of muscle regeneration are more noticeable in VDPG group. The presence of
differentiated fibres in the DPG group also suggests the action of DPG in muscle
hyperplasia, an important event to restore the tissue histoarchitecture. The findings of this
study infer that DPG has positive modulatory action on inflammation, stimulates
regenerative cellular events, being a possible adjunct to antivenom therapy used for
snakebitese.

Keywords: Bothrops venom, myonecrosis, muscle regeneration, inflammation,
dipotassium glycyrrhizinate
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1. INTRODUCAO

De acordo com os dados epidemiolégicos, calcula-se que ocorram, no mundo,
mais de 1.840.000 acidentes por serpentes peconhentas por ano, com cerca de 94.000
mortes, especialmente nas areas da Africa Subsaariana e no sul da Asia, onde a
obtencéo e distribuicdo de soros antiofidicos séo dificeis e a estrutura de distribuicdo é
bastante precaria (KASTURIRANTE et al., 2008).

O Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN), vinculado ao
Ministério da Saude (MS), registrou em 2013 aproximadamente 159 mil acidentes por
animais peconhentos (serpentes, aranhas e escorpides) no Brasil, sendo que cerca de
27 mil sdo atribuidos aos acidentes ofidicos, estes, descritos como “envenenamento
causado pela inoculacdo de toxinas através das presas de serpentes (aparelho
inoculador), podendo determinar alteracdes locais (na regido da picada) e sistémicas”
(BRASIL, 2009). Tais acidentes representam sério problema de saude publica,
principalmente nos paises tropicais, dada a sua consideravel frequéncia e morbi-
mortalidade (MORENO et al., 2005).

Os Viperideos (Bothrops, Bothrocophias, Crotalus e Lachesis) sdo responsaveis
pela maioria destes casos de envenenamento por serpente (BRASIL, 2001) sendo 72%
(~20.200) dos acidentes atribuidos ao género Bothrops.

O género Bothrops apresenta 32 espécies e subespécies que estao distribuidas
nas Américas, desde o México até a Argentina (HOGE; ROMANO, 1972; 1978),
compreendendo as serpentes conhecidas popularmente como "jararaca”, "jararacugu”,
"urutu-cruzeiro”, "cotiara", "jararaca-do-rabo-branco”, "malha-de-sapo”, “patrona",
"surucucurana”, "combdia", "caicara" (MELGAREJO, 2003).

O envenenamento botropico leva a alteracfes patoldgicas no local da picada que
progridem de modo rapido, frequentemente resultando em sequelas permanentes com
efeitos miotoxicos e neurotéxicos (BRASIL, 2001). O unico tratamento para este tipo de
agravo é o soro antiofidico. Entretanto, apesar do sucesso na neutralizacdo do efeito
téxico sistémico do veneno, o0 soro ndo evita o processo inflamatério desencadeado pela
injaria tecidual local (NISHIJIMA, 2010).

A elevada incidéncia destes acidentes, associada a ineficacia do soro antiofidico
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em reverter os danos teciduais locais, torna necessaria a busca por terapias alternativas
na patogénese da mionecrose e na regeneracdo muscular ap0s envenenamento
botrdpico.

Usualmente, e previamente a soroterapia antibotropica, glicocorticéides sao
administrados em profilaxia a cascata inflamatoria ocasionada pelo veneno (PINHO;
PEREIRA, 2001).

O Glicirrizinato Dipotassio (DPG), um sub-produto do Acido Glicirrizico (AG)
extraido das raizes da leguminosa Alcacuz (Glycyrhiza glabra), modula processos
inflamatorios inibindo a formacdo do fator de transcricdo nuclear kappa B, proteina
responsavel pela transcricdo génica de uma série de citocinas, como o fator de necrose
tumoral (TNF-a) que participa de cascatas regulatérias dos processos de resposta imune
inata e adquirida observadas apés a lesdo tecidual e também em envenenamentos
ofidicos (ABBAS; LICHTMAN, 2005; KHAN et al., 2013; FELLIPPE, 2013).

Durante o processo de mionecrose eventos moleculares, como a expressdo de
citocinas pré e anti-inflamatoérias, sdo observados e, consequentemente estimulam as
alteracdes celulares. Sabe-se que o TNF-a e o Interferon Gamma (IFN-y) atuam
paralelamente nas fases da degeneracao e regeneracdo muscular, sendo este processo
concluido apos 21 dias (GUTIERREZ; OWNBY, 2003; GUTIERREZ et al., 2008).

Na fase de regeneracdo tecidual, as células satélites ativadas rapidamente
passam a expressar a proteina myo D. Os mioblastos gerados irdo se diferenciar e
formar novas fibras multinucleadas ou fundir com fragmentos finais de fibras ja
existentes. A proteina miogenina é crucial para esse processo de diferenciacao celular e
sua acao em ativar a expressdo de genes do musculo estriado esquelético ocorre logo
apos a atividade transcricional de Myo D (GUTIERREZ; OWNBY, 2003; GUTIERREZ et
al., 2008).

Considerando os potenciais efeitos do DPG sobre diversos tecidos, o objetivo
deste estudo foi avaliar, in vivo, a acdo protetora do DPG sobre a histoarquitetura do
musculo gastrocnémio, e sua possivel contribuicdo na expressdo proteica de myo D,

miogenina, IFN-y e TNF-a, apds envenenamento botropico experimental.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. As serpentes Brasileiras

O Brasil, por seu clima tropical e grande diversidade natural, apresenta uma das
mais ricas faunas de serpentes (BERNARDE, 2011), composta por 11 familias e cerca
de 380 espécies (BERNILS; COSTA, 2012).

Dentre todas as espécies conhecidas, existem aquelas que possuem importancia
médica, base para os estudos toxinoldgicos, e também para a producdo de antiveneno
para tratamento das vitimas de acidentes ofidicos. As familias Elapidae e Viperidae
redinem as espécies peconhentas e compreende cerca de 60 espécies, no Brasil
(CARDOSO et al., 2003; PINHO; PEREIRA, 2001).

Dentre os géneros encontrados no Brasil, destacam-se: Bothrops, Crotalus,
Lachesis (Viperidae) e Micrurus (Elapidae) (BERNILS; COSTA, 2012).

2.2. Envenenamento Ofidico

2.2.1. Abordagem epidemioldgica

O envenenamento ofidico € considerado um grave problema de saulde publica,
especialmente na América Latina, Africa e Asia, dado ao grande nimero de acidentes
causados por serpentes. Embora haja controvérsias em relagdo a metodologia
empregada, anualmente em todo o mundo, ocorrem cerca de 3 a 5,4 milhdes de
acidentes resultando em cerca de 2,5 milhdes de envenenamentos e 125 a 150 mil
mortes em humanos (CHIPPAUX, 1998). Segundo Kasturirante et al. (2008) estes
nameros sao menores, sendo 1,2 a 5,5 milhdes de acidentes, 421.000 casos de
envenenamentos e 20.000 mortes.

Com cerca de 20.000 casos por ano, o Brasil é o pais com o maior nUmero de
acidentes da América do Sul, seguido por Peru, Venezuela, Colémbia, Equador e
Argentina (CHIPPAUX, 1998; WARREL, 2004). O perfil epidemiolégico, baseado nos

casos registrados entre 1901 e 2000, revelou que os acidentes ofidicos ocorrem com
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maior frequéncia no inicio e no final do ano, em pessoas do sexo masculino,
principalmente em trabalhadores rurais, na faixa etaria de 15 a 49 anos e acometem,
sobretudo, membros inferiores (BOCHNER; STRUCHINER, 2003).

