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RESUMEN 

El envenenamiento ofídico representa un problema de salud pública en 
diversos países tropicales, incluidos los países centroamericanos. En 
Centroamérica, Bothrops asper es la principal especie asociada al accidente 
ofídico. Con el afán de interpretar el papel de las principales toxinas del veneno 
de B. asper en el proceso de regeneración muscular observada después del 
envenenamiento por esta especie, en el presente estudio se evaluó el papel de 
diversos factores en el proceso regenerativo, tales como daño a la 

--Pmicrovasculatura muscular, apoptosis de células miogénicas y presencia de 
macrófagos, tanto en la etapa aguda del envenenamiento como en etapas 
regenerativas. 

Se observó que la participación de metaloproteinasas hemorrágicas del 
veneno (tratamientos con veneno completo y metaloproteinasa BaP1) se asocian 
con una respuesta regenerativa poco eficiente caracterizada por un patrón 
histológico heterogéneo en Jos músculos envenenados durante la primera semana 
posterior al envenenamiento; esto contrasta con el cuadro histológicamente más 
homogéneo, asociado a un proceso eficiente de regeneración muscular observado 
en los músculos tratados exclusivamente con miotoxinas (Mtx). 

Al evaluar el papel de la pérdida de la densidad capilar en los músculos 
tratados con veneno, por un período de un mes posterior al envenenamiento, se 
observó que, si bien la densidad capilar se recupera alrededor de dos semanas 
después del envenenamiento, existe una marcada disminución la microvasculatura 
muscular durante Ja fase aguda del envenenamiento (primera semana), etapa que 
coincide con el inicio de la respuesta regenerativa. Se plantea que esta alteración 
a la microvasculatura promueve un proceso isquémico a la vez que limita la 
llegada de mediadores inflamatorios y señales químicas al área de daño, alterando 
así el proceso de regeneración muscular. 

Con respecto a la apoptosis observada en músculos Juego de su 
tratamiento con veneno completo o sus toxinas, aunque no hubo diferencias 
estadísticamente significativas, se observaron tendencias en cuanto a mayor 
presencia de células positivas para TUNEL en los tratamientos hemorrágicos 
(veneno y BaP1), comparado con lo observado en músculos tratados con Mtx. 
Para los tres tratamientos, el día 5 posterior al envenenamiento presentó la mayor 
cantidad de células apoptóticas, hallazgo que puede ser considerado parte del 
proceso normal de regulación observado durante la regeneración. 

.) 

La evaluación de la cantidad de macrófagos observados en los músculos 
tratados con veneno o sus toxinas, permitió detectar tendencias en cuanto al 
número de Jos mismos presentes en diferentes áreas y diferentes tratamientos. 
Para todos los aspectos evaluados, la heterogeneidad histológica observada en 
los tratamientos que incluyeron Ja participación de toxinas hemorrágicas fue el 
factor más característico, dato que puede ser considerado como elemento 
importante en la alteración del proceso regenerativo asociado al envenenamiento. 
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ABSTRACT 

Snake envenoming is an important public health issue in tropical countries, 
like those of Central America, where Bothrops asper is the most important species 
associated with this problem. Here we evaluate the effect of the venom and two 
isolated toxins (myotoxin and metalloproteinase BaP1) on the process of skeletal 
muscle regeneration. The most important aspects that were analyzed included the 
role of muscular capillary vessel damage, myogenic cells apoptosis and infiltration 
of macrophages. Far this evaluation we analyzed muscles at both the acute phase 
of envenoming and regenerative phase. 

We evaluate the regenerative process observed after envenoming in a 
murine model of muscle necrosis and regeneration. As a general finding, 
treatments that induced hemorrhage (venom and BaP1) were associated with a 
poor regenerative response with a heterogeneous histological pattern when 
compared with the treatment that induced muscle necrosis but no hemorrhage 
(myotoxin). 

The density of capillary blood vessels in muscles treated with venom and 
evaluated at different time points after the envenoming event showed an important 
de crease of the muscular microvasculatufe at the acute phase of the envenoming 
(1 hour to 3 days after envenoming), as well as at the beginning of the regenerative 
response (3 to 7 days). This drop on the capiflary vessel account might be 
associated with ischemia, as well as with an impaired chemical signaling 
necessary far the regenerative process, thus promoting a deficient muscle 
regeneration event. 

The presence of TUNEL positive cells was evaluated in musc!es treated with 
venom or isofated toxins (myotoxin and BaP1). The presence of muscular 
apoptotic cells was observed in the three treatments, with increased number of 
myogenic apoptotic cells at day 5 after envenoming. Even when there were not 
significant differences on the TUNEL positive myogenic ce!ls when the three 
treatments were compared, there was a tendency towards higher number of 
apoptotic myogenic cells in muscles treated with with hemorrhagic agents (venom 
or BaP1). The pattern of TUNEL staining was highly heterogeneous, especially in 
muscle injected with venom. 

The evaluation of the density of macrophages showed that there were 
similar amounts of macrophages at 3 and 5 days after envenoming, but at 7 days 
macrophages were more abundant in muscles treated with myotoxin, suggesting a 
longer persistence of macrophages in this treatment, a finding that may have 
implications far the regenerative process. 

Muscles treated with myotoxin showed a more efficient musc!e regenerative 
response when compared with those treated with venom or BaP1. The efficient 
regenerative response observed in myotoxin-treated musc!es was associated with 
the absence of microvascular damage, less apoptotic events in sorne areas and 
longer persistence of macrophages at the damaged I regenerative regions. 
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1. ANTECEDENTES 

1.1 Envenenamiento ofídico por Bothrops asper en Centroamérica 

1.1.1 Bothrops asper 

Existe una gran variedad de serpientes que habitan en Centroamérica, 

perteneciendo principalmente a tres familias: . Colubric;l.ae, Elapidae y Viperidae. 

Las especies de la familia Viperidae se asocian con mayor frecuencia a los 

accidentes ofídicos observados en la región debido a su amplia distribución en 

diferentes ambientes ecológicos. Los géneros de vipéridos observados en 

Centroamérica son: Atropoides, Bothriechis, Bothrops, Cerrophidion, Crota/us, 

Lachesis, Porthidium y Agkístrodon 1-
3

_ 

En Centroamérica, Bothrops asper es la principal especie asociada a 

envenenamiento ofídico. Dicha especie se encuentra distribuida desde México 

hasta el noroeste de Colombia, Trinidad y Venezuela, en la vertiente del Caribe; 

así como hasta las regiones central y sur de Costa Rica, Panamá, y parte de 

Colombia, Ecuador y Perú, en la vertiente del Pacífico4
•
5

. 

Existen diversas características que hacen que B. asper sea la especie 

asociada con mayor frecuencia a casos de envenenamiento ofídico en la región 

centroamericana: la abundancia de la especie, la estructura anatómica de la boca 

que le permite provocar mordeduras en diferentes partes del cuerpo, así como 

también una abundante producción de veneno, la cual también se asocia a la 

posibilidad de producir envenenamientos severos4
•
6

. 

En Costa Rica, B. asper se observa en ambientes húmedos, así como 

bosques primarios y secundarios localizados entre los O y 600 metros sobre el 

nivel del mar, aproximadamente; existen reportes que refieren la presencia de esta 

especie en regiones de mayor altitud4
. Además, debido a la habilidad de esta 

especie de adaptarse a ambientes alterados, como zonas agrícolas, se reporta 

también su presencia en áreas cercanas a viviendas rurales; todo ello provoca que 

la mayor parte de accidentes ofídicos se observen en zonas rurales y que [os 

principales afectados sean niños y jóvenes trabajadores agrícolas4
·
5

. 
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Los vipéridos han desarrollado un sistema muy eficiente de producción e 

inoculación de veneno, en el cual se observa la presencia de un canal de veneno 

entre la glándula productora y los colmillos superiores frontales. Cuando ra 

serpiente tiene la boca cerrada dichos colmillos se pliegan hacia atrás, pero se 

proyectan cuando la boca se abre, permitiendo la inoculación del veneno sobre la 

presa durante la mordida. El veneno de los vipéridos consiste en una mezcla 

compleja de biomoléculas y sales inorgánicas, donde de~,\q_ca la presencia de 

péptidos, proteínas sin actividad enzimática y enzimas con diferentes actividades, 

entre otros componentes. Estos componentes polipeptídicos son los principales 

elementos responsables de los diferentes efectos patológicos observados en 

casos de envenenamiento por vipéridos i. 

1.1.2 Composición del veneno 

Los venenos de serpientes consisten en una compleja mezcla de 

biomoléculas con diferentes propiedades bioquímicas y farmacológicas, 

incluyendo enzimas (proteinasas, fosfolipasas, nucleasas, L-aminoácido oxidasas, 

etc.), miotoxinas, toxinas hemorrágicas, toxinas que interfieren con factores de la 

coagulación, neurotoxinas, inhibidores de acción de las diferentes enzimas que 

componen el veneno, factores de crecimiento, lectinas, aminoácidos libres, aminas 

biogénicas, carbohidratos, lípidos, nucleótidos, nucleósidos, ácidos orgánicos, así 

como cationes y aniones orgánicos7
. Si bien se han caracterizado las principales 

actividades de muchos componentes proteicos del veneno, aún es necesario 

conocer el papel de todos los componentes del mismo, u otras posibles 

actividades en el envenenamiento. 

La composición específica de! veneno de las diferentes especies de 

serpientes venenosas es variable, observándose incluso diferencias menores 

entre miembros de la misma especie que han sido separadas por barreras 

biológicas. A pesar de estas diferencias, las fracciones proteo!ítica y de 

fosfolipasa A2 de !os venenos comprenden el mayor porcentaje en cuanto a 

composición de los mismos, correspondiente a aproximadamente el 90 por ciento 

de la composición del veneno de B. asper de la vertiente del Pacífico. Esta 
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preponderancia de metaloproteinasas y fosfolipasas A2 es un factor común 

observado en las los venenos de las diferentes especies de serpientes venenosas 

de la familia Viperidae7
·
8

. 

Diversos estudios realizados a partir de veneno de especímenes de B. 

asper de Costa Rica han permitido caracterizar el veneno de esta especie. En 

Costa Rica, se reportan diferencias en cuanto a la actividad y ar proteoma 

observados en venenos obtenidos de especímenes de las regiones del Caribe y 

del Pacífico. Dichas poblaciones fueron separadas por barreras biológicas, las 

cadenas montañosas de Guanacaste, Central y de Talamanca, evento que 

promovió la separación de las poblaciones de B. asper en el país. Se sugiere que 

las características de las regiones geográficas ejercieron diferente presión 

evolutiva, Ja cual se ve reflejada en diferencias en la composición del veneno en 

ambos grupos5
•
8

. 

En un estudio realizado por Gutiérrez y colaboradores9
, se observó que 

los venenos de las serpientes del sector del Caribe presentan mayor actividad 

hemorrágica, procoagulante y mionecrótica, distinguiéndose de los de las 

serpientes del Pacífico en las que destaca una mayor actividad proteolítica. 

Además, existen variaciones en las actividades tóxicas y enzimáticas de 

serpientes juveniles y adultas en ambas poblaciones, considerándose que la 

variación es efecto del cambio en cuanto al tipo de alimentación en diferentes 

etapas de la vida (presas ectotérmicas en etapas juveniles y endodérmicas en 

etapas adultas)9_ Posteriormente, los análisis proteómicos revelaron diferencias en 

cuanto a la concentración de proteínas en ambos grupos; las serpientes del Caribe 

presentan mayor contenido de serina proteinasas, L aminoácido oxidasas y 

desintegrinas, mientras en las del Pacífico destaca la presencia de toxinas con 

actividad fosfolipasa A2 (PLA2s), y dentro de este grupo de toxinas destaca la 

presencia de PLA2s lisina 49 (Lis 49)8. En este punto cabe destacar que las PLA2s 

de venenos de serpientes se dividen en dos grandes grupos en función de su 

actividad catalítica, la cual puede atribuirse, en importante medida, a la identidad 

del aminoácido presenten en la posición 49, participando del sitio activo de fa 

enzima. Las enzimas catalíticamente activas presentan un residuo de ácido 
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aspártico en dicha posición (Asp 49), mientras que las PLA2s con fisina en 

posición 49 (Lis 49) son inactivas desde el punto de vista catalítico. Es importante 

destacar que actividad miotóxica de las PLA2s no se atribuye exclusivamente a su 

actividad catalítica, observándose tanto en las toxinas Asp 49 como en las Lis 49, 

lo cual sugiere que la actividad miotóxica de este tipo de proteínas está asociada a 

la interacción de la proteína con la célula blanco 10. 

Otro grupo importante de proteínas presentes en el veneno de B. asper 

son las metaloproteinasas dependientes de zinc (SVMPs), las cuales se clasifican 

en cuatro grupos en función de la estructura de la proteína. El grupo P-l 

comprende aquellas SVMPs que presentan únicamente el dominio 

metaloproteinasa, en P-11 se observan dominios metaloproteinasa y desintegrina; 

las P-111 presentan, además del dominio metaloproteinasa, un dominio tipo 

desintegrina y un dominio rico en cisteína, y finalmente las P-lV presentan dos 

subunidades, una con los dominios observados en una P-111 y la segunda con un 

dominio !ectina tipo C. La unión entre subunidades en este último grupo de 

SVMPs se da por la presencia de enlaces disulfuro. Se describen diferencias en 

cuanto a la actividad observada en todos los grupos de SVMPs, describiéndose 

que las P-111 presentan la mayor actividad hemorrágica, sin embargo, también se 

reporta la presencia de SVMPs activas e inactivas como hemorraginas en los 

diferentes grupos descritos 11
. 

Al comparar la presencia y tipo de SVMPs en B. asper en Costa Rica, se 

observa que las mayores diferencias se presentan entre especímenes juveniles y 

adultos, en ambas poblaciones (Caribe y Pacífico). Entre las poblaciones 

juveniles se observa un predominio de SVMPs tipo P-111, las cuales corresponden 

a aproximadamente el 60 por ciento de la composición total de proteína del 

veneno en este grupo. En el grupo de especímenes adultos se observa una 

disminución general de SVMPs (40 por ciento del total de proteína), además de 

una inversión del patrón de SVMPs, destacando en este grupo la presencia de 

proteínas del grupo P-1 (aproximadamente 30 por ciento del total de proteína)8_ 
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En cuanto a la actividad general del veneno de B. asper, en especímenes 

juveniles se observa una mayor actividad proteolítica y hemorrágica, así como una 

mayor capacidad de formar edema y letalidad, comparado con una mayor 

actividad hemolítica y mionecrótica en el veneno de especímenes adultos. Dichas 

diferencias se atribuyen, principalmente, a variaciones en los hábitos alimenticios 

de la serpiente, las cuales le han permitido adaptarse a diferentes tipos de presas 

en diferentes etapas de la vida5
•
8

. 

1.1.3 Fisiopatología del envenenamiento 

El envenenamiento por B. asper presenta características específicas y 

complejas que incluyen alteraciones locales y sistémicas, observándose estas 

últimas en función de la severidad del envenenamiento, así como el período 

transcurrido desde el accidente hasta la aplicación del suero antiofídico. 

Los efectos locales se observan casi de forma inmediata en la región en la 

cual ha sido inoculado el veneno. Estos efectos incluyen: edema, dolor, 

hemorragia, mionecrosis, formación de ampollas y dermonecrosis. Además, 

existe la posibilidad de adquisición de infecciones locales, tanto por bacterias de la 

piel como por bacterias presentes en la boca de la serpiente, favoreciéndose este 

proceso por las alteraciones a la arquitectura local del tejido muscular. Estas 

infecciones pueden provocar procesos sépticos que comprometan la vida del 

paciente o la formación de abscesos que pueden poner en riesgo de amputación 

el miembro envenenado6
. 

En las etapas iniciales del envenenamiento se observa edema y dolor 

proporcionales a la dosis de veneno inoculada. El edema es de origen 

multifactorial, participando en su desarrollo la acción de las SVMPs que tienen un 

efecto directo sobre la microvasculatura, así como por la acción de mediadores 

inflamatorios y del dolor en el sitio de envenenamiento, liberados por efecto de la 

mordedura. En estudios recientes se ha sugerido que las miotoxinas juegan 

también un papel en el desarrollo del edema ya que ejercen un efecto adverso 

sobre los vasos linfáticos. Además, las alteraciones vasculares también 

promueven otras características fisiopatológicas del envenenamiento como 
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desbalance de fluidos, hipovo!emia y alteraciones hemodinámicas, principalmente 

presentes en caso de envenenamiento severo_ Dichas alteraciones además 

promueven un incremento de la presión intracompartimenta! que permite el 

establecimiento del síndrome compartimenta!, condición que favorece el desarrollo 

de un ambiente isquémico en el músculo que también contribuye con el daño 

local6
. 

Como efecto del envenenamiento se presenta un proceso inflamatorio 

local caracterizado por la presencia de un importante infiltrado inflamatorio, el cual 

alcanza su valor máximo a las 24 horas y persiste en esos niveles hasta 

aproximadamente las 72 horas. En las etapas tempranas del proceso inflamatorio 

se observa el predominio de leucocitos polimorfonucleares (PMNs) neutrófilos, 

población que va siendo sustituida por mononucleres para las 72 horas_ En 

estudios experimentales se ha observado que el veneno de B. asper es capaz de 

inducir la expresión de moléculas de adhesión celular en neutrófilos y células 

endote!iales_ Otra característica observada es la acción del veneno en cuanto a la 

inducción de fagocitosis y activación de macrófagos, así como la inducción de 

producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) por células inflamatorias y la 

generación de la fracción C5a del complemento 12
_ 

En un estudio realizado por Teixeira y colaboradores13
, se observó que no 

existe disminución significativa de la mionecrosis observada en el sitio de 

inoculación del veneno, en ratones tratados con anticuerpos anti-PMNs, cuando 

son inoculados con veneno completo de B. aspero con miotoxina 1 (Mtxl, una 

PLA2 cata!íticamente activa del veneno de B asper), evidenciando la ausencia de 

participación significativa de PMNs en el daño muscular característico del 

envenenamiento_ Por el contrario, la ausencia de PMNs se asoció a deficiencias 

en el proceso de regeneración muscular, incluso en aquellos músculos tratados 

con Mtxl, el cual es considerado un modelo de buena regeneración, observándose 

64 por ciento de áreas regenerativas en músculos tratados con miotoxina !, frente 

a 13 por ciento de áreas regenerativas en músculos con el mismo tratamiento y 

anticuerpos anti neutrófilos, destacando así el papel de los neutrófilos en la 

promoción del proceso regenerativo 12
•
13

_ 
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Con respecto al papel de las SVMPs, se ha demostrado que en el veneno 

de B. asper el efecto hemorrágico se asocia a la presencia de SVMPs tanto de los 

grupos P-1 como P-111, destacando la mayor abundancia de P-1 en el veneno de 

adultos. Dichas SVMPs provocan la alteración estructural de células endoteliales 

de vasos capilares provocando la pérdida de la integridad de la célula endotelial 

así como alteraciones en la continuidad de la membrana basal que rodea el vaso 

capilar, la cual se debilita además de perder su elasticidad característica6
. La 

participación de dichas alteraciones, unida a la fuerza física ejercida por el flujo 

sanguíneo normal, han sido postulados como los principales mecanismos que 

promueven la hemorragia local observada en el sitio del envenenamiento6
·
14

. 

Con respecto a la dermonecrosis y formación de ampollas, se ha 

observado la participación de BaP1, la principal P-1 del veneno de B. asper, en la 

fisiopatología de estos eventos debido a la hemorragia promovida por dicha SVMP 

a nivel de la dermis y a su capacidad de causar una separación entre dermis y 

epidermis. Además, se sugiere que las alteraciones a los vasos sanguíneos 

promovidas por las SVMPs del veneno promueven un proceso isquémico que 

contribuye a empeorar el daño ejercido por las PLA2s, favoreciendo la 

mionecrosis6
. Otro efecto descrito para BaP1 es la capacidad de esta 

metaloproteinasa de inducir quimiotaxis de neutrófilos, probablemente mediada 

por el sistema del complemento, observándose la participación de C5a en este 

proceso15
. 

La actividad de degradación de componentes de matriz extracelular se 

observa tanto en SVMPs, así como serina proteinasas y hialuronidasas del 

veneno, siendo más destacada la acción de SVMPs en este proceso. Dicha 

actividad, además de promover el proceso hemorrágico, provee las condiciones 

necesarias para favorecer la diseminación del veneno en el músculo afectado, 

haciendo más significativa la fisiopatología del envenenamiento6
. 

Una de las características clásicas del envenenamiento por B. asper es la 

mionecrosis, la cual es causada por efecto de las PLA2s básicas presentes en el 

veneno, u homólogos de las mismas. La inoculación de Mtxl promueve 

mionecrosis, así como alteraciones histológicas e incremento de la actividad 
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plasmática de la enzima muscular creatina cinasa (CK)6. La mionecrosis 

representa una forma de daño severo al músculo, la cual involucra la muerte 

rápida de la fibra o una sección de esta_ La necrosis de tejido muscular y la 

capacidad de eliminación del tejido necrótico por células del sistema inmune son 

procesos esenciales en la iniciación. de los eventos regenerativos_ Una 

característica importante de la mionecrosis es su incapacidad de danar células 

satélites o la lámina basal de la fibra muscular16
_ 

Estudios ultraestructürales han demostrado que el principal efecto de Mtxl 

es la alteración de la membrana plasmática de fibras musculares, promoviendo la 

formación de lesiones focales, las cuales favorecen el incremento en la 

concentración de calcio citoplasmático por efecto del ingreso incontrolado de 

calcio extracelular_ Las alteraciones en el equilibrio del calcio intracelular 

promueven una hipercontracción muscular la cual, además de alterar la actividad. 

contráctil normal del músculo, favorece el daño mecánico sobre la membrana 

celular; además, el exceso de calcio en el citosol promueve su influjo hacia la 

mitocondria, lo que altera los procesos de generación de energía y la pérdida de la 

integridad de la membrana mitocondriaL Así mismo, el exceso de calcio promueve 

la activación de enzimas proteolíticas dependientes de calcio. En conjunto estos 

eventos promueven la muerte de fibras musculares en la región en la que se 

distribuye Mtxl, así como las otras fosfolipasas A2 del veneno, tanto las que son 

catalíticamente activas, como las que no lo son6
. 

El efecto citotóxico demostrado por diferentes PLA2s de venenos de 

serpientes, incluyendo Mtxl, afecta a diversos tipos celulares; sin embargo, se 

observa mayor susceptibilidad en fibras musculares y miotubos_ El amplio ámbito 

de acción de las PLA2s se asocia con la habilidad de dichas proteínas de 

interactuar con fosfolípidos de membrana, así como a la capacidad de 

reconocimiento de sitios específicos en la membrana celular, en los cuales ejerce 

su actividad citotóxica_ Se considera que esta especificidad de reconocimiento es 

un proceso importante en la acción miotóxica sistémica observada en venenos de 

otras serpientes como la crotoxina de Crota!us dudssus o miotoxinas tipo 

fosfolipasa A2 de clase 1 aisladas de venenos de algunos elápidos6
. 
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La severidad de los efectos fisiopatológicos del envenenamiento puede 

variar en un amplio ámbito, observándose en algunos casos daño sistémico, 

evento que ocurre en envenenamientos moderados o severos por B_ asper_ De 

presentarse daño sistémico, éste se manifiesta por sangrados, coagulopatías, 

hipotensión, alteraciones hemodinámicas, edema pulmonar y fallo renal agudo, 

entre otras complicaciones 17
_ A diferencia de la hemorragia local, la observación 

de hemorragia sistémica se asocia a la presencia de SVMPs del tipo P-111 en el 

veneno de B. asper, las cuales son más abundantes en especímenes juveniles, a 

los que se asocian, a la vez, envenenamientos con más complicaciones 

hemorrágicas8
•
17

. Otro aspecto asociado al envenenamiento sistémico es una 

marcada disminución en el recuento de plaquetas; estudios experimentales 

demuestran que dicho efecto es debido a la presencia de una proteína similar a 

lectina tipo C, llamada aspercetina, la cual es capaz de inducir agregación 

plaquetaria dependiente del factor de van Willebrand. De igual forma, la actividad 

coagulante del veneno promueve la disminución significativa de fibrina y/o 

fibrinógeno, actividad que se considera efecto de la acción de dos proteínas: 

Asperasa, una serina proteinasa similar a trombina, y Basparina, una SVMP tipo 

P-111, capaz de activar protrombina 17
. 

Los diferentes componentes del veneno actúan en conjunto favoreciendo 

los diferentes procesos fisiopatológicos asociados al envenenamiento por B. 

asper, los cuales pueden llegar a comprometer la vida de la víctima o promover un 

daño irreversible a la musculatura del mismo. 