O SINAN registrou 27.135 casos de acidentes ofidicos em 2013, sendo que as
serpentes do género Bothrops e Bothropoides responderam por 73% dos casos
notificados neste periodo.

A regido Nordeste apresenta o menor coeficiente de incidéncia de acidentes
ofidicos do Pais (6,84/100.000 habitantes), porém registra a maior letalidade (0,81%),
cerca do dobro da média nacional (0,45%), provavelmente como consequéncia de
subnotificacdes e das dificuldades de acesso aos servicos de saude (CHIPPAUX, 1998;
WARREL, 2004).

Os casos de morte por envenenamento botrépico sédo raros, ocorrendo em 0,3-
0,5% dos casos, geralmente poucos dias apés a picada (RIBEIRO; JORGE, 1997) e
apresentam como principais causas de morte: a insuficiéncia renal aguda, insuficiéncia
respiratéria aguda, a hemorragia, o choque e a sepse (AMARAL et al., 1986; RIBEIRO et
al., 1998).

2.2.2. O veneno ofidico e suas acdes

Os venenos ofidicos sdo compostos por moléculas de natureza quimica diversa
como proteinas, nucleotideos, ions inorganicos (calcio, cobre, ferro, potassio, magnésio,
manganés, sodio, fésforo, cobalto e zinco), carboidratos (glicoproteinas), lipideos
(fosfolipidios) e aminas biogénicas (tipo histamina). A maior parte das toxinas presentes
no veneno de serpente € formada por proteinas e peptideos (90 - 95%) (BOCHNER;
STRUCHINER, 2003). Entre as proteinas estdo as proteases (metaloproteases e
serinoproteases), as fosfolipases A,, fosfodiesterases, colinesterases,
aminotransferases, L-amino oxidases, catalases, ATPases, hialuronidases, NAD
nucleosidases, e 3-glicosaminidases (MATSUI et al., 2000).

Além destes, 0s venenos das serpentes possuem outros componentes proteicos
nao enzimaticos com uma variedade de efeitos bioldgicos, como as desintegrinas
(SAJEVIC et al.,, 2011), peptideos biologicamente ativos com atividades neurotoxica
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(PATINO et al., 2013) e cardiotoxica (TSETLIN; HUCHO, 2004), e lectinas do tipo C
(BRINKHOUS et al., 1983).

O veneno botrépico possui trés atividades principais: proteolitica, coagulante e

hemorragica.

Acao Proteolitica (BRASIL, 2001): de importancia fundamental para a
caracterizacdo clinica do acidente e de patogénese complexa, esta acéo
determina edema inflamatdrio na regido da picada;

Acédo Coagulante (BRASIL, 2001): atua através de uma ou mais acdes como
trombina simile (semelhante a acdo da trombina), ativadora de protrombina e do
fator X, promovendo consumo dos fatores de coagulacdo com consequente
alteracdo da coagulacdo sanguinea. Pode ocorrer trombocitopenia nas primeiras
horas ap0s o acidente;

Acdo Hemorragica (BRASIL, 2001): atua no endotélio vascular na regido da
picada e, provavelmente, também a distancia e é decorrente da acdo das
hemorraginas que provocam lesdes na membrana basal dos capilares, levando

a hemorragias em diversos locais.

Outras atividades que podem participar da fisiopatologia do envenenamento sdo a
neurotoxica e agregadora de plaguetas (RIBEIRO; JORGE, 1997).

As alteracBes patoldgicas no local da picada, anteriormente descritas, progridem de

modo rapido e, frequentemente, resultam em sequelas permanentes com efeitos
miotoxicos (MOURA-DA-SILVA et al., 1991; PELLEGRINI FILHO; BRAZIL, 1976). Tal

fisiopatologia é atribuida as atividades quimicas e bioldgicas de fatores hemorragicos,

enzimas promotoras de distirbios da coagulacédo (fibrinogenoliticas, fibrinoliticas),

enzimas proteoliticas e miotoxinas presentes nos venenos (Figura 1).



Veneno Botrénico

Fosfolipases A; Metaloproteinases Fatores de distarbio Fatores
(PLA) miotdxicas hemorraaicas da coaaulacéo edematoaénicos

v

Degradacéo da

matriz extracelular ‘

Hemorragia
v \ v v

. & .
Mionecrose I -~ I Isauemia I I Fdema

Dano Tecidual Local < > Resposta Inflamatoria

Figura 1. Esquema representativo dos possiveis efeitos locais induzidos pelos venenos botrdpicos.
Adaptado de Gutiérrez e Lomonte (2003).

A miotoxicidade é causada pelas miotoxinas encontradas no veneno das
serpentes, que atua direta e especificamente sobre o muasculo estriado esquelético,
podendo levar a sua degeneracdo e morte celular (mionecrose) (CARREIRO; COGO;
PRIANTI Jr., 2009). Esta atividade apresenta dois padrdes clinicos diferentes:
miotoxicidade sistémica, sendo caracterizada por dano muscular difundido, incrementos
pronunciados na atividade creatina quinase plasmatica e mioglobindria, frequentemente
associada com alteracdes renais e hipercalemia; miotoxicidade local, caracterizada por
mionecrose na regido anatdomica onde o veneno é injetado. Esta mionecrose local é
muitas vezes relacionada a outros efeitos, tais como hemorragia e edema em um
complexo padrdo de dano do tecido local (GUTIERREZ; OWNBY, 2003) (Figura 2).

A miotoxicidade local ocorre por dois mecanismos fundamentais: acao direta das
miotoxinas sobre as células musculares originando lesdo ou isquemia que se
desencadeia no tecido como consequéncia do sangramento, compressao tissular e
outras alteracées inflamatérias (GUTIERREZ; OWNBY, 2003; GUTIERREZ et al., 2008;
LOMONTE et al., 2003; PONCE-SOTO et al., 2007).



Figura 2. LesBes locais ocasionadas por acidentes botropicos. Fonte: Cobras Brasileiras. Disponivel em:
<www.cobrasbrasileiras.com.br>. Acessado em 09/07/2014.

Os componentes miotdxicos sdo conhecidos como miotoxinas de aproximadamente
14 kDa, cujas propriedades estruturais permitem classifica-las como PLA, (CINTRA et al.,
1993; MANCUSO et al., 1995). Algumas apresentam atividade enzimatica (PLA, D49),
enquanto outras, apesar de apresentarem estrutura molecular de fosfolipase, néao
apresentam atividade (PLA, homodloga K49), porém ambas induzem miotoxicidade em
células musculares estriadas esqueléticas (GUTIERREZ; LOMONTE, 1995).

A administragdo exogena de PLA, em animais experimentais desencadeia uma
cascata de eventos inflamatorios, caracterizada pelo aumento da permeabilidade
microvascular e formacdo de edema, recrutamento de leucdcitos em tecidos, nocicepcao
e liberacdo de mediadores inflamatérios, os quais desencadeiam um numero de
desordens inflamatérias sistémicas e locais também em humanos (TEIXEIRA et al.,
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2003).

Também s&do responsaveis pelos efeitos inflamatérios e edematogénicos
observados nos casos clinicos e nos modelos experimentais. Outras fracdes do veneno
botropico, como aminas biogénicas pré-formadas do tipo histamina, esterases,

proteases, enzimas liberadoras de cininas e lectinas (TEIXEIRA et al., 2003).