1.1.4 Tratamiento antiofídico 

El tratamiento del envenenamiento ofídico se basa en la neutralización, 

mediada por anticuerpos, de las principales proteínas causantes de los efectos 

más severos del envenenamiento. Dichos anticuerpos se generan por la 

inmunización controlada de animales, de los cuales el procesamiento del plasma 

genera un antisuero específico para la especie de serpiente con que fue inoculado 

el anima!. La inmunización de caballos con los venenos de B. asper, Crota!us 

simus y Lachesis stenophrys promueve la formación de anticuerpos, 
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principalmente lgG, los cuales son capaces de neutralizar las actividades tóxicas y 

enzimáticas de estos venenos y de otros venenos de especies de la familia 

Viperidae 18
. 

En el desarrollo de antivenenos para el tratamiento del envenenamiento 

ofídico es importante tomar en cuenta la distribución de las serpientes de la región, 

asf como la interacción de las mismas con poblaciones humanas. Debido a la 

diversidad de especies de serpientes venenosas observadas en Centro América, 

el antiveneno polivalente producido en Costa Rica se obtiene por inmunización de 

caballos con mezclas de venenos de tres especies de serpientes: B. asper, 

Crotalus simus y Lachesis stenophys18
. 

La evaluación de la efectividad de un antiveneno se realiza por medio de 

pruebas que permitan determinar la neutralización de los principales efectos del 

veneno a partir del cual fue generado. La neutralización del efecto letal del 

veneno en un modelo murino, así como la neutralización in vitro de proteínas 

asociadas a los efectos sistémicos del veneno, son de las principales pruebas que 

permiten determinar la potencia de un antiveneno. En general, se considera que 

los antivenenos equinos producidos en Latinoamérica son eficaces en la 

neutralización de los efectos sistémicos del veneno de B. asper en los países en 

los que son producidos (Costa Rica, México y Colombia), así como en países 

vecinos (por ejemplo Guatemala)18
. 

A pesar de la eficiencia de dichos antivenenos, su capacidad de prevenir 

los efectos locales det envenenamiento es solo parcial, observándose en 

ocasiones que efectos locales como hemorragia, mionecrosis y edema, son causa 

de complicaciones que pueden llevar a la pérdida de tejido muscular o 

amputación. Esta disminuida capacidad de los antivenenos de neutralizar los 

efectos locales del veneno se debe en gran parte a la rápida y eficiente acción de 

los componentes del veneno que presentan efectos locales; así mismo, los 

anticuerpos presentes en el antiveneno son capaces de neutralizar el efecto de las 

proteínas del veneno, pero no de revertir el daño provocado por las mismas, 

previo a la aplicación del antiveneno. Otro efecto que se asocia a la capacidad 

disminuida de neutralizar determinados efectos del veneno se debe a la 
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inmunogenicidad de las diferentes proteínas asociadas a dichos efectos. Se ha 

reportado que la neutralización del efecto hemorrágico requiere menor cantidad de 

antisuero que la neutralización del efecto miotóxico, lo cual puede reflejar una 

menor presencia de anticuerpos anti-miotoxina, en parte debida a menor 

inmunogenicidad de dicha toxina 18
• 

1.2 Regeneración muscular 

El músculo esquelético está constituido por fibras multinucleadas con los 

núcleos distribuidos en la periferia, de naturaleza contráctil y rodeadas de tejido 

conectivo, las cuales se agrupan en haces y se asocian a neuronas motoras. Las 

miofibras presentes en los músculos del organismo presentan diferentes 

propiedades fisiológicas, observándose que los músculos individuales presentan 

diversas combinaciones de fibras de contracción lenta / resistentes a la fatiga y 

fibras de contracción rápida J no resistentes a la fatiga. La capacidad contráctil 

general del músculo está determinada por la composición del mismo en función de 

los dos tipos de fibras 19
. 

Las actividades realizadas por el músculo esquelético en animales 

corresponden, entre otras, a locomoción, postura y respiración, principalmente. El 

músculo esquelético es susceptible al daño asociado a causas directas (trauma, 

laceraciones, actividad física extenuante, acción de miotoxinas), o indirectas 

(alteraciones neurológicas, defectos genéticos). La incapacidad de reparar el 

tejido muscular dañado, o la deficiente reparación del mismo, puede provocar 

atrofia y/o pérdida de la masa muscular, condiciones que deterioran la calidad de 

vida del paciente e incluso pueden ponerla en riesgo19
. 

El mantenimiento de la actividad muscular normal depende, en gran 

medida, de la capacidad del mismo de reparar la alteración de la arquitectura y 

funcionalidad del tejido muscular. Esta alta capacidad regenerativa se atribuye a 

la presencia de células indiferenciadas, residentes de músculo, llamadas células 

satélites, las cuales se activan por efecto de diversos procesos de daño muscular 

y generan la reposición funcional de fibras musculares dañadas 19
•
2º. 
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El proceso de regeneración muscular en músculos adultos de diversos 

modelos animales presenta diversas características en común con el proceso de 

miogénesis embrionaria. Se distinguen procesos regenerativos en función del 

grado de daño a las fibras musculares; la reparación de fibras dañadas por 

situaciones que no generan eventos necróticos musculares, y el daño severo a 

músculo que tiene como componente importante la mionecrosis 16
. 

El proceso de regeneración muscular incluye dos etapas, una degenerativa 

en la cual se observa marcada necrosis, evento que es normalmente iniciado por 

la alteración de la membrana de la miofibra (sarcolema) que promueve un 

incremento en la permeabilidad del sarcolema, y una etapa regenerativa que 

implica la activación de células satélite, y su posterior proliferación y fusión 19
. La 

regeneración muscular se observa únicamente posterior a eventos necróticos, la 

necrosis se presenta .únicamente en porciones de la miofibra. Los eventos que 

promueven la necrosis, además, favorecen el establecimiento de un proceso 

inflamatorio en el cual se observa remoción de tejido necrótico por las células del 

sistema inmune, siendo este evento, unido al mantenimiento de la integridad de la 

lámina basal y una correcta vascularización e innervación, requisitos 

indispensables para un proceso regenerativo eficiente 16
. 

1.2.1 Activación de las células satélites 

Se conoce como células satélites a un grupo de células mononucleadas, 

indiferenciadas, quiescentes, presentes en músculo esquelético de mamíferos, así 

como aves, reptiles y anfibios. Estas se localizan dentro de la lámina basal que 

rodea las fibras individuales, entre la membrana plasmática de la fibra muscular y 

la membrana basal. Las células satélites presentan mayor relación núcleo I 

citoplasma en comparación con otras células mononucleadas, así como contenido 

reducido de organelas celulares. Presentan un núcleo mitóticamente quiescente, 

así como también se observa disminuida actividad transcrípcional en el mismo19
. 

En ratones las células satélites representan del 5 al 1 O por ciento del total 

de núcleos presentes en músculo normal. Este grupo de células se identifica por 

la presencia de marcadores moleculares únicos como son: Pax7, M-cadherina, 



CD34 y la proteína de fusión Myf5/¡321
, además de observarse una distribución 

desigual de este tipo celular en el músculo. Las células satélites se observan en 

mayor número asociadas a fibras musculares lentas, así como en regiones 

cercanas a la unión músculo - neurona motora y cercanas a vasos capilares 19
. 

Otra característica de este tipo celular es que se han reportado variaciones en 

cuanto a cantidad de células satélite con la edad describiéndose una disminución 

en la densidad de las mismas con el envejecimiento 19
•
21

. 

Tanto Pax3 como Paxl son factores de transcripción que juegan papeles 

importantes en diversos tejidos y órganos, incluyendo el músculo esquelético. 

Dichos factores de transcripción ejercen influencias en diferentes etapas del 

desarrollo muscular22
. El papel de Pax3 es esencial en la regulación de la 

migración de células miogénicas, dependiente de MyoD durante la embriogénesis, 

mientras que Pax7tiene una mayor participación durante el crecimiento perinatal y 

en etapas adultas22
•
23

. Las proteínas Pax3 y Pax7 unen secuencias similares en el 

ADN, sugiriendo que regulan los mismos grupos de genes, sin embargo, se 

sugiere que posiblemente no cumplen papeles redundantes en la miogénesis, 

observándose la principal participación de Pax3 en la migración de células de 

linaje miogénico, y Paxl en promover el potencial miogénico de dichas células en 

etapas post embrionarias23
• 

Pax7 tiene funciones importantes en la regulación de las células satélites, y 

es expresado en forma específica en este tipo celular y su descendencia, 

participando de la especificación y regulación del linaje miogénico. Se ha 

observado que Pax7 promueve el compromiso miogénico de la célula satélite23
. 

Mucho del conocimiento actual con respecto a la actividad de las células 

satélites en regeneración muscular proviene del estudio de modelos animales, 

principalmente murinos, en dicho proceso. La activación de células satélite para 

iniciar el proceso de regeneración muscular se inicia por efecto de procesos que 

promuevan daño muscular como isquemia, estiramiento, presencia de óxido nítrico 

(NO) y denervación, entre otros; estos son estímulos diferentes de aquellos que 

promueven el crecimiento y recambio normal de células satélites21
• El primer paso 

en el proceso de regeneración .muscular consiste en la activación de las células 
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satélites, que en condiciones normales se observan quiescentes, y la proliferación 

de las mismas, momento en el cual son reconocidas como células precursoras 

miogénicas (mpcs) o mioblastos adultos. Al establecerse una cantidad suficiente 

de mpcs, la mayor parte de estas células se fusionan para formar nuevas 

miofibras o para reparar las dañadas. Sin embargo, siempre se observa un 

pequeño porcentaje de células satélites que no se diferencian y se mantienen 

quiescentes, reemplazando a las que originalmente se comprometieron en el 

proceso regenerativo 19
·
20

; se ha descrito que la activación de células satélites no 

se da únicamente en la región dañada, observándose la activación y migración de 

las mismas desde regiones sanas alrededor de la zona de daño muscular19
. 

Por efecto de los diferentes tipos de daño que generan fa iniciación del 

proceso regenerativo, se observa la liberación local de diversos factores químicos 

que sirven como mediadores y señalizadores de los diferentes eventos necesarios 

para la regeneración efectiva. Uno de los primeros eventos asociados al dailo es 

la liberación del factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) por tipos celulares 

específicos, así como liberación de pro - HGF, normalmente asociado a matriz 

extracelular, y su activación por el activador de HGF (una serina proteinasa), 

acción que se ve favorecida, además, por la activación de metaloproteinasas de 

matriz (MMPs) por efecto del NO producido por la óxido nítrico sintasa liberada de 

la lámina basal en respuesta al daño a la miofibra24
. 

El HGF liberado en el sitio de daño se une a su receptor específico (Cm et), 

presente en la superficie de las células satélites, señal que promueve la 

proliferación de este tipo celular19
·
21

•
24

. El papel de HGF en el proceso de 

regeneración muscular es más importante en las etapas tempranas del proceso de 

regeneración muscular en las cuales se encuentra elevado, y cuya concentración 

disminuye a medida que avanza el proceso regenerativo. También se ha sugerido 

la participación de HGF en la migración de células satélites al sitio de daño19
. 

1.2.2 Diferenciación y fusión de células precursoras miogénicas 

La activación de mcps, para mamíferos en general, promueve el 

incremento de la transcripción de miembros de la familia de factores regulatorios 
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miogénicos (MRFs): Myf5 y MyoO. Estudios realizados en modelos animales han 

permitido establecer el papel de MyoO en la diferenciación de mcps, así como 

también en fusión de los mismos; esta última actividad se realiza en conjunto con 

M-cadherina. La actividad de M-cadherina en cuanto a la promoción de la fusión 

de mpcs no afecta la diferenciación bioquímica de los mioblastos. Se ha sugerido 

que el papel de Myf5 es el de fa:vorecer el mantenimiento de una población basal 

de células satélites 19
. 

Luego de la proliferación de mpcs se observa un incremento en la 

expresión de miogenina y MRF4 en las células que inician el programa final de 

diferenciación, seguido de la detención del ciclo celular. La finalización del 

programa de diferenciación celular se observa con la activación de la cadena 

pesada de la miosina (MHC) y la fUsión de mpcs para reparar la (s) fibra (s) 

muscular (es) dañada (s). Se sugiere que MRF4, el cual se encuentra presente en 

los núcleos de fibras musculares recién fusionadas, participa en la maduración de 

miofibras19
. 

El proceso de fusión de mioblastos sigue una serie eventos celulares, 

ordenados, los cuales incluyen: elongación, migración celular, reconocimiento I 

adhesión, así como fusión de membranas. Estudios realizados con mioblastos en 

cultivo han permitido observar que, luego de fa diferenciación, los mioblastos se 

alargan y migran para reunirse con. otros mioblastos diferenciados, formando 

grupos de células alineadas, que posteriormente se fusionan para formas 

miotubos nacientes, los cuales dan lugar a miotubos maduros. Una gran variedad 

de moléculas. (extracelulares, de superficie celular), así como eventos 

moleculares, influencian la habilidad de fusión de mioblastos25
. 