2.3. Bothrops jararacussu

A Bothrops jararacussu, popularmente conhecida como jararacugu, € uma serpente
muito comum no Brasil; habita preferencialmente ambientes Umidos, como matas,
margens de rios e lagos, areas cultivadas e locais onde ha facilidade para proliferacéo de
roedores, como celeiros e depdsitos de lenha, zonas rurais e periferia das grandes
cidades (BRASIL, 2009) e tém habitos predominantemente noturnos ou crepusculares.
Pode apresentar comportamento agressivo quando se sentem ameacadas, desferindo
botes sem produzir ruidos (BRASIL, 2001), destacando-se como causadora de 93,57%
dos acidentes botropicos com identificacdo do animal (CARDOSO; BRANDO, 1982).

Um espécime adulto de B. jararacussu pode alcancar 2,2m de comprimento e
injetar até 4 mL de veneno, correspondendo a 1g de veneno em peso Sseco
(MELGAREJO, 2003). Encontrada no Brasil, Paraguai, sul da Bolivia e nordeste da
Argentina (MARTINS, 2010), é uma das mais estudadas espécies do género Bothrops.

Seu veneno apresenta acdo hemorragica causada por metaloproteases, que
provocam lesdes na membrana dos capilares, e também apresentam acdo coagulante,
transformando diretamente o fibrinogénio em fibrina, além da acdo proteolitica
(GUTIERREZ; LOMONTE, 1995; VORONOV et al., 1999) caracterizadas por dor
imediata de intensidade variavel (JIMENEZ-PORRAS, 1973) (Figura 3).



Figura 3. Espécime adulto de Bothrops jararacussu Fonte: Cobras Brasileiras. Disponivel em:
<www.cobrasbrasil eiras.com.br>. Acessado em 09/07/2014.

O tratamento mais eficaz para o envenenamento botrépico é a terapia com soro
antibotrépico (antiveneno), sendo que a dose de antiveneno administrada é determinada
de acordo com a sintomatologia do envenenamento, classificada de acordo com o
Ministério da Saude em leve, moderada ou grave. Entretanto, o antiveneno nao é capaz
de reverter o quadro de necrose (ZYCHAR, 2007), embora experimentalmente possa
prevenir seu desenvolvimento se administrado precocemente (BARBOSA et al., 2008).

No caso de B. jararacussu, embora a soroterapia seja feita principalmente com o
antiveneno botrépico, ha evidéncias clinicas (BRAZIL, 1909) e experimentais (DOS
SANTOS et al., 1992) de que a letalidade pode ser melhor neutralizada por uma mistura
de antivenenos botrépico e crotalico. Queiroz et al. (2008) atribuiram a baixa
neutralizacdo do veneno de B. jararacussu por antiveneno botrépico as diferencas
imunoldgicas entre as proteinases do veneno e 0s anticorpos presentes no antiveneno

botrdpico.

2.4. Tecido muscular esquelético

Responséavel pelos movimentos corporais e de origem mesodérmica, o tecido
muscular estriado esquelético é formado por numerosas fibras, constituidas de feixes de

células cilindricas muito longas e multinucleadas que apresentam estriacoes
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transversais. Estas fibras estdo envoltas por camadas gradualmente mais complexas de
tecido conjuntivo. Sua contracdo é rapida, vigorosa e sujeita ao controle voluntario
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1995; GUYTON; HALL, 1996). Este tipo de musculo compde
40% do corpo humano (GUYTON; HALL, 1996).

A contratilidade muscular é fornecida por proteinas especializadas do citoesqueleto,
ativadas por um complexo sistema de sinalizacdo molecular disparado por potenciais de

acao que percorrem a sua membrana plasmatica (LENT, 2001).

2.4.1. Miogénese

O processo de formacdo das células musculares, a miogénese embrionaria,
ocorre a partir das células mesenquimais. Através dos mecanismos sinalizadores, a
célula mesenquimal perde seus prolongamentos tornando-se arredondada — o pré-
mioblasto. Os pré-mioblastos ou mioblastos imaturos apresentam atividade mitotica e
nao expressam nenhuma proteina muscular. Os pré-mioblastos tornam-se fusiformes e,
guando comecam a expressar a desmina, sdo denominados mioblastos. Conforme o
desenvolvimento muscular prossegue, varios mioblastos se unem, perdem seus limites
celulares e, como resultado, tem-se uma célula longa com varios nucleos, o miotubo. O
miotubo continua seu desenvolvimento; as miofibrilas se organizam no interior da célula
e 0S nucleos passam a ter localizagdo periférica. Dessa forma, origina-se a célula

muscular estriada esquelética ou miofibra (GITIRAMA, 2007).

2.4.2. Regeneragdo Muscular

As mionecroses, caracterizadas por danos nas fibras musculares (AZEVEDO-
MARQUES et al.,, 1985), sdo bastante comuns em envenenamentos botropicos
(GUTIERREZ; LOMONTE, 2003) e independentemente de sua origem, a patogénese da
mionecrose tende a seguir um padrao (ROCHA, 2008).

Quando sofre algum tipo de injdria, estruturalmente, a célula muscular tem seu
sarcolema lisado, ocorrendo a permeabilizacdo de componentes extracelulares para o

meio intracelular, e componentes intracelulares para 0 meio extracelular,
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consequentemente ha um desequilibrio idnico, aumento do influxo de Ca*", distdrbios
osmoéticos e edema celular, tal evento promove a formacdo de lesbBes delta,
hipercontracdo das miofibrilas, seguida pela perda de registro dos sarcémeros,
aglutinacdo compacta dos miofilamentos e o desarranjo do reticulo sarcoplasmatico e
das mitocéndrias (ROCHA, 2008). Uma vez que ndo possui capacidade mitética, se
regenera a partir da ativacdo e diferenciacdo das células satélites em mioblastos
(MOZZETTA et al., 2011) (Figura 4).

As células satélites sédo células progenitoras mononucleares encontradas no
musculo maduro entre a lamina basal e o sarcolema. Normalmente se apresentam
quiescentes, sendo ativadas em respostas aos estimulos, que neste caso, € a injlria
muscular (HUARD et al., 2002).

miofibra em repouso
células satélites quinescentes miotrauma

miontcieo

N L &
e <*ativacao e proliferagao

- 2 2
**aaaass*®  das células satélites
auto-renovagao

miofibra regenerada com
nucleo central ‘ ‘ '

quumrotax:a com ﬁbra danificada

Fuséo com miofibra danificada
(hipertrofia)

Fusao para produzir nova miofibra
(hiperplasia)

Figura 4. Esquema representativo da regeneracdo do tecido muscular estriado esquelético a partir da
ativacao e diferenciacéo das células satélites (www.efdeportes.com). Acesso em 25/06/2014.

A regeneracdo muscular ocorre a partir da habilidade do sistema
musculoesquelético em determinar mudancas estruturais e funcionais a fim de que o
tecido se adapte a estimulos que desequilibrem sua homeostasia, demonstrando,
portanto, sua plasticidade (BALDWIN; HADDAD, 2002).

Mediada por interacdes intercelulares com a matriz extracelular (MEC) e composta
por uma série de eventos inter-relacionados, a regeneracdo muscular caracteriza-se por

trés fases: inflamatoria, reparacdo e remodelagem (JARVINEN et al., 2005).
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Neste contexto, quando o musculo sofre algum dano, inicialmente, ocorre a fase
inflamatoéria (0-7 dias) caracterizada pela ruptura e posterior necrose das fibras
musculares, com formacdo de hematoma, edema e exudato de fibrina (CHARGE;
RUDNICKI, 2004). Nesta fase, os neutréfilos invadem rapidamente o local da leséo e
promovem a inflamacgdo pela liberacdo de citocinas que podem atrair e ativar células
inflamatorias adicionais (LIMA et al., 2007). A prépria injaria muscular induz a liberagcéo
no espaco extracelular de mediadores da resposta inflamatéria e outras moléculas
biologicamente ativas (RUBIN FABER, 1988). Em seguida, o numero de macrofagos
aumenta e ocorre a invasao da fibra muscular lesada.