Se ha descrito la presencia de moléculas que participan en el proceso de 

fusión, las cuales se expresan asimétricamente en mioblastos activados, 

participando en diferentes roles en el proceso de fusión. También se ha 

observado una modificación, espacio temporal de las moléculas involucradas en el 

proceso de fusión, observándose variaciones entre el tipo de moléculas 

involucradas en la fusión presentes en mioblastos diferenciados y miotubos 

nacientes25
. 
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En la literatura científica se ha descrito el papel de diversos factores de 

crecimiento en las diferentes etapas del proceso de regeneración muscular. Se ha 

sugerido que diversos miembros de la familia de factores de crecimiento de 

fibroblastos (FGF) pueden promover proliferación de mioblastos a la vez que 

inhiben su diferenciación. Dentro de esta familia de factores de crecimiento, FGFe 

ha sido reportado favoreciendo la proliferación de células satélites y 

mantenimiento de tejido muscular; en cuanto a su papel en cultivo celular, se ha 

observado que favorece la expresión de marcadores de diferenciación celular en 

líneas celulares miogénicas (C2C12), cuando es utilizado a bajas concentraciones. 

La expresión de receptores específicos de miembros de la familia FGF se ha 

observado durante los eventos regenerativos. Músculos en regeneración 

presentan el receptor 4 para FGF (FGFR4), cuya máxima expresión se observa al 

momento de formación de miofibras. Las células satélites también expresan 

FGFR4 en un patrón similar a la expresión de FGF6; esto ha llevado a sugerir que 

este receptor específico participa en la transición de proliferación a diferenciación 

de células satélites; por aparte, el receptor FGF1 se asocia principalmente a la 

proliferación de mioblastos24
. 

Si bien el papel de HGF en proliferación de células satélite ha sido descrito 

de manera efectiva, también se conoce que dicho factor inhibe el proceso de 

diferenciación de mioblastos, por estudios en los que se suministra dicho factor en 

forma externa21
•
24

. La interacción entre proliferación y diferenciación de 

mioblastos es un proceso complejo que requiere la· organización y conjunción 

correcta, en espacio y tiempo, de diversas señales bioquímicas que garanticen la 

correcta secuencia de eventos, los cuales promuevan un proceso regenerativo 

eficiente24
. 

Otro grupo de factores de crecimiento que participa en el proceso 

regenerativo corresponde a la superfamilia del factor de crecimiento transformante 

¡3· (TGF ¡3). El papel de los miembros de esta superfamilia en el proceso 

regenerativo es inhibir la proliferación y diferenciación ae mioblastos 19
•
24

. La 

función de TGF ¡31, 2 y 3 en la regeneración muscular es compleja, observándose 
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su participación tanto en fusión de mioblastos, como en regulación del sistema 

inmune en el proceso regenerativo y sobrevivencia de neuronas motoras 19
. 

Un miembro de la superfamilia TGF ¡3, la miostatina, ha demostrado tener 

un efecto regulatorio en el proceso de crecimiento muscular, inhibiendo la 

proliferación de células satélite. La miostatina, también llamada factor de 

diferenciación 8 (GDFS), ejerce efectos sobre proteínas reguladoras del ciclo 

celular, sugiriendo que este factor participa ~n el mantenimiento del estado 

quiescente de las células satélite. Estudios experimentales han permitido 

observar que la regeneración muscular en ausencia de miostatina es más efectiva, 

demostrándose incluso disminución del fenotipo distrófico en ratones mdx con 

incremento de masa muscular y reducción de la severidad de la enfermedad24
. 

Este modelo animal se utiliza en estudios de distrofia muscular de Duchenne, fa 

cual es una miopatía recesiva asociada a X, causada por mutaciones en el gen de 

la distrofina, la cual favorece un proceso de daño progresivo a la membrana de la 

fibra muscular por efecto de la ausencia de dicha proteína. Este proceso 

promueve un daño constante a las fibras musculares seguida de procesos 

regenerativos e inflamatorios que terminan agotando la capacidad regenerativa del 

músculo provocando la debilidad muscular que lleva a los pacientes a la muerte26
. 

Durante la regeneración muscular se observa la presencia de miostatina 

generada por fibroblastos, cuya expresión es regulada en espacio y tiempo. 

Durante el proceso necrótico posterior al daño muscular, los niveles de miostatina 

se mantienen bajos para evitar su efecto inhibitorio en la proliferación de células 

satélite; sin embargo, en los inicios de la etapa regenerativa se observa un 

incremento en niveles de miostatina, situación que se ha asociado con un posible 

efecto quimioatrayente de este factor para fagocitos y células inflamatorias19
. 

Finalmente, el factor de crecimiento similar a insulina (IGF) ha demostrado 

ser capaz de alterar la expresión de MRFs, promoviendo tanto la proliferación 

como la diferenciación / tusión de mioblastos in vitro. Durante el proceso de 

regeneración se observan niveles elevados de IGF 1 y 11, sugiriendo el 

cumplimiento de dicho papel in vivo. Además, se ha descrito el papel de !GF 

promoviendo la sobrevivencia de mioblastos y favoreciendo el proceso de 
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reinnervación de músculos dañados durante el proceso de reparación 19
. En el 

anexo 1, se presenta un cuadro que resume la actividad de los factores de 

crecimiento en la regeneración muscular. 

1.2.3 Participación del sistema inmune en la regeneración muscular 

El daño muscular que promueve necrosis despierta una respuesta inmune 

inflamatoria caracterizada por invasión secuencial de leucocitos, destacando la 

presencia de neutrófilos y macrófagos. La invasión de neutrófilos se observa de 

manera casi inmediata, en la zona de daño muscular, la cual presenta 

características comunes de un proceso inflamatorio como estallido respiratorio, 

liberación de radicales libres, eliminación de desechos celulares y matriz 

extracelular, secreción de citocinas proinflamatorias, además de preparar la 

remodelación de la matriz extracelular27
·
28

. 

La contribución de los neutrófilos en el daño local en el envenenamiento 

ofídico ha sido descartada en estudios realizados con anterioridad. Por el 

contrario, la ausencia de neutrófilos se asoció a una eliminación retardada de 

desechos celulares, aumento de fibrosis y regeneración deficiente. Estos 

hallazgos sugieren un importante papel de los neutrófilos en el proceso 

regenerativo, principalmente por la eliminación de restos celulares, previa al inicio 

de la regeneración 13
. 

Posterior al incremento de neutrófilos, se observa el arribo consecutivo de 

dos poblaciones diferentes de macrófagos. La primera sub población de 

macrófagos es de tipo fagocítico y expresa el marcador CD68, el tipo de 

macrófago característico de una respuesta inmune tipo Th1. Esta población 

alcanza su nivel máximo en las primeras 24 horas posteriores al daño muscular. 

La respuesta inmune tipo Th1 favorece la rápida eliminación de restos celulares 

producto de la necrosis muscular a la vez que favorece el proceso inflamatorio. 

Posteriormente se observa la llegada de la segunda sub población de macrófagos 

en los que predomina el marcador CD163, los cuales alcanzan su máximo nivel 

entre 2 y 4 días posteriores al daño muscular. Este tipo de macrófagos presenta 

baja actividad fagocítica y persisten en el tejido durante la regeneración. Este es 
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el tipo de macrófagos observados en una respuesta inmune tipo Th2, el cual 

presenta efectos anti inflamatorios que reducen la población de macrófagos CD68. 

Dicho cambio en el fenotipo de macrófagos en la regeneración muscular 

promueve la reparación del tejido muscular dañado a la vez que incrementa la 

expresión de genes que codifican por factores que participan en la remodelación 

del tejido conectivo y fibrosis como: pro colágenos 1y111, MMPs y arginasa27
. 

Otra de las funciones asociadas a la población de macrófagos CDí 63 es la 

eliminación de moléculas de hemoglobina liberadas en el tejido por efecto del 

daño muscular, ya que CDí63 es un receptor para hemoglobina y haptoglobina 

que permite la internalización y eliminación de estas moléculas por el macrófago; 

disminuyendo así el posible efecto tóxico de las mismas, así como también la 

disponibilidad de iones de hierro que podrían participar en el proceso de formación 

de radicales libres por medio de la reacción de Fenton27
. 

Además de las funciones descritas, los macrófagos en ambientes tisulares 

promueven el crecimiento y diferenciación de otros tipos celulares, incluyendo 

células miogénicas. Se ha descrito la capacidad de mpcs de atraer 

selectivamente poblaciones de macrófagos, los cuales participan en el proceso 

regenerativo29
. Estudios realizados por Sonnet y colaboradores30

, han 

demostrado el papel de macrófagos en la inhibición de apoptosis de mpcs. La 

activación de células satélites favorece la atracción de macrófagos, a la vez que 

se inicia el proceso de diferenciación a mpcs; durante este proceso se liberan 

factores de sobrevida así como también promueve la expresión de receptores 

específicos de ligandos que permiten adhesión a componentes de matriz 

extracelular así como a macrófagos. Se postula que este contacto directo de 

mpcs y miotubos con macrófagos favorece la sobrevida de los mismos, 

disminuyendo la posibilidad de que entren en apoptosis30
. 
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1.3 Apoptosis 

1.3.1 Características generales 

En el desarrollo de los organismos multicelulares se observa un equilibrio 

constante entre la cantidad de células que se dividen para renovar y mantener 

vigentes a los tejidos, así como las que mueren por haber cumplido ya sus 

funciones específicas. Se han descrito diferentes mecanismos de "muerte celular 

programada", procesos naturales de muerte celular que permiten el mantenimiento 

de dicho equilibrio, los cuales transcurren. en el organismo permitiendo la 

eliminación de células innecesarias, sin alterar el entorno31
. 

El mantenimiento de la vida de la célula depende de la constante recepción 

de señales extracelulares de supervivencia, las cuales permiten que la maquinaria 

apoptótica, previamente descrita, se mantenga inactiva. Cuando las condiciones 

del entorno (isquemia, agentes tóxicos, entre otras), o internas (infecciones virales, 

daño irreparable al ADN), alteran el equilibrio de la célula, dejan de percibirse las 

señales de supervivencia y se inicia el proceso apoptótico32
. 

La apoptosis es el mecanismo mejor descrito de muerte celular 

programada, la cual microscópicamente consiste en el encog_imiento de la célula, 

pérdida de la arquitectura del citoesqueleto, condensación y rompimiento del 

material nuclear y, finalmente, fa formación de "cuerpos apoptóticos" (b/ebs), que 

son eliminados por células fagocíticas sin despertar una respuesta inflamatoria. 

La secuencia de eventos que permiten este programa de muerte celular es 

compleja32
. 

El estudio de la apoptosis ha permitido el reconocimiento de las 

características bioquímicas que se observan en este tipo de muerte celular, como: 

fragmentación de cromosomas por endonucleasas particulares, exposición de 

fosfolípidos con carga negativa en la porción externa de la membrana celular, 

pérdida del potencial de membrana mitocondrial, así como alteraciones en la 

membrana externa de la mitocondria que favorecen la salida de proteínas desde el 

espacio ínter membranas, hacia el citosol. Los eventos que inician el proceso 

apoptótico pueden dispararse por señales externas (ruta extrínseca de activación 
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de la apoptosis), o internas (ruta intrínseca), que promueven la activación de un 

grupo de enzimas con actividad proteolítica conocidas como "caspasas", las 

cuales inician un proceso de proteólisis parcial I activación en cascada que 

amplifica la señal de muerte y finalmente activa caspasas ejecutoras que se 

encargan de promover el rompimiento de proteínas citoplasmáticas y laminas 

nucleares, así como también proteínas del citoesqueleto, procesos que dirigen las 

características morfológicas de la apoptosis. Tanto la ruta extrínseca como la 

intrínseca de iniciación de la apoptosis requiere la formación inicial de un complejo 

proteico (OISC para la ruta extrínseca y apoptosoma para la ruta intrínseca), que 

involucra proteínas de andamiaje que ayudan a organizar y activar caspasas 

iniciadoras32
• 

La regulación de la apoptosis requiere la participación de proteínas pro 

apoptóticas que garanticen la consecución de este evento hasta sus E?tapas 

finales, así como también proteínas anti apoptóticas que eviten la activación 

inapropiada de esta forma de muerte celular. Con respecto a la ruta extrínseca de 

la apoptosis, existen receptores similares a los receptores de muerte pero que 

carecen del dominio citoplasmático de muerte, los cuales neutralizan las señales 

externas de muerte celular. Así mismo, se reconoce la presencia de proteínas con 

dominio de muerte asociado a Fas similar a proteína inhibidora de enzima 

convertidora de interleucina1 f3 (FLIP) que son estructuralmente similares a 

caspasas iniciadoras, pero carecen del dominio proteolítico característico de las 

caspasas27
. 

Con respecto a la ruta intrínseca, un grupo de proteínas pertenecientes a la 

familia Bcl2 (basado en la primera proteína descrita de este grupo la cual se 

asocia a !infama de células B), presentan funciones apoptóticas y anti apoptóticas. 

Dichas proteínas ejercen su función por interacción entre ellas, formando 

oligómeros. Esta familia de proteínas comparte al menos tres dominios proteicos 

similares, distinguiéndose el grupo de proteínas anti apoptóticas (Bcl2, Bel-XL) por 

la presencia de un cuarto dominio proteico exclusivo de este grupo. La interacción 

y balance correcto de miembros de esta familia apoptóticos o anti apopfóticos 

favorece uno u otro estado en la célula32
. 
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Dentro del grupo de proteínas apoptóticas en la familia Bcl2, las 

pertenecientes al grupo BH123 (Bax y Bak), estructuralmente similares a Bcl2 pero 

sin el dominio anti apoptótico, se encuentran ubicadas en la membrana externa de 

la mitocondria, al momento de acercarse lo suficiente para lograr formar 

oligómeros, estos complejos proteicos favorecen la salida de proteínas del espacio 

intermembranas. El otro grupo de proteínas apoptóticas en esta familia es 

denominado "solo BH3", ya que este es el único dominio característico de la 

familia que presenta. Este grupo de proteínas se localizan en el citosol de la 

células y al ser incrementadas por eventos apoptóticos, se unen a proteínas Bcl2 

anti apoptóticas inhibiendo su acción y favoreciendo la acción de BH12332
. 

Finalmente, existe un mecanismo extra de regulación el cual consiste en la 

presencia de proteínas "anti apoptóticas" (IAPs) en el citosol que se unen a 

caspasas activadas para inhibir su acción; siendo su contraparte las proteínas anti 

IAPs, presentes en el espacio intermembranas, las cuales salen al citosol junto 

con las proteínas que disparan la vía intrínseca de la apoptosis, inhibiendo la 

acción de las IAPs32
. 

El conocimiento de la apoptosis se basa, sobre todo, en su función en 

tejidos que están en constante renovación y recambio, como los epitelios, pero 

muy poco se ha descrito del papel de la apoptosis en poblaciones celulares post 

mitóticas como el músculo esquelético. Las características de ser un tejido 

especializado con células alargadas, cilíndricas y multinucleadas, hace del 

músculo esquelético un tejido único, sumamente estable y con un bajo recambio 

celular19
•
33

. 

1.3.2 Apoptosis en músculo esquelético 

En general se conoce poco de la significancia de la apoptosis en la 

homeostasis y reparación de músculo esquelético adulto, pero existe evidencia del 
1 

papel de la apoptosis en el envejecimiento del músculo, distrofias musculares, 

denervación30
, y en general en el proceso de pérdida de masa muscular33

• Se ha 

sugerido que, en condiciones de atrofia muscular, la apoptosis ocurre solo en 

parte de de la fibra muscular multinucleada, en la cual se da la eliminación de 
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regiones dañadas sin alterar la miofibra entera; esto sugiere que las señales 

apoptóticas se generan de forma puntual y son controladas por la maquinaria anti 

apoptótica que permite la eliminación selectiva de núcleos específicos en la 

miofibra; sin embargo, si el daño persiste y sobrepasa la capacidad anti apoptótica 

de la fibra muscular, puede promover la muerte celular por necrosis34
. 

Se considera que el músculo esquelético adulto presenta miofibras 

considerablemente resistentes a la apoptosis. Entre las características 

observadas en músculo esquelético adulto destaca la resistencia del sarcoplasma 

a la activación de la vía apoptótica por citocromo C, ausencia de caspasa 3 

( caspasa ejecutora), ausencia de activador de caspasa 9 ( caspasa iniciadora de la 

vía intrínseca)30
, y expresión del inhibidores de caspasa 8 (caspasa iniciadora de 

la vía extrínseca), ARC y FLIP30
•
33

• Es importante destacar que la resistencia del 

músculo esquelético adulto a las señales pro apoptóticas de origen mitocondrial 

podría considerarse un mecanismo evolutivo para evitar una activación constante 

de la apoptosis por el estrés mitocondrial asociado al ejercicio normal30
• Sin 

embargo, el incremento deJa expresión de proteínas relacionadas con apoptosis 

como Bax, Bcl2 y caspasas, en fibras musculares que han perdido el contacto con 

neuronas motoras, sugiere que en condiciones patológicas las fibras musculares 

pueden ser susceptibles a muerte por apoptosis mediada por mitocondria35
. 

Ha sido reportado que en mamíferos, durante el desarrollo fetal temprano, 

el desarrollo normal de músculo va acompañado de la eliminación de células no 

necesarias por apoptosis36
; sin embargo, en músculo esquelético adulto, la única 

condición fisiológica en la cual se detecta la presencia de caspasa 3 corresponde 

al proceso de regeneración muscular; aunque aún en esta etapa la presencia de 

caspasa 3 es transitoria y se considera permite la eliminación de un exceso de 

células satélites generadas durante la proliferación de las mismas, así como la 

eliminación de nuevas fibras inervadas incorrectamente30
. 

Esta presencia de factores pro apoptóticos en músculo durante la 

regeneración muscular puede asociarse con el reporte de apoptosis de miofibras 

durante diversas condiciones patológicas que implican daño necrótico a músculo y 

una constante tasa de regeneración, como lo observado en la distrofia muscular 
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de Duchenne (DMD), la cual es causada por la ausencia de la proteína distrofina, 

lo que promueve debilidad de la membrana de la miofibra (sarcolema), y un 

proceso constante de daño muscular, necrosis de miofibras, un proceso 

inflamatorio y regeneración muscular. Si bien una de las características 

histológicas de la DMD es la constante presencia de fibras necróticas, Sandri y 

colaboradores36 han reportado la presencia de fibras musculares apoptóticas en 

biopsias de pacientes con DMD, así como un incremento de la presencia de 

proteínas pro apoptóticas (Bad), y disminución de proteínas anti apoptóticas (Bcl2) 

en pacientes con DMD, relación que se observa más dirigida a favor de la 

presencia de Bax en pacientes con DMD avanzada. Así mismo, los autores 

destacan la incrementada presencia de células satélites en proliferación, así como 

mioblastos en DMD, y la mayor susceptibilidad de estos tipos celulares de morir 

por eventos apoptóticos. Se describe la presencia de núcleos apoptóticos tanto en 

mioblastos (positivos para MyoD), fibras regenerativas (núcleo central), y miofibras 

adultas; sin embargo, se reporta un bajo porcentaje de fibras musculares 

apoptóticas (de 0.3 a 1.2 por ciento en las muestras evaluadas en el estudio)36
. 

También se ha asociado la atrofia de fibras musculares que han perdido 

contacto con neuronas motoras, con eventos apoptóticos. Se ha demostrado que, 

en una miofibra, no todos los núcleos entran en apoptosis en el mismo momento, 

sugiriéndose que la apoptosis de mionúcleos individuales y la eliminación de su 

segmento sarcoplasmátíco contribuye al proceso lento de atrofia muscular 

observada en músculos que han perdido contacto con neuronas motoras. Luego 

de la pérdida de contacto con neuronas motoras, las miofibras incrementan la 

expresión de proteínas pro y anti apoptóticas, destacando la presencia de dichas 

proteínas asociadas a apoptosis mediada por mitocondria (vía intrínseca), así 

como incremento en la expresión de caspasas35
. 

Finalmente, también ha sido reportado el papel de la apoptosis como 

mecanismo de muerte celular en eventos de isquemia - reperfusión, destacando 

el papel de la apoptosis en células endotelíales, intestinales, y otros tipos 

celulares, en esta situación. El papel de la apoptosis en la muerte de miocltos en 

eventos isquémicos es controversia!; sin embargo, se considera que además de la 
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muerte por necrosis, un porcentaje de miocitos muere por apoptosis en dichos 

eventos37
. El papel de la apoptosis en isquemia de músculo esquelético no ha 

sido confirmado aún, sin embargo, futuros estudios permitirán establecer la 

participación de la apoptosis en el daño muscular asociado a isquemia. 



26 

2. JUSTIFICACIÓN 

En Centroamérica el envenenamiento ofídico representa un problema de 

salud pública que afecta principalmente a la población rural, sobre todo aquella 

que se dedica a labores agrícolas. De las diversas especies de serpientes 

venenosas que pueden encontrarse en la región, Bothrops asper es responsable 

de más del 50 por ciento de los casos reportados de accidente ofídico, haciendo 

de esta especie la de mayor importancia médica en la región. 

Las características fisiopatológicas del envenenamiento incluyen tanto 

efectos locales como sistémicos, los cuales pueden atribuirse a la acción de las 

toxinas del veneno, principalmente fosfolipasas A2 miotóxicas y metaloproteinasas 

hemorrágicas dependientes de zinc, las cuales son muy abundantes en el veneno 

Gle B. asper. 

En la actualidad se cuenta con antivenenos específicos, los cuales 

neutralizan la acción de las toxinas, constituyéndose como· el único tratamiento 

efectivo en el envenenamiento ofídico. Sin embargo, aún en condiciones de 

aplicación correcta del antiveneno, la seroterapia es incapaz de revertir el daño 

tisular local causado por las toxinas. Esto significa que la reparación del tejido 

depende fundamentalmente de su capacidad regenerativa. 

Factores como la cantidad de veneno inoculada, distribución del mismo y 

rapidez de inicio de la seroterapia, influyen en el grado de daño muscular 

observado en el envenenamiento. En casos extremos en los que ocurre 

inoculación de grandes cantidades de veneno o retardo significativo en el inicio de 

la seroterapia, se observa mionecrosis significativa, la cual se asocia a un proceso 

de regeneración muscular deficiente. En esos casos se compromete la 

funcionalidad del músculo afectado e incluso puede ocurrir pérdida permanente de 

tejido muscular y atrofia; condiciones que disminuyen la calidad de vida del 

paciente. 

En el presente trabajo se evaluó el proceso de regeneración muscular en 

músculos tratados con veneno, y dos de sus toxinas aisladas (una mezcla de 

miotoxinas con y sin actividad catalítica y estructura PLA2 denominadas bajo el 
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término general de "mlotoxina", así como la metaloproteinasa hemorrágica BaP1), 

prestando especial atención a los siguientes eventos: regeneración muscular, 

pérdida de la densidad vascular, apoptosis de células miogénicas, presencia de 

macrófagos y fibrosis. Se pretende establecer diferencias en cuanto a dichos 

eventos en casos de buena regeneración (Mtx), y mala regeneración (veneno y 

BaP1 ). 

Este conocimiento puede servir como punto de partida para entender la 

forma en que el envenenamiento por B. asper puede promover un proceso 

ineficiente de regeneración muscular. Esta información permitirá proponer, 

eventualmente medidas de tratamiento, paralelas a la aplicación del antiveneno, 

que promuevan aquellos procesos regenerativos afectados por efecto del veneno. 
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3. HIPÓTESIS 

La a[teración a la microvasculatura observada en músculos inoculados con 

el veneno de Bothrops asper provoca un proceso de regeneración muscular 

inefidenté que se caracteri,z:a ¡Jo( eJt~raciones en el desarrollo de la respuesta 

inflamatoria, apoptosis y fibrosis. 
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4. OBJETIVOS 

4.1 General 

Estudiar la relación entre las alteraciones a la microvasculatura muscular 

observadas en el envenenamiento por B. asper y Ja presencia de células 

musculares apoptóticas, macrófagos y fibrosis con respecto a la regeneración 

observada en músculos tratados con veneno completo, miotoxina y la toxina 

hemorrágica BaP1. 

4.2 Específicos 

4.2.1 Establecer la cinética de pérdida y recuperación de microvasculatura 

muscular en un modelo murino de envenenamiento y regeneración 

muscular. 

4.2.2 Cuantificar la presencia de células apoptóticas de origen miogénico 

en áreas afectadas de músculos tratados con veneno completo, 

miotoxina, y BaP1, a tres tiempos diferentes asociados con el inicio y 

establecimiento del proceso de regeneración muscular. 