Na 22 fase (7-21 dias), ha a fagocitose do tecido necrosado, coagulacéo de fibrina,
sintese de fibronectina, colageno e outros componentes da matriz extracelular;
crescimento sinovial e capilar, com aumento de uma segunda subpopulacdo de
macréfagos que estd associada a regeneracdo muscular, e proliferacdo das células
miogénicas (MESCHER; NEFF, 2005).

Ja na fase de maturacdo e remodelamento (21 dias ou mais) ha maturacdo das
miofibras, diminuicdo gradual do volume de capilares, inicio da organizacéo das fibras de
coladgeno tipo | e finalmente restauracdo da capacidade funcional do masculo reparado
(TIDBALL, 1995; JARVINEN, 2000; KANNUS, 2003; ROCHA, 2007; 2008; 2010).

Alguns genes especificos do musculo estriado esquelético atuam durante este
processo de regeneracdo, sdo denominados como fatores regulatérios miogénicos
(MRF), e pertencem a superfamilia de fatores de transcricdo, “basic helix-loop-helix”
(bHLH) (CHARGE; RUDNICK, 2004).

A familia MRF consiste de Myo D, Myf-3, Myf-5, miogenina (Myf-1) e MRF-4 (Myf-
6/Herculin). Myo D e o Myf-5 sdo os fatores primarios e agem na determinacao
miogénica, a expressao de Myo D é induzida em 12 horas, enquanto a Miogenina e o
MRF-4, fatores de diferenciacéo, tém expressao tardia, durante a fusdo e diferenciacéo
celular (SABOURIN et al., 2000) (Figura 5).

No musculo inalterado, células satélites, como ja mencionadas, sdo normalmente
guiescentes e expressam marcadores como Pax-7, CD34 e M-caderina (ZAMMIT et al.,
2006), entretanto, ao recuperar sua atividade mitética e reingressar no ciclo celular, as

células satélites ativadas rapidamente iniciam a expressdo de Myo D. Os mioblastos
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gerados irdo se diferenciar e, entdo, fundir para formar novas miofibras multinucleadas
(FUCHTBAUER; WESTPHAL, 1992; GROUNDS et al.,, 1992; 1993; YABLONKA-
REUVENI; RIVERA, 1994; YABLONKA-REUVENI et al., 1999; ZAMMIT et al., 2004, SHI;
GARRY, 2006). Nesta fase ha expressao da miogenina, com um concomitante declinio
na expressao de Pax7 e Myf-5, saida do ciclo celular (YABLONKA-REUVENI; RIVERA,
1994; YABLONKA-REUVENI et al., 1999; YABLONKA-REUVENI; PATERSON, 2001;
HALEVY et al., 2004; SHEFER et al., 2006; ZAMMIT et al., 2006).

A miogenina é crucial para o processo de diferenciacdo das células miogénicas in
Vivo e sua acdo em ativar a expressao de genes do musculo esquelético ocorre logo
apos a atividade transcricional de Myf-5 e Myo D (HASTY et al., 1993; NABESHIMA et
al., 1993).

Diferenciacao celular Regeneracdo muscular
EB.5 E14.5 E185 PO 2-3 weeks
Embrido Fase Fetal perinatal Adulto
Progenitores Progenitores Células
embrionarios Fetais Satélites Células Satélites
Células Satélites
- - - e, " Quinescentes
Paxd Pax7 PaxT r - " PaxT+
PaxT+ & ar '
MRF+ 0
. . . : Células
Mioblastos . = - - célul Satélites
elulas
MRFs MRFs MRFs Satélites - Ativadas
Quinescentes . PaxT+
Pax7+
. v - - - -
Fibras L ) = - - - = = =
=N
Musculares - e = == = = 0 "' "_' ""'_ - - - -

Figura 5. Esquema representando a diferenciacdo celular e expressdo génica no musculo estriado
esquelético (http://accessscience.com/overflow.aspx?SearchlnputText=Muscle+development+and+
regeneration&ContentTypeSelect=10&term=Muscle+development+and+regeneration&rootiD=802265).
Acessado em 17/05/2013.

Portanto, embora haja mionecrose, o musculo estriado esquelético apresenta uma
resposta regenerativa que restaura a citoarquitetura dentro de um curto periodo
(HAWKE; GARRY, 2001; COSSU; BIRESSI, 2005; DHAWAN; RANDO, 2005;
HOLTERMAN; RUDNICKI, 2005), onde o microambiente em que a miogénese ocorre
varia entre a miogénese embrionaria e a miogénese regenerativa (TIDBALL, 2005).
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Estudos in vitro tém evidenciado varios fatores troficos, como os membros da
familia de fatores de crescimento de fibroblastos (FGF), de crescimento do tipo insulina
(IGFs), de crescimento de hepatécitos (HGF), neurotrofinas e citocinas, entre elas o fator
de transformacéao de crescimento e interleucina- 6 (IL-6) (HAWKE; GARRY, 2001).

Varios mediadores participam da resposta inflamatéria: 1) quimiocinas, que
realizam quimiotaxia de leucdcitos; 2) enzimas plasméticas, como bradicinina e
fibrinopeptideos, que aumentam a permeabilidade vascular; 3) plasmina que degrada
coagulos em produtos quimiotaticos e ativa proteinas do sistema complemento e seus
derivados, como anafilotoxinas que induzem degranulacdo de mastécitos e
consequentemente libracdo da histamina, e opsoninas que induzem a opsonizagédo de
microorganismos, facilitando a fagocitose; 4) mediadores lipidicos como tromboxanos,
protaglandinas e leucotrienos, que participam do aumento da permeabilidade vascular; 5)
citocinas (IL-1, IL-6 e TNF-a), que induzem efeitos locais, tais como expressédo de
moléculas de adesdo e de quimiocinas, facilitando a migracdo de leucdcitos e efeitos

sistémicos, como expressao de proteinas da fase aguda levando a febre (BILATE, 2007).

2.4.2.1. Citocinas

As citocinas, grupo heterogéneo de proteinas reguladoras, de baixo peso
molecular, como o TNF-a e algumas interleucinas, tém papel importante como
mediadoras nos processos inflamatérios e imunolégicos, na protedlise, no recrutamento
celular e no reparo tecidual (FUKUDA, 2011).

O Fator de Necrose Tumoral alfa (TFN-a), produzido a partir de macréfagos e
mastdécitos, quando presentes em elevados niveis, ou por liberacdo a partir de células
inflamatorias ou pelas proéprias fibras degeneradas (TEWS; GOEBEL, 1997), bem como
em algumas miopatias (KURU et al., 2003), ou até mesmo por acdo de cardiotoxinas
(CHEN et al., 2005) corroborando para a regeneracao.

O TNF-a é responsavel por iniciar a cascata de ativacdo de outras citocinas (IL-6 e
IL-1, por exemplo), bem como aumentar da permeabilidade vascular, ativar monécitos e
neutrofilos e destruir diretamente células infectadas ou malignas (McDERMOTT, 2001).
Seu papel na regeneracdo muscular varia de acordo com o tipo, a gravidade, localizacéao
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e estagio da injuria (TIDBALL, 2005). Além de inibir a sintese de colageno e fibronectina
pelos fibroblastos e diminuir a proliferacdo das células endoteliais (SHAFFER; BARBUL,
1998), também aumenta a proliferacdo e a agregacdo de mioblastos (PASCHALIS et al.,
2005).