4.2.3 Cuantificar la presencia de macrófagos en áreas afectadas de 

músculos tratados con veneno completo, miotoxina y BaP1, a tres 

tiempos diferentes asociados con el inicio y establecimiento del 

proceso de regeneración muscular. 

4.2.4 Evaluar la presencia de colágeno como indicador del grado de 

fibrosis observado en músculos . tratados con veneno completo, 

miotoxina y BaP1, a tres tiempos diferentes asociados con el inicio y 

establecimiento del proceso de regeneración muscular. 

4.2.5 Comparar la apoptosis de células musculares, presencia de 

macrófagos y grado de fibrosis, en músculos que presentan un 

proceso de regeneración eficiente (tratados con miotoxina) y 

músculos que presentan un proceso deficiente de regeneración 

(tratados con veneno completo y BaP1 ). 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1 Veneno y toxinas 

El veneno utilizado en el presente estudio fue obtenido a partir de una 

colección de especímenes de B. asper mantenidos en cautiverio en el Serpentario 

del Instituto Clodomiro Picado; para el estudio se utilizó únicamente veneno 

obtenido de especímenes provenientes de la región del Pacífico de Costa Rica. 

Luego de su extracción, el veneno fue inmediatamente liofilizado y almacenado a 

-20ºC hasta el momento de su utilización. 

El fraccionamiento del veneno se realizó según procedimientos previamente 

descritos38-4°. El aislamiento de la metaloproteinasa hemorrágica BaP1 incluyó 

dos pasos cromatográficos, iniciando con una cromatografía de intercambio iónico 

(CM-Sephadex C-50) y su posterior purificación por medio de una cromatografía 

de afinidad (Affi-Gel Blue)38
•
39

. 

Para el aislamiento de la Mtx se utilizó igualmente una cromatografía de 

intercambio iónico, (CM- Sephadex C-50), seguida un proceso de filtración y 

concentración40
. Con esta metodología se obtiene una mezcla de dos miotoxinas 

básicas del veneno. Las miotoxinas incluidas en la mezcla corresponden a una 

PLA2 catalíticamente activa (Asp 49), y un homólogo de PLA2 catalíticamente 

inactivo (Lis 49), en una proporción molar aproximada de 1 :241
. Esta mezcla de 

miotoxinas permite reproducir la acción combinada estas moléculas en el veneno 

crudo, ya que se ha reportado un efecto sinérgico entre estos dos tipos de PLA2 

en el veneno crudo42
. 

5.2 Modelo murino de envenenamiento y regeneración muscular 

Para el desarrollo de los experimentos se contó con la aprobación def 

Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUA) de la 

Universidad de Costa Rica, protocolo CICUA-27-10. 

Se utilizaron ratones CD1, de 6 a 8 semanas (18 a 20 g), inoculados en el 

gastronemio derecho con 50 µg de veneno de B. asper diluido en una solución de 

NaCI 0.14 M, fosfatos 0.04 M, pH 7.2 (PBS) (1 µg veneno/µ!). Grupos de tres 
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ratones fueron sacrificados por dislocación cervical luego de 1 y 6 horas, 1, 3, 7, 

14 y 28 días posteriores a la inoculación inicial, con la intención de evaluar tanto 

eventos agudos del proceso de envenenamiento, como el proceso de 

regeneración muscular posterior. De cada ratón se removió el gastronemio 

derecho y fue fijado en fijador de zinc libre de formalina (BD, Frankin Lakes, NJ), 

por al menos 48 horas a 4ºC. Los músculos fueron deshidratados y embebidos en 

parafina. Posteriormente se obtuvieron tres secciones de 4 µm por cada músculo 

con la ayuda de un micrótomo (Microm, GMI, Ramsey, MI) y colocadas en láminas 

portaobjetos. Como control normal se utilizaron los gastronemios tratados con 

PBS y procesados de la misma manera. Las láminas fueron desparafinadas, 

hidratadas y teñidas con hematoxilina (Fischer Scientific, Kalanazoo, MI) y eosina 

(Sigma, St Louis, MO), evaluándose las características del músculo normal, 

envenenamiento agudo así como del proceso de regeneración muscular. 

5.3 Cinética de pérdida y recuperación de microvasculatura muscular 

Para la evaluación de la cinética de pérdida y recuperación de 

microvasculatura en músculos tratados con veneno de B. asper se utilizaron los 

mismos músculos embebidos en parafina descritos en la sección anterior. 

De cada músculo correspondiente a cada tiempo de evaluación se 

obtuvieron cuatro secciones de 4 µm cada una, las cuales fueron colocadas en 

portaobjetos cargados positivamente (Erie Scientific, Portsmouth, New 

Hampshire). Dichas secciones fueron desparafinadas, hidratadas y las primeras 

tres secciones fueron teñidas por medio de inmunohistoquímica de fluorescencia 

(sistema avidina - biotina), utilizando un anticuerpo anti CD31 (Cymbus 

Biotechnology, Hampshire, UK), un anticuerpo secundario biotinilado (Dako 

Cytomation, Dinamarca), y el fluorocromo Alexa 488 conjugado con estreptavidina 

(lnvitrogen, Camarilla, CA) Se utilizó la reacción de Tiramida (Perkin Elmer, 

Bastan, MA) para amplificar la señal fluorescente en la muestra43
, además se 

utilizó un medio de montaje con DaPi (!nvitrogen, Eugene, OR) para identificación 

de núcleos (anexos 2 y 3). De cada sección muscular se tomaron tres fotos 

(Evolution MP, Media Cybernetics, Bethesda, MD) de áreas escogidas al azar y no 
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superpuestas. Con la ayuda de un software (lmage Pro 6.3, Media Cybernetfcs, 

Bethesda, MD), se realizó un recuento de la cantidad de capilares y células 

musculares, así como la determinación de las áreas en cada fotografía a cada uno 

de Jos tiempos posteriores al envenenamiento. La cuarta sección de músculo fue 

teñida de la misma manera, con la diferencia que en el proceso de tinción se 

sustituyó el anticuerpo primario por PBS, con la intencfón de evaluar la presencia 

de tinción inespecífica. 

Se contaron como vasos capilares aquellos que presentaron tinción positiva 

con el fluorocromo, el cual se conjuga con el anticuerpo secundario que reconoció 

la unión del anticuerpo anti CD31 con dicho marcador celular. Además, se tomó 

en cuenta la morfología de los capilares (estructuras redondas, con una porción 

libre al centro no teñida, diámetro máximo de 1 O µm, ubicadas en la periferia de 

células musculares), para diferenciar de los posibles vasos capilares no 

funcionales, o restos de células endoteliales que pudieran observarse en músculos 

envenenados, por efecto de las toxinas hemorrágicas del veneno. Las células 

musculares fueron reconocidas por morfología (diámetro de 25 µm o mayores, 

forma redondeada en cortes transversales, núcleo periférico). 

Se determinó el grado de daño capilar observado en los diferentes tiempos 

posteriores al envenenamiento, así como la tasa de recuperación de la densidad 

vascular durante el proceso de regeneración muscular comparado contra controles 

de músculo tratados con PBS a los mismos tiempos de sacrificio que las muestras 

experimentales. 

5.4 Tinción doble de apoptosis y desmina I Pax7 

Con el fin de evaluar al papel de diversos procesos biológicos durante el 

proceso de regeneración muscular, grupos de tres ratones CD1 de 18 a 20 

gramos fueron inyectados en el gastronemio derecho con cada uno de los 

siguientes tratamientos: 50 µI de veneno (1 µg/µI), 100 µg de una mezcla de 

miotoxinas con y sin actividad catalítica (2 µg/µI) o 50 µg de BaP1 (1 µg/µI), todos 

disueltos en PBS; y sacrificados a los 3, 5 y 7 días posteriores, con la intención de 
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evaluar el proceso regenerativo desde sus etapas tempranas. Como controles 

normales se utilizaron grastronemios tratados con PBS. 

Las dosis de veneno y sus toxinas aisladas fueron seleccionadas con base 

en estudios previos en los cuales se demostró que causan un importante proceso 

de lesión tisular agudo, el cual fue necesario reproducir para las condiciones del 

presente estudio. 

Los gastronemios fueron removidos, colocados en fijador de zinc libre de 

formalina y procesados para ser embebidos en parafina como se describió 

anteriormente. Por cada músculo de cada tratamiento y de cada tiempo se 

obtuvieron cuatro secciones de 4 µm las cuales fueron desparafinadas, hidratadas 

y tres de ellas fueron teñidas para detección de núcleos de células apoptóticas por 

medio de la técnica de TUNEL (Chemicon Billerica, MA), la cual detecta ADN 

fragmentado por efecto de la adición de deoxinuc)eótidos marcados con 

digoxigenina al extremo 3' - OH libre, por la enzima deoxinucleotidil transferasa 

terminal (TdT por sus siglas en inglés) y la detección de los mismos utilizando un 

anticuerpo anti digoxigenina marcado con rodamina. 

Para identificar las células musculares presentes en las muestras, se realizó 

en los mismos cortes histológicos una segunda tinción con un anticuerpo anti 

desmina (Dako Cytomation, Dinamarca), un anticuerpo secundario biotinilado 

(Dako Cytomation, Dinamarca), y el fluorocromo Alexa 488 conjugado con 

estreptavidina (lnvitrogen, Camarillo, CA), finalmente se utilizó un medio de 

montaje con DaPi (lnvitrogen, Eugene, OR), para identificar núcleos (Anexo 4). 

La identificación de células apoptóticas se realizó detectando la presencia 

de células con fluorescencia roja, ubicada en la misma posición del núcleo celular. 

Para identificar las células musculares (tanto normales como regenerativas), se 

observó, además de su morfología (similar a la descrita previamente), una 

reacción positiva, marcada con el fluorocromo verde, a la inmunotinción para la 

proteína muscular desmina. 

Por cada corte histológico se tomaron tres fotografías de áreas en las que 

se observó regeneración muscular (presencia de células musculares positivas 

para desmina, con núcleo central), y se realizó un recuento de la cantidad total de 
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células musculares regenerativas, células apoptóticas (reacción de TUNEL 

positiva), y áreas de tejido muscular. Con estos datos se calculó el índice de 

células regenerativas por área, índice de células desmina negativo - TUNEL 

positivo por área, así como también el porcentaje de células regenerativas que 

presentaban reacción de TUNEL positiva. 

Posteriormente se realizó la tinción de TUNEL a partir de las mismas 

muestras y utilizando en la segunda tinción un anticuerpo anti Pax7 (Abcam, 

Cambridge, MA), un anticuerpo secundario biotinilado (Dako Cytomation, 

Dinamarca), el fluorocromo Alexa 488 conjugado con estreptavidina (lnvitrogen, 

Camarillo CA), y medio de montaje con DaPi (!nvitrogen, Eugene, OR); con el fin 

de detectar la presencia de células miogénicas tempranas (mioblastos). 

Nuevamente se tomaron fotografías de áreas regenerativas y se cuantificó la 

presencia de células apoptóticas totales, mioblastos apoptóticos y mioblastos 

totales. En el caso de la tinción doble, TUNEL y Pax7, únicamente se evaluaron 

muestras de animales sacrificados 3 días después de la inoculación del 

tratamiento. 

Se identificaron como células apoptóticas aquellas que presentaron las 

características descritas previamente. Los mioblastos fueron identificados por la 

presencia de tinción específica verde en un área correspondiente al núcleo de la 

célula, así como criterios morfológicos (células redondas, núcleo con localización 

central, relación núcleo I citoplasma variable, así como tamaño variable). 

Como controles de tinción se utilizaron muestras de músculos tratados con 

PBS, de tiempos comparables, los cuales fueron procesados y teñidos con los 

mismos anticuerpos y fluorocromos que los músculos experimentales. Como 

control positivo de apoptosis se utilizaron muestras de tumor murino (linfoma), 

fijadas y procesadas de misma forma que los músculos. Finalmente, como 

controles negativos de tinción se utilizó el cuarto corte presente en cada lámina en 

el cual no se colocó la enzima TdT (para control negativo de TUNEL) o el 

anticuerpo primario (anti desmina o anti Pax7) para control negativo de detección 

específica de dichos tipos celulares. 
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5.5 Cuantificación de macrófagos 

Utilizando las mismas muestras descritas en el inciso anterior se realizó una 

tinción con anticuerpo anti monocito / macrófago de la línea celular MOMA 

(Millipore) y el fluorocromo Alexa 555 conjugado con estreptavidina (lnvitrogen, 

Camarilla, CA), amplificando la señal con la reacción de Tyramida (Perkin Elmer, 

Boston, MA). Además se realizó una segunda tinción con anticuerpo anti desmina 

(Dako Cytomation, Carpintería) un anticuerpo secundario biotinilado (Dako 

Cytomation, Dinamarca), el fluorocromo Alexa 488 conjugado con estreptavidina 

(lnvitrogen, Camarilla CA), y medio de montaje con DaPi (lnvitrogen, Eugene, OR). 