Em contrapartida, esta citocina inibe expressao dos fatores de transcricdo MyoD, e
Miogenina, os quais regulam a atividade de genes especificos como genes de proteinas
de miofilamentos, e bloqueia a sintese de RNAs mensageiros de marcadores de
diferenciacdo miogénicos como a-actina (SZALAY et al., 1997). Sua ativacao prolongada
tem sido associada a perda das fibras musculares (SHARMA; ANKER, 2002) e ao
retardo no processo de regeneracdo (MORESI et al., 2008).

Outra citocina importante em diferentes respostas imunoldgicas e inflamatérias é o
IFN-y, que atua principalmente em estagios agudos da inflamacdo (NAOUM, 2001).

O IFN-y influencia diretamente a homeostase e o reparo do musculo esquelético,
inibindo a fibrose (FOSTER et al., 2003). Em cultura de células musculares o IFN-y
aumenta a expressao das moléculas do complexo de histocompatibilidade (MHC),
moléculas de adesdo intracelular (ICAM-1), proteinas quimiotateis de mondcitos
(MANTEGAZZA et al., 1991; REYES-REYNA; KROLICK, 2000), além da ativacao de
macrofagos e da proliferacdo e diferenciacdo de mioblastos (TOMITA; HASEGAWA,
1984; KELIC et al., 1993). Endogenamente, a producdo de IFN-y é requerida para uma
eficiente regeneracdo muscular por seu efeito direto nas fibras (CHENG et al., 2008).

Sabe-se que a elevada expressao de citocinas, como IFN-y e TNF-a, nas fases |
(apés 3h) e Il (apés 3 dias) também contribui para a diferenciacdo das células

precursoras musculares (ROCHA, 2010).

2.5. Glicirrizinato Dipotéassio (DPG)

O alcaguz — Glycyrhiza glabra (Figura 6), especificamente sua raiz, vem sendo
estudado, desde os tempos mais remotos, na medicina tradicional devido ao seu valor
nutritivo e a suas propriedades medicinais (SALEEM et al., 2011). Na medicina
tradicional chinesa, o alcaguz tem acdo farmacologica e fisiologica, como a
desintoxicacdo, inducdo da diminuicAdo da glicose, acdo anti-tumoral,
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hipocolesterolémica, anti-histaminica, anti-leucémica, antibidtica e anti-inflamatoria
(SHIBATA, 2000). Saleem et al. (2011) também relatam a acdo dos extratos de raizes

como radioprotetores.

Figura 6. Espécime adulto da leguminosa alcagcuz com flores. (http:/portalvegetal.c om/wp-
ontent/uploads/2013/03/alcacuz2.jpg). Acessado em 24/06/2014.

Analise fitoquimica do extrato de raiz do alcacuz (Figura 7) evidenciou a presenca
de diversos componentes como: saponinas, triterpenos, flavonoides, cumarinas,

acucares simples e polissacarideos (SALEEM et al., 2011).

Figura 7. Raizes de alcaguz desidratadas. (http://www.readersdigest.co.nz/ licorice-root-health-and-
medical-benefits). Acessado em 24/06/2014.
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O Acido Gilicirrizico (AG - C42Hs2016) € um composto natural isolado do alcaguz
gue apresenta importantes propriedades biolégicas e farmacolégicas como anti-
inflamatoria, anti-viral e anti-cancer. Estudo recente com modelo de cancer de colon em
ratos Wistar mostrou que o AG apresenta potencial quimioprotetor contra lesdes
causadas por 1,2-dimetihidrazina (DMH), como criptas aberrantes, deplecdo de mucina,
hiperproliferacéo, inflamacéo e apoptose (KHAN et al., 2013).

Doses orais de AG (15mg/Kg) reduzem o infiltrado inflamatério por diminuicdo do
numero de mastocitos, supressdo na imunomarcacao de Ki-67, NF-kB-p65, COXs, INOS
e VEGF e aumento na imunomarcacao de p53, conexina-43, caspase-9 e caspase-3
clivada, além da reducéo dos niveis de TNF-a (KHAN et al., 2013).

De acordo com Klosa (1957) a DLs dos varios componentes do AG administrados
em ratos foi determinada em 1,2mg/Kg via oral para o Glicirrizinato Monopotassio e
1,4mg/Kg intraperitoneal para o Glicirrizinato Dipotassio. J& a administragdo intravenosa
de Glicirrizina (120mg) transformada em AG quando metabolizada por uma bactéria
intestinal que contenha B-D-glucuronidase, tem sido usada em paises da Europa e da
Asia para o tratamento de doencas do figado, como a hepatite C crénica. Neste caso a
acdo anti-inflamatéria do AG pode ser mediada pela ligacdo direta da molécula a
membrana celular, especialmente a lipocortina (van ROSSUM et al., 1998). Outros
estudos afirmam que a acdo anti-inflamatéria € mediada por interagdo com a bicamada
lipidica (SCHROFELBAUER et al., 2009). AG de forma intravenosa (20mg/Kg) também
tem sido utilizado em casos experimentais de hepatectomia, apresentando acdo anti-
inflamatéria e anti-oxidante, reduzindo os niveis séricos de aspartato aminotransferase,
alanina aminotransferase e inibindo a liberacéo de citocromo C (TANG et al., 2007).

O Glicirrizinato Dipotassio (DPG - C42HgoK2046) (Figura 8) é um subproduto do AG
extraido em &gua, da raiz de alcacuz, que quando seco por evaporacao resulta em um

po branco, inodoro e de paladar adocicado (Figura 9).
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Figura 8. Formula molecular do Glicirrizinato Dipotassio. (http://www.guide chem.com/reference/dic-
26513.html). Acessado em 23 mar. 2013.

Raiz de alcaguz Neutralizacdo

cortada finamente com amonio Cristalizagéo

Extragdo com GLICIRRIZINATO

agua Descoloragéo Separagéo DIPOTASSIO
Acidificagdo com Extra¢&o com
H,SO0, etanol Secagem Secagem
Precipitagdo Secagem Trr%tsaimﬁgto Concentracao

Figura 9. Esquema representativo do processo de preparagdo do Glicirrizinato Dipotéssio. Adaptado
de: Maruzen Pharmaceuticals Co., LTD. (2008).

Esta substancia tem sido amplamente utilizada na induUstria farmacéutica e
cosmeética, uma vez que pode ser utilizada com frequéncia ou continuamente sem
apresentar efeitos colaterais, devido as suas ac¢fes antitumoral, anti-histaminica,
antibidtica e anti-inflamatdria (SHIN et al., 2012).

O DPG assemelha-se aos corticoides quanto as suas propriedades anti-
inflamatorias e antialergénicas, porém sem apresentar os mesmos efeitos colaterais tais

como eritema, hipersudorese ou reacgdes alérgicas na pele (CEC EDITORE, 2013).
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A eficicia anti-inflamatéria do DPG ao nivel celular € devido a inibicdo da enzima
hialuronidase envolvida no dano a matriz extracelular e responsavel pela liberacdo de
histamina a partir de granulos de mastoécitos. Além disso, o DPG inibe a liberacédo de
mediadores inflamatérios (prostaglandinas e leucotrienos), apresentando um efeito
antialérgico unico (CEC EDITORE, 2013).

Neste sentido, o presente trabalho buscou avaliar a acdo do DPG sobre a
musculatura estriada esquelética de camundongo submetidos a envenenamento

botrépico experimental.
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3. JUSTIFICATIVA

Tendo em vista o alto nimero de casos de envenenamento por animais
peconhentos, inclusive no Brasil, e a ineficacia dos soros antiofidicos em neutralizar os
danos teciduais locais induzidos pelo veneno de serpentes, e também nas propriedades
farmacoldgicas descritas para o Glicirrizinato Dipotdssio, o presente trabalho pretende
estudar os efeitos do DPG sobre a musculatura estriada esquelética de camundongos
submetidos ao envenenamento botrépico experimental na tentativa de caracterizar os

possiveis beneficios do DPG como terapia coadjuvante no tratamento do ofidismo.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a acdo do Glicirrizinato Dipotassio sobre a musculatura estriada
esquelética, especificamente o musculo gastrocnémio de camundongo submetidos a

envenenamento botropico experimental.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a dindmica do processo de regeneracdo muscular na fase inflamatéria
correlacionando com a marcacdo local das proteinas TNF-a e IFN-y, para
compreender o0 processo de mionecrose;

e Avaliar a marcacao local das proteinas myo D e miogenina, para qualificar o
processo de regeneracdo muscular;

e Averiguar a acao do Glicirrizinato Dipotassio durante a mionecrose e regeneracgao

muscular.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Animais

Camundongos machos (n = 40), da linhagem Swiss (Mus musculus), com oito
semanas de idade (25-30 g) foram adquiridos do Centro Multidisciplinar de Pesquisa
Biologica da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB). Durante todo o estudo, os
animais foram mantidos em gaiolas (n = 4) no biotério da Universidade Sdo Francisco
(USF/Braganca Paulista) em fotoperiodo de 12 h claro/escuro, temperatura de 22 + 3°C,
com acesso ad libitum a comida e agua. Todos os procedimentos experimentais com 0S
animais obedeceram as normas da Sociedade Brasileira de Ciéncias em Animais de
Laboratério (SBCAL - antigo COBEA) e foram realizados apds aprovacédo pelo Comité de

Etica Animal da Universidade S&o Francisco (Protocolo n° 001.05.2013).

5.2. Veneno

O veneno bruto da Bothrops jararacussu foi gentilmente cedido pela Profa. Dra.
Léa Rodrigues-Simioni. Para os procedimentos o veneno foi diluido em solucdo NacCl

estéril a 0,9% apenas no momento de uso.

5.3. Experimentacdao in vivo

A experimentacdo animal foi realizada tendo em vista a acdo individualizada e
conjunta do veneno bruto de B. jararacussu e do Glicirrizinato Dipotassio (grupos
experimentais) e as fases de mionecrose e regeneracédo (tempos de sobrevida), a saber:

Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais: I) animais que receberam
injecdo intramuscular (i.m.) de solugcdo de veneno bruto de B. jararacussu (100 ug/mL;
100 pL) (grupo V); 1) animais que receberam, apos a inje¢do i.m. da solu¢do de veneno,
injecdo i.m. de Glicirrizinato Dipotassio a 2% ap6s uma hora (1,4ug/g do peso do animal,

100puL) (grupo VDPG), Ill) animais que receberam inje¢do i.m. da solugdo de

22



Glicirrizinato Dipotassio a 2% (1,4ug/g do peso do animal; 100uL) (grupo DPG); animais
gue néo receberam nenhuma injecéo i.m. (naive — grupo N).

Para a injecdo i.m. do veneno bruto ou da solucéo de Glicirrizinato Dipotassio, 0s
animais foram contidos manualmente através do dorso com o auxilio de um pano, de
modo gentil e seguro, e a area limpa com alcool 70%.

A fase de mionecrose foi averiguada nos tempos de sobrevida de 3 e 24 horas e a
fase de regeneracdo nos tempos de sobrevida de 3, 7 e 21 dias.

Assim sendo, 4 animais receberam, em sua pata direita, solucdo de veneno e, em
sua pata esquerda, solu¢cdo de veneno + Glicirrizinato Dipotéassio; e outros 4 animais
receberam em sua pata direita solugdo de Glicirrizinato Dipotassio e nenhuma solugéo
em sua pata esquerda, para cada tempo de sobrevida, observando-se os cinco intervalos
de tempo expressos no paragrafo anterior.

Os animais foram submetidos a eutanasia com doses letais de anestésico 3 e 24
horas, 3, 7 e 21 dias ap0s o tratamento, e os musculos gastrocnémios foram dissecados

e processados para criomicrotomia.

5.4. Criomicrotomia

Os musculos gastrocnémios dissecados foram seccionados e o tergco médio fixado
em papel filtro com auxilio de resina OCt-Tissue Tek (Sakura, Japao), em solucédo de n-
hexano resfriada em nitrogénio liquido. Cortes histologicos de 14 uym foram obtidos em
criostato Leica CM 1850 da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Os cortes

foram submetidos a técnica de coloragdo com hematoxilina e eosina.
5.5. Imunohistoquimica

Para analise da expressdo das proteinas myo D e miogenina, TNF-a e IFN-y,
foram utilizados os seguintes anticorpos primarios: anti-Myo D 5.8 (codigo 32758), anti-

miogenina 5FD (codigo 12732), anti-TNF-a (codigo 500-P64), anti-IFN-y (cédigo 500-

P119) e o sistema Santa Cruz Biotechnology foi utilizado como anticorpo secundario em
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todas as reacdes realizadas. As reagdes foram reveladas com DAB (1 minuto) e contra-
coradas com hematoxilina (30 segundos).

Todos os anticorpos foram adquiridos da empresa Santa Cruz Biotecnology Inc.
(CA, USA):

TNF-a (N-19): sc — 1350 Anti-cabra
IFN- y (C-20): sc — 700 Anti-coelho
myoD (5.8A): sc — 32758 Anti-rato
miogenina (F5D): sc - 12732 Anti-rato

D N N NN

As laminas histolégicas obtidas em criostato foram fixadas em alcool etilico e
alcool metilico (100%) resfriados a -20°C, por 10 minutos cada banho. Em seguida os
cortes foram lavados em &gua destilada, submetidos ao bloqueio da peroxidase
endogena em solucdo de H,O,a 10% por 30 min, lavados em PBS 0,05M, tratados em
solucdo de PBS/BSA a 1% por 1 h para bloqueio das proteinas inespecificas, e
novamente lavados em PBS 0,05 M. A area proxima aos cortes foi seca, delimitada e
sobre estes aplicado 50 pL de anticorpo primario (1:50) diluido em PBS/BSA 1% (BSA,
Sigma-Aldrich Chemical Co, Mo, USA) a 4°C, em camera Umida, overnight.

Passado o periodo de incubag&o no anticorpo primario, as laminas foram lavadas
em PBS 0,05M e incubadas com anticorpo secundario em temperatura ambiente,
seguindo as instrucdes do fabricante. As rea¢des de imunohistoquimica foram reveladas
com 3-3’diaminobenzidina (Dako, Dinamarca, cdédigo K3648) e contracoradas com
solucdo de hematoxilina Harris por 30 segundos.

Apds o0s ensaios imunohistoquimicos, os cortes foram desidratados em
concentracfes crescentes de alcool etilico, diafanizados em xilol, e as laminas montadas
com Permont para analise em microscopio de luz.

O controle das reacdes foi obtido pela omissdo do anticorpo primario durante a

reacao.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

A patogénese da mionecrose causada pelo envenenamento botrépico é
acompanhada por inUmeras alteracdes sistémicas e locais. A gravidade da patogénese &
devida a complexidade da composi¢cdo quimica do veneno, principalmente proteinas
enziméticas, como a fosfolipase A, (PLA;) (ROCHA, 2008).

Neste sentido, e levando-se em consideracédo a ineficiéncia dos soros antiofidicos
em neutralizar os danos teciduais locais induzidos pelo veneno de serpentes, a busca
por alternativas terapéuticas que visam minimizar o dano local € de grade valia.