Se tomaron fotografías de áreas regenerativas para cada tratamiento y 

cada tiempo de evaluación, en las cuales se cuantificó la presencia de macrófagos 

y células musculares, así como las áreas correspondientes a zonas musculares 

por fotografía. A partir de estos datos se determinaro_n los índices de monocito I 

macrófago por célula y por área en cada tiempo y tratamiento para realizar 

comparaciones posteriores. 

Se reconocieron como macrófagos aquellas células mononucleadas, 

presentes alrededor de fibras regenerativas o en fibras necróticas, en las cuales 

se observó tinción específica con el fluorocromo rojo. Las células musculares 

marcadas con desmina fueron identificadas como fue descrito previamente. 

Como control negativo se utilizó el cuarto corte presente en cada lámina, el 

cual no incluyó la presencia de anticuerpo primario (anti monocito I macrófago o 

anti desmina). 

En el presente estudio se realizó únicamente la cuantificación de 

macrófagos totales, sin establecer diferencias entre las dos poblaciones (CD68+ Y 

CD163+), porque la intención general es establecer la presencia y cantidad de 

macrófagos totales observados en Jos diferentes tiempos y tratamientos a evaluar. 

Debido al período de evaluación (de 3 a 5 días posteriores al envenenamiento), es 

más probable que se esté detectando la segunda subpoblación que llega al sitio 

de regeneración (CD163+), sin embargo, la confirmación de este dato queda por 

fuera de los objetivos de este estudio. 
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5.6 Evaluación del grado de fibrosis observado durante la regeneración 

muscular 

Para determinar el grado de fibrosis presente en los diferentes músculos 

evafuados se realizó una tinción con el colorante Sirius Red (Polysciences !ne., 

Washington, PA) en presencia de Fast Green FCF (Sigma, St. Louis, MO). Cortes 

histológicos de las muestras utilizadas para la evaluación de apoptosis y presencia 

de monocitos I macrófagos, fueron colocados en láminas portaobjetos, 

desparafinados e hidratados, y teñidos con la solución de ácido pícrico - Sirius 

Red - Fast Green FCF44
• Las láminas fueron observadas en microscopio de luz, 

se tomaron fotografías de áreas representativas en las zonas regenerativas de 

cada músculo, las cuales fueron utilizadas para establecer el área de tinción de 

colágeno (coloración con Sirius Red), en relación con el área total musculares 

observadas en la fotografía. 

Para determinar cuantitativamente el grado de fibrosis observado en cada 

músculo en regeneración tratado con veneno de B. aspero sus toxinas aisladas 

(BaP1 y Mtxl), se obtuvieron dos cortes histológicos de 15 µm de cada músculo a 

evaluar. Los cortes del mismo músculo fueron colocados en tubos eppendorf de 

0.5 mi, desparafinizados, hidratados y teñidos con solución de ácido pícrico -

Sirius Red - Fast Green FCF. Posteriormente los cortes histológicos fueron 

tratados con una solución de Na OH 0.1 N en metano! absoluto (1 :1) para 

extracción de los colorantes y la absorbancia de los mismos fue determinada 

espectrofotométricamente (Thermo Scientific, Rockford, lL), a una longitud de 

onda de 540 nm para cuantificar colágeno y 605 nm para proteína total44
. A partir 

de los datos de absorbancia se estableció la concentración relativa de proteína 

total y colágeno en las muestras tratadas con veneno o sus toxinas individuales, 

así como en muestras de controles tratadas con PBS, correspondientes a tiempos 

comprables con los tiempos de evaluación incluidos (Anexo 5). 

Finalmente se estableció la relación entre proteína total y colágeno total en 

muestras control y tratamientos, comparándose las variaciones de dicha relación 

en las muestras experimentales con respecto a los controles. Las variaciones de 

dicha relación a favor del aumento de colágeno total fueron consideradas como un 
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indicador del grado de fibrosis muscular asociada al proceso de regeneración, 

comparándose el grado de fibrosis inducido por cada tratamiento. 

5.7 Análisis estadístico 

Para el análisis estadístico de los datos obtenidos en el presente estudio se 

utilizó un diseño en un bloque anidado. Para la realización de dicho análisis se 

calcularon los promedios de valores de cada uno de los parámetros a evaluar en 

cada tratamiento, así como sus desviaciones estándar. Dichos promedios fueron 

comparados por medio de la prueba de Friedman, utilizando los programas 

estadísticos SPSS 15.0 y SigmaPlot 11.0, estableciéndose un nivel de confianza 

del 95 por ciento (p = 0.05), utilizándose la prueba de Wilcoxon cuando fue 

necesario. 
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6. RESULTADOS 

6.1 Características histológicas de músculos tratados con veneno completo 

de B. aspery sus toxinas individuales. 

Inicialmente se realizó una evaluación histológica de los músculos 

inoculados con cada uno de los tratamientos evaluados, observándose las 

características de las diferentes etapas del proceso de daño tisular agudo y la 

posterior regeneración muscular. Dichas características fueron comparadas con 

aquellas observadas en músculos tratados con PBS, los cuales no presentaron 

evidencia alguna de daño muscular y/o regeneración. 

En los cortes de músculo normal las fibras musculares presentaron núcleo 

en Ja periferia, se distribuyeron en grupos o haces, observándose la presencia de 

arterias, . venas y nervios (Figura 1A); el tamaño de las miofibras presentó 

variaciones en función de la edad de los ratones, observándose en promedio un 

diámetro cercano a 35 µm en ratones de 1 O a 12 semanas (4 semanas después 

de tratamiento). 

En la etapa aguda del envenenamiento, un día después de la inoculación 

de los diferentes tratamientos, en aquellos músculos tratados con veneno 

completo se observó necrosis del tejido muscular y hemorragia, así como una 

respuesta inflamatoria, la cual no se distribuyó de forma homogénea en el tejido 

dañado (Figura 1 B). En los músculos tratados con Mtx se observó que el daño 

necrótico fue mayor, que el observado en músculos tratados con veneno 

completo. Además, se observó la presencia de un infiltrado inflamatorio más 

abundante y más homogéneamente distribuido en los músculos tratados con Mtx. 

Otra característica importante en estos músculos es la ausencia de lesiones 

hemorrágicas evidentes (Figura 1 C). 

Finalmente, en los músculos tratados con BaP1, se observó una marcada 

reacción hemorrágica, con presencia irregular de células inflamatorias y menor 

evidencia de daño necrótico, cuando se compara con el daño observado en los 

músculos tratados con veneno completo o Mtx (Figura 1 D). 
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Figura 1. Características histológicas de gastronemio de ratón inoculado con (A) PBS. (B) veneno 
completo de B. asper, (C) Mtx y (D) BaP1. un día después de la inoculación de los diferentes 
tratamientos, durante la etapa aguda del envenenamiento. Tinción H&E. aumento 200x. 

Con la intención de evaluar los eventos iniciales del proceso de 

regeneración muscular, los músculos sometidos a los diferentes tratamientos 

fueron evaluados luego de tres días de la inoculación de los mismos, 

observándose las características histológicas en dicha etapa del proceso, y 

estableciéndose similitudes y diferencias en cuanto a las características 

observadas con cada uno de los diferentes tratamientos. 

Los músculos tratados con veneno completo presentaron en esta eéapa un 

panorama heterogéneo. Se destaca la presencia de zonas de tejido necrótico con 

infiltrado inflamatorio, mezcladas con zonas de tejido necrótico con ausencia o 

muy poca cantidad de infiltrado inflamatorio (Figura 28). 

En contraste con las características observadas en los músculos tratados 

con veneno, los músculos tratados con Mtx presentaban zonas de degeneración 

muscular (presencia de tejido necrótico), con abundante infiltrado inflamatorio. 

Otra característica importante es la presencia de células mononucleadas, con 

escaso citoplasma eosinofílico y núcleo con ubicación central las cuales son 
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sugestivas de ser células miogénicas tempranas (Figura 2C). Finalmente, en los 

músculos tratados con BaP1 , el panorama histológico, en general, se presentó 

similar al observado en los músculos tratados con veneno completo, destacando 

zonas degenerativas con presencia de células inflamatorias, mezcladas con zonas 

degenerativas intactas (Figura 20). 

Figura 2. Características histológicas de gastronemio de ratón inoculado con (A) PBS, (B) veneno 
completo de B. asper, (C) Mtx y (O) BaP1, tres días después de la inoculación de los diferentes 
tratamientos, en el inicio del proceso de regeneración muscular. Tinción H&E. aumento 400x. 

Para finalizar la evaluación histológica, se observaron las características de 

los músculos luego de siete días de la inoculación de los tratamientos. Con base 

en las características del proceso regenerativo previamente descritas 19
, se espera 

que para esta etapa el proceso de regeneración muscular se haya instalado de 

forma definitiva en los músculos, determinándose entonces si el proceso 

regenerativo está transcurriendo de manera eficiente o no, en los diferentes 

tratamientos evaluados. 

En los músculos tratados con veneno completo destacó la presencia de una 

respuesta regenerativa heterogénea en la cual conviven en la misma región zonas 

de franca regeneración muscular mezcladas con zonas de regeneración 
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ineficiente. En las zonas de regeneración ineficiente se observó que el proceso se 

inició de forma irregular, observándose células musculares con núcleo central 

(regenerativas) inmersas en medio de material fibrótico, así como un tamaño 

heterogéneo de células musculares regenerativas. Otro aspecto observado en los 

músculos tratados con veneno es la presencia de zonas de acumulación de tejido 

fibroso, mezcladas con zonas regenerativas, así como la presencia de zonas de 

tejido necrótico no removido (Figura 38). 

A diferencia de las características observadas en los músculos tratados con 

veneno, en aquellos músculos tratados con Mtx se observó un proceso 

regenerativo franco. En este caso destaca la abundante presencia de zonas de 

regeneración muscular en las cuales la distribución y tamaño de las células 

regenerativas es homogénea; además, no se observaron zonas de franca 

acumulación de tejido fibroso, y no se evidenció la presencia de zonas de tejido 

necrótico (Figura 3C). 

Al observar los músculos tratados con BaP1 , estos presentaron 

características similares a las observadas en los músculos envenenados, aunque 

las mismas se observaron menos intensas. Destacan zonas de regeneración 

eficiente mezcladas con zonas de regeneración poco efectiva, en algunas 

regiones aún se observaron zonas de tejido necrótico no removido, así como 

zonas fibróticas (Figura 30). 
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Figura 3. Caracterisiicas histológicas de gastronemio de ratón inoculado con (A) PBS, (8) veneno 
completo de B. asper. (C) Mtx y (O) BaP1 , siete días después áe la inoculación de los diferentes 
tratamientos. cuando el proceso de regeneración muscular se ha establecido. Tinció:i H&E, 
aumento 200x. 

Una característica importante observada en los músculos durante e! 

proceso regenerativo fue una respuesta heterogénea en la cual se mezclan 

características indicativas de una regeneración eficiente con característ!cas que 

sugieren mala regeneración. Incluso se observamn, conviviendo en ei mismo 

músculo, zonas de daño muscular junto con zonas que no presentaron daño 

alguno. 

Esta heterogeneidad de daño y respuesta regenerativa muscular se 

observó en todos los tratamientos y en todos los tiempos evaluados; sin embargo, 

fue más evidente a medida que avanzó el proceso regenerativo, siendo más 

marcada en aquellos tratamientos que involucran la actividad de las 

meta!oproteinasas hemorrágicas del veneno, esto es, los müsculos tratados con 

veneno completo y con BaP1 . En ia figura 4 se presenta una imagen que destaca 

la heterogeneidad de respuesta observada siete días después de la inoculación de 

veneno completo. 
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Figura 4. Características hístotógicas de gastronem10 de ratón inoculado cor. veneno completo de 
B. asper siete días después de la inoculación. Se destaca la heterogene;dad de la respuesta 
regeneratíva observada. Tinción H&E. aumento 200x. 

6.2 Cinética de pérdida I recuperación de la microvasculatura muscular 

La actividad hemorrágica del venenc de 8. asper ha sido descnta 

ampliamente6
·
11

; dicho efecto se atribuye a la acción de las metaloproteinasas 

dependientes de zinc del veneno sobre la microvasculatura. En el caso del 

veneno de 8. asper, esta actividad se atribuye a BaP1, una metaloproteínasa tipo 

P-1, la cual es la más abundante encontrada en el veneno. 