Como ja visto por outros autores, o quadro classico da mionecrose é caracterizado
pelo surgimento de lesbes em delta, estas progredindo para as regides de
hipercontracdo e condensacdo das miofibrilas, apresentando espacos vazios no
sarcoplasma (ghost fibers), decorrente do eventual relaxamento dos miofilamentos
agrupados, alteracbes no mecanismo da coagulagdo, ativacdo e adesdo leucocitaria,
aumento da permeabilidade e vasodilatacdo (HOMA e TU, 1971).

Segundo Duncan (1978), a ocorréncia de regides de hipercontracdo € decorrente
do rapido e incontrolado influxo de célcio, j& a condensacdo de miofibrilas pode ser
explicada através do eventual relaxamento das miofibrilas, possivelmente devido a
ativacao de proteases calcio-dependentes.

A andlise in vivo do processo mionecrético induzido pelo veneno da serpente B.
jararacussu, demonstrou as principais caracteristicas das fases que contemplam o
processo da regeneracdo muscular (degenerativa e regenerativa), de acordo com as
caracteristicas histopatolégicas observadas em diferentes tempos de sobrevida apds a
inoculacao do veneno em camundongos.

Os resultados obtidos na fase inflamatoria estdo expressos na tabela que se

segue:
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Tabela 1. Quantificacdo das alteracbes morfolégicas observadas nas fibras musculares do musculo
gastrocnémio de camundongos sob a agdo de veneno botropico e a agdo conjunta do DPG durante a fase
inflamatéria

VENENO (V) Célula delta  Célula hipercontraida Célula edemaciada  Célula ghost
3 horas 12,8% 31,9% 25,5% 29,8%
24 horas 21,4% 21,4% 42,9% 14,3%
3 dias 50,0% 50,0% 0,0% 0,0%
7 dias 64,3% 9,5% 21,4% 4,8%
21 dias 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%

VENENO+DPG (VDPG)

3 horas 3,7% 25,9% 44,4% 25,9%
24 horas 25,0% 0,0% 75,0% 0,0%
3 dias 46,2% 23,1% 30,8% 0,0%
7 dias 25,0% 0,0% 75,0% 0,0%
21 dias 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
NAIVE (N)
3 horas 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
24 horas 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
3 dias 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
7 dias 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
21 dias 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%

GLICIRRIZINATO (DPG)

3 horas 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
24 horas 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
3 dias 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
7 dias 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
21 dias 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%

Conforme dados da Tabela 1 a histologia do musculo gastrochnémio nos animais
pertencentes ao grupo N manteve-se inalterada ao longo dos tempos analisados (Figura
10); morfologia normal, com formato hexagonal, nudcleo periférico, evidenciando a

auséncia de mionecrose.
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Figura 10. Cortes histoloégicos do musculo gastrocnémio de camundongos naive (A, C) e tratados com
DPG (B, D). Notar o padréo inalterado das fibras musculares estriadas esqueléticas com nucleo periférico
e formato hexagonal, evidenciando a auséncia de mionecrose. Aumento: 40x.
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Pode-se observar também, a partir dos dados consignados na Tabela 1, que em
todos os tempos de sobrevida o grupo V (100 pg/mL; 100 uL) e VDPG (100uL, 1,4mg/qg),
apresentou um namero expressivo de alteracdes morfologicas (Figura 11). Apés a lesao
induzida pelo veneno da B. jararacussu os grupos V e VDPG nos tempos de 3 e 24
horas, apresentaram quadro de mionecrose intenso, caracterizado por infiltrado
inflamatorio, células hipercoradas, hipercontraidas, células em delta, ghost fibers e
edema. No grupo VDPG, aos 7 dias, houve maior infiltrado inflamatorio, e nos tempos de
sobrevida 7 e 21 dias, a fase final da regeneracdo muscular, a presenca de células
multinucleadas com localizacao central.

Quanto a acdo do Glicirrizinato Dipotassio, ha evidéncias de sua relevancia sobre
0s animais submetidos ao envenamento botropico: De fato, nas primeiras trés horas
apos a inoculacdo experimental, o numero de células ghost encontrado nos animais
inoculados com veneno e DPG foi 15,1% inferior ao observado nos grupos inoculados
apenas com veneno - 29,8% de células ghost encontradas em amostras sob acao do
veneno, contra 25,9% sob acdo de veneno e DPG. Esta relacdo € ainda maior para a
observacédo de células hipercontraidas - a acdo do DPG reduziu a observacédo de células
deste tipo em 23,6%, resultados estes intimamente correlacionados com a inibicdo das
citocinas TNF-a e IFN-y, reduzindo a degeneragdo muscular. Quanto as células ghost,
por fim, é importante verificar que a acdo do DPG zerou sua observacdo a partir de 24
horas da acéo do referido componente.

As observacdes para os grupos DPG e N corroboram com a auséncia de efeito
miotéxico do Glicirrizinato Dipotassio. Esses grupos nao foram lesionados,
conseglientemente, sem regeneracdo, entretanto, ao observar a Figura 12, os grupos

DPG 7 e 21 dias sugerem que o DPG é promotor de hiperplasia.
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Figura 11. Cortes histolégicos do musculo gastrocnémio de camundongos durante a fase degenerativa (3
e 24 horas) tratados com 100mg/mL do veneno de B. jararacussu (A, C), e posteriormente tratados com
2% de DPG (B, D). Em todas as imagens € possivel observar mionecrose, com a presenga de células
edemaciadas (e) e hipercontraidas (h), lesdo em delta (d), ghost fibers (g), além de intenso infiltrado
inflamatdrio (seta). Aumento: 40x.
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Figura 12. Cortes histologicos do muisculo gastrocnémio de camundongos naive (A, C, E) e tratados com
DPG (B, D, F) apos 3, 7 e 21 dias. Observar a auséncia de lesdo em todos os grupos. Notar a presenca
de células satélites (mioblastos (**) e fibras regeneradas (fr) nos grupos DPG 7 dias e 21 dias,
respectivamente. Aumento: 40x.
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Sabe-se que durante o processo de mionecrose, eventos moleculares como a
ativacao de citocinas séao observados e corroboram com as alteragdes celulares. Sabe-
se que o TNF-a e o IFN-y atuam paralelamente nas fases iniciais do envenenamento 3
horas, regeneracao 7 dias, sendo este processo concluido apds 21 dias.

Dados da literatura descrevem a importancia da presenca de células inflamatorias
para o processo de regeneracdo muscular (ARNOULD et al.,2007). Os macrofagos
podem secretar fatores pro-inflamatorios ou anti-inflamatorios, e esses ultimos, regulam
de forma sincronica a miogénese em humanos (SACLIER et al., 2012).

O ensaio imunohistoquimico para avaliar o IFN-y demonstrou marcagdo mais
intensa para grupo V (3 horas e 24 horas) nas fibras musculares (Figura 13A) e no
tecido conjuntivo (Figura 13C). Nos grupos V e VDPG para os tempos de sobrevida (7 e
21 dias), observa-se marcacédo mais intensa aos 7 dias (Figura 14C) e marcacéao fraca
aos 21 dias (Figura 14F). Para os grupos N e DPG a marcacdo € observada apenas
entre as fibras musculares (Figura 15).

A marcacdo do TNF-a é mais intensa no grupo V para 3 e 24 horas na regido do
infiltrado inflamatorio (Figura 16A; 16C) e no tecido conjuntivo no grupo VDPG (Figura
16D). Para os tempos de sobrevida 3, 7 e 21 dias, fase regenerativa, a marcagao de
TNF-a somente é observada na regido do tecido conjuntivo, nos grupos V e VDPG.
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Figura 13. Imunohistoquimica para expressao de IFN-y. Cortes histolégicos do musculo gastrocnémio
de camundongos tratados com 100mg/mL do veneno de B. jararacussu (A, C,), e posteriormente tratados
com 2% de DPG (B, D), apos 3 e 24 horas. A marcagdo é mais intensa, nas fibras musculares estriadas
esqueléticas (*), para o grupo veneno apoés 3 e 24 horas (A, C) e no tecido conjuntivo, entre as fibras, apos
24 horas, para ambos os grupos (seta). Aumento 40X.
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Figura 14. Imunohistoquimica para expressao de IFN-y. Cortes histolégicos do musculo gastrocnémio
de camundongos tratados com 100mg/mL do veneno de B. jararacussu (A, C), e posteriormente tratados
com 2% de DPG (B, D), apés ,7 e 21 dias. A marcacdo € mais intensa apos 7 dias, entre as fibras
musculares estriadas esqueléticas (seta). Aumento 40X.
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Figura 15. Imunohistoquimica para expresséo de IFN-y. Cortes histoldgicos do musculo gastrocnémio
de camundongos naive (N) (A, C, E) e tratados com DPG (B, D, F). A marcacao para IFN-y é observada
apenas entre as fibras musculares estriadas esqueléticas (seta). Aumento 40x.




Figura 16. Imunohistoquimica para expressdo TNF-a. Cortes histolégicos do musculo gastrocnémio de
camundongos tratados com 100mg/mL do veneno de B. jararacussu (A, C,), e posteriormente tratados com
2% de DPG (B, D), ap6s 3 e 24 horas. A marcacdo é mais intensa, nas fibras musculares estriadas
esqueléticas (*), para o grupo veneno apoés 3 e 24 horas (A, C) e no tecido conjuntivo, entre as fibras, ap6s
24 horas, para ambos os grupos (seta). Aumento 40X
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Considerando a acdo do DPG, na fase de regeneracdo, sobre células satélites,
mioblastos e miotubos, temos a Tabela 2, que se segue:
Tabela 2. Quantificagdo das células satélites, mioblastos e miotubos observados no musculo

gastrocnémio de camundongos sob a acao de veneno botropico e a agao conjunta do DPG
durante a fase regenerativa.

VENENO (V) Célula satélite Mioblasto Miotubo
3 dias 75,5% 24,5% 0,0%
7 dias 55,5% 36,8% 7,7%
21 dias 58,6% 34,9% 6,5%

VENENO+DPG (VDPG)

3 dias 42,6% 57,4% 0,0%

7 dias 48,3% 32,8% 18,9%

21 dias 34,0% 30,4% 35,6%
NAIVE (N)

3 dias 0,0% 0,0% 0,0%

7 dias 0,0% 0,0% 0,0%

21 dias 0,0% 0,0% 0,0%

GLICIRRIZINATO (DPG)

3 dias 0,0% 0,0% 0,0%
7 dias 41,4% 48,3% 10,3%
21 dias 45,8% 30,6% 23,6%

Pode-se observar, a partir dos dados elencados na Tabela 2, que ha um relevante
efeito do Glicirrizinato Dipotassio no sentido de acelerar os efeitos de regeneracédo de
fiboras musculares dos animais inoculados com veneno botrépico. Efetivamente, a
concentracdo de miotubos nos animais posteriormente tratados com DPG foi 5,47 vezes
maior em relagdo aqueles inoculados apenas com veneno, indicando o aumento na
regeneracao celular, através da iniciacdo da expressdo de myoD. Do mesmo modo,
observou-se o0 surgimento de miotubos inclusive em individuos inoculados apenas com
DPG, indicando uma acao importante sobre tais estruturas musculares mesmo fora de
situacOes de envenenamento e toxicidade.

Apos a lesdo muscular, células satélites ativadas expressam a proteina myoD, e

posteriormente a proteina miogenina, sendo assim, grupos foram avaliados em
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diferentes tempos de sobrevida.

A imunohistoquimica para avaliar a marcagdo da myoD nos mdusculos
gastrocnémios de camundongos apds envenenamento botropico, reforca que o
glicirrizinato dipotassio é promotor da regeneragcdo muscular.

A marcacdo de myo D foi positiva na fase regenerativa em todos os tempos de
sobrevida (Figura 17), qualitativamente mais evidente no grupo VDPG (Figura 17B). Os
grupos N e DPG apresentaram fraca marcacdo, sendo essas apenas na regido das
células satélites (Figura 18D). A marcacédo para a proteina miogenina foi imunopositiva
nos grupos V e VDPG, qualitativamente mais evidente nos tempos de sobrevida 3 e 7
dias (Figura 19B; 19D). Nao ha expressdo de miogenina nos tempos de sobrevida 21
dias nos grupos V e VDPG. Os grupos N e DPG a expressdo da miogenina ocorre

somente na regido de spindle cells e fraca marcagao para 21 dias (Figura 20).
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Figura 17. Imunohistoquimica para expressao de myoD. Cortes histolégicos do misculo gastrocnémio
de camundongos tratados com 100mg/mL do veneno de B. jararacussu (A, C, E), e posteriormente
tratados com 2% de DPG (B, D, F). Em todas as imagens € possivel observar a marcagdo de myoD nos
mioblastos durante o processo de regeneracdo muscular. Notar a presenca de miotubos (**) e fibras
regeneradas (fr). A marcacéo é qualitativamente mais intensa ap6s 3 dias, para o grupo DPG e ausente,
apos 21 dias, para ambos os grupos. E possivel observar a presenca de miotubos ainda apés 21 dias, no
grupo VDPG. (D, F) Aumento: 40x; E-F Aumento: 20x.
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Figura 18. Imunohistoquimica para expressdo de myoD. Cortes histolégicos do muisculo gastrocnémio
de camundongos naive (A,C,E) e tratados com DPG (B, D, F). Notar a presenca de mioblastos (*) no
grupos DPG 7 dias Aumento: 40x.



Figura 19. Imunohistoquimica para expressdo de miogenina. Cortes histolégicos do musculo
gastrocnémio de camundongos tratados com 100mg/mL do veneno de B. jararacussu (A, C, E), e
posteriormente tratados com 2% de DPG (B, D, F). Observar a marcacdo de miogenina (**) durante o
processo de regeneracdo muscular. Aumento: 40x.
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Figura 20. Imunohistoquimica para expressao de miogenina. Cortes histolégicos do musculo
gastrocnémio de camundongos 7 dias naive (A,C,E)) e ap6és terem sido tratados com 2% de DPG (B,D,F).
Ha marcacgéo positiva para miogenina apenas na regido de spindle cells (*), para o grupo DPG. Fraca
marcacao para 21dias (E, F). Aumento: 40x.



7. CONCLUSAO

Os dados apresentados no trabalho apontam para a eficacia do Glicirrizinato
Dipotassio (DPG) como agente coadjuvante a soroterapia no tratamento de processos de
mionecrose desencadeada por envenenamento causado por Bothrops jararacussu.

Sua acado anti-inflamatoéria faz do Glicirrizinato Dipotassio um eficiente elemento
para o controle dos efeitos adversos associados ao envenamento botrépico, uma vez
gue, de acordo com os resultados observados, em sua presenca ha uma diminuicdo de
células lesadas, como por exemplo, as células delta e, aumento das células satélites
(hiperplasia muscular); estas sao de grande importancia para todo o processo, pois é a
partir de sua ativacdo que ocorre a diferenciacao celular que leva a regeneracao tecidual,

além da observacao da diminuicédo do infiltrado inflamatoério e da expressao de citocinas.
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