Con la intención de evaluar el daño a la microvasculatura causado por las 

metaloproteinasas durante el envenenamiento agudo y el procese regenerativc, se 

inocularon grupos de ratones en el gastronemio derecho con una dosis de veneno 

que permitió reproducir los efectos del envenenamiento. En estos ratones se 

observó posteriormente el efecto del veneno sobre la densidad de vasos capilares 

presentes en el tejido muscular, comparándose la densidad de vasos capilares 

observados en el tiempo. 
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En las etapas agudas del envenenamiento (1 y 6 horas y 1 día), se 

presentó una marcada disminución de la cantidad de vasos capilares detectados, 

cuando estos valores se comparan contra los de músculos control inoculados 

únicamente con PBS. El valor más bajo de vasos capilares se observó a las 6 

horas posteriores al· envenenamiento. Durante los 3 y 7 días posteriores al 

envenenamiento, se observó la recuperación de la densidad capilar en los 

músculos afectados, sin embargo, aún se detectaron recuentos bajos de vasos 

capilares. 

Durante la etapa aguda del envenenamiento (1 y 6 horas y 1 día), así como 

durante el inicio y establecimiento de la etapa regenerativa (3 y 7 días), los valores 

de vasos capilares observados en los músculos presentaron diferencias 

significativas (p :::; 0.05), al ser comparados con el recuento de vasos capilares 

observado en los músculos control (tratamiento con PBS). Sin embargo, los 

valores de vasos capilares observados a los 14 y 28 días posteriores al 

envenenamiento no presentaron diferencias significativas, al ser comparados 

contra los controles, indicando la-completa recuperación de Ja densidad capilar en 

músculos tratados en veneno en el presente experimento. 

Además, se realizó un recuento de la cantidad de fibras musculares 

presentes en la zona y se estableció la relación de vasos capilares por célula 

muscular presentes en las áreas de evaluación. De forma similar a lo observado 

con el recuento de vasos capilares, en la etapa aguda (1 y 6 horas y 1 día), y al 

inicio del proceso regenerativo (3 y 5 días), se observó una disminución 

significativa de dicha relación (p :::; 0.05), cuando dichos valores eran comparados 

contra aquellos observados en músculos control. Por otra parte, la relación de 

capilares por fibra muscular fue similar a la de los controles en los músculos 

evaluados 14 y 28 días después del envenenamiento. La figura 5 presenta una 

gráfica que resume estos hallazgos. 
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Figura 5. Razón de vasos ·capilares por fibra muscular observados en músculos tratados con 
veneno completo de B. asper y evaluados a diferentes tiempos posteriores a la inoculación del 
veneno. Los asteriscos (*) indican aquellos tiempos en los cuales se observan diferencias 
estadísticamente significativas (p ::; 0.05), con respecto a los valores observados en músculos 
tratados con PBS. 

También se estableció el área de las zonas que fueron evaluadas para 

determinar la densidad de vasos capilares y se estableció la cantidad de vasos 

capilares observados por área (mm2
), en los músculos envenenados. Al comparar 

la razón de vasos capilares por área (mm2
) se observó que esta razón disminuyó 

significativamente (p :::; 0.05) en los músculos envenenados en comparación con 

los valores observados en los controles tratados con PBS. Esta disminución se 

observó tanto en la etapa aguda del envenenamiento (1 y 6 horas y 1 día), así 

como durante el inicio de la etapa de regeneración (3 y 7 días); sin embargo, los 

valores de vasos capilares por mm2 a los 14 y 28 días fueron comparables a 

aquellos observados en los músculos controL Estos resultados se presentan en 

la Figura 6. 
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Figura 6. Cantidad de vasos capilares por área (en mm2
) observados en músculos tratados con 

veneno completo de B. asper y evaluados a diferentes tiempos posteriores a la inoculación del 
veneno. Los asteriscos (*) indican aquellos tiempos en los cuales se observan diferencias 
estadísticamente significativas (p :o; 0.05) con respecto a los valores observados en músculos 
tratados con PBS. 

6.3 Apoptosis de células musculares 

Con la intención de evaluar el efecto de los diferentes tratamientos en la 

promoción de muerte celular por apoptosis en células musculares regenerativas, 

se realizaron tinciones dobles con la técnica de TUNEL y con anticuerpos anti 

desmina (miofibras jóvenes) o anti Pax7 (mioblastos). 

Inicialmente se realizó un recuento de la cantidad de células desmina 

positivo con núcleo central (células musculares regenerativas), presentes en los 

músculos sometidos a los diferentes tratamientos en los diferentes tiempos de 

evaluación y se determinó la razón de dicho tipo celular por área (mm2
). Al 

comparar los valores de células musculares regenerativas se observó que se 

presentaban diferencias significativas (p ~ 0.05) a los tres tiempos evaluados, 

encontrándose dichas diferencias entre Mtx y al menos uno de los tratamientos 

hemorrágicos a los 3 y 5 días posteriores a la inoculación. 
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Para los músculos evaluados a los 7 días de la inoculación, se observó que 

el valor más alto de células musculares regenerativas correspondió a los músculos 

tratados con veneno, tratamiento que presentó diferencias estadísticamente 

significativas (p::; 0.05) con los otros dos tratamientos evaluados (Mtx y BaP1). La 

Figura 7 resume estos hallazgos. 
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Figura 7. Recuento de células musculares regenerativas por área (mm2
) observado en músculos 

tratados con veneno completo de B. asper, Mtx o BaP1 y evaluados a los 3, 5 y 7 días posteriores 
a la inoculación del tratamiento. Los asteriscos (*) indican la existencia de diferencias 
estadísticamente significativas (p :.,; 0.05) entre aquellos tratamientos que se presentan a ambos 
extremos de la barra horizontal. 

También se realizó un recuento de la cantidad de células positivas para 

desmina con núcleo central que presentaban reacción positiva para TUNEL, 

determinándose el porcentaje de las mismas en los diferentes tratamientos a 

diferentes tiempos. En este caso no se encontraron diferencias estadísticamente 

significativas entre tratamientos. Estos resultados se presentan en la figura 8. 
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Figura 8. Porcentaje de células musculares regenerativas que presentan reacción positiva para 
TUNEL en músculos tratados con veneno completo, Mtx y BaP1 y evaluados a los 3, 5 y 7 días 
posteriores a la inoculación del tratamiento. 

Con respecto a la cantidad de células desmina negativo que presentaban 

una reacción de TUNEL positiva, la determinación de estos tipos celulares permitió 

evaluar el panorama apoptótico general del proceso de envenenamiento y 

regeneración muscular. Se observó que para los tres tratamientos evaluados, en 

el día cinco posterior a la inoculación de los mismos, se observaron los valores 

más altos de células no musculares con reacción de TUNEL positiva, 

encontrándose diferencias estadísticamente significativas (p ~ 0.05) a este tiempo 

al comparar los valores de células positivas para TUNEL en los músculos tratados 

con veneno completo o BaP1 cuando se compararon con los músculos tratados 

con Mtx. Estos resultados se presentan en la figura 9. 
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Figura 9. Recuento de células desmina negativo. TUNEL positivo por área (mm2) observado en 
músculos tratados con veneno completo de B. asper, Mtx o BaP1 y evaluados a los 3, 5 y 7 días 
posteriores a la inoculación del tratamiento. Los asteriscos (*) indican la existencia de diferencias 
estadísticamente significativas (p :5 0.05) entre aquellos tratamientos que se presentan a ambos 
extremos de la barra horizontal. 

Finalmente, con la intención de evaluar el papel de la muerte celular por 

apoptosis de mioblastos, se realizó una tinción doble con la reacción de TUNEL y 

anticuerpos anti Pax7, el cua l es un factor de transcripción que se observa en el 

núcleo de células satélites activadas. Esta evaluación se realizó únicamente en el 

día tres posterior a la inoculación de los tratamientos, debido a que en esta etapa 

existe mayor posibilidad de detectar mioblastos activos. En cuanto a la cantidad 

de células positivas para Pax7 por área (mm2
) , se observó que los tres 

tratamientos presentaron niveles comparables de dicho tipo celular (Figura 10). 
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Figura 10. Células Pax7 positivas por area (mm2
) observado en músculos tratados con veneno 

completo de B. asper, Mtx o BaP1 a los 3 días posteriores a la inoculación del tratamiento. 

Además se estableció el porcentaje de células positivas para Pax7 que 

presentaban una reacción de TUNEL positiva, observándose que los tres 

tratamientos evaluados presentaban valores bajos y comparables de este tipo 

celular. Estos resultados se presentan en la figura 11 
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Figura 11. Porcentaje de células Pax7 positivas que presentan reacción positiva para TUNEL 
observadas en músculos tratados con veneno completo de 8. asper, Mtx o BaP1 a los 3 días 
posteriores a la inoculación del tratamiento. 

6.4 Macrófagos 

El papel de los macrófagos en la regeneración muscular ha sido 

ampliamente descrito27
·
30

, por lo que se evaluó su presencia en áreas de daño y 

regeneración muscular en los músculos tratados con veneno de B. asper, Mtx o 

BaP1 a los 3, 5 y 7 días de la inoculación de los diferentes tratamientos. 

Inicialmente se estableció la cantidad de macrófagos por área (mm2
) de 

tejido dañado, encontrándose que a los tiempos tempranos (3 y 5 días), los 

valores de macrófagos observados son comparables . 

A los siete días posteriores a la inoculación del tratamiento se observó que 

la cantidad de macrófagos presente en los músculos tratados con Mtx es 
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significativamente mayor (p s; 0.05) a la encontrada en los músculos tratados con 

veneno completo o BaP1. Estos resultados se presentan en la figura 12. 
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Figura 12. Recuento de macrófagos por área (mm\ de tejido dañado o regenerativo observados 
en músculos tratados con veneno completo de B. asper, Mtx o BaP1 y evaluados a los 3, 5 y 7 días 
posteriores a la inoculación del tratamiento. Los asteriscos (*) indican la existencia de diferencias 
estadísticamente significativas (p ~ 0.05) entre aquellos tratamientos que se presentan a ambos 
extremos de la barra horizontal. 

6.5 Evaluación del grado de fibrosis observado durante la regeneración 

muscular. 

Inicialmente se realizó una evaluación histológica de los músculos 

enfrentados a los diferentes tratamientos y evaluados a los diferentes tiempos, 

utilizando la tinción con los colorantes Sirius Red y Fast Green FCF, los cuales 

permiten teñir de rojo las fibras de colágeno y de verde las proteínas musculares44
. 

La utilización de la coloración con Sirius Red - Fast Green FCF permitió 

establecer una evaluación del grado de fibrosis observada en los músculos en 
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función de la cantidad de colágeno observada en los mismos durante el proceso 

de regeneración muscular. 

En general, todos 1 os tratamientos presentaron un incremento en la 

presencia de colágeno a medida que avanzaba el proceso de regeneración 

muscular. La evaluación histológica de las zonas de daño en los diferentes 

tratamientos evaluados permitió observar que la acumulación de colágeno era 

más evidente en los músculos con una respuesta regenerativa heterogénea, esto 

es, los músculos en los que se presentó la actividad hemorrágica (veneno 

completo y BaP1 ). Esta acumulación de colágeno fue más evidente en las zonas 

con respuesta regenerativa poco eficiente en estos músculos. 

La deposición de colágeno en los músculos que recibieron los tratamientos 

hemorrágicos permitió observar células musculares regenerativas completamente 

aisladas, atrapadas en una matriz de colágeno. Estas células presentaban un 

tamaño menor al observado en las regiones en las que se podía observar un 

ambiente regenerativo más eficiente y con menor deposición de colágeno (Figuras 

138 y O). En el caso de los músculos tratados con Mtx (Figura 13C), se observó 

que, a pesar de la presencia de una mayor deposición de colágeno, cuando se 

compara con lo observado en el músculo control (Figura 13A), la distribución del 

colágeno en estos músculos es más homogénea, sin observarse acumulaciones 

específicas del mismo en zonas individuales del tejido. 

También se observó que la deposición de colágeno se incrementó a medida 

que transcurría el proceso regenerativo, haciéndose más evidente este patrón en 

los músculos evaluados siete días después de la inoculación del tratamiento. 
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Figura 13. Características histológicas de gastronemio de ratón inoculado con (A) PBS, (B) 
veneno completo de B. asper, (C) Mtx y (O) BaP1, siete días después de la inoculación de los 
diferentes tratamientos, cuando el proceso de regeneración muscular se ha establecido. Tinción 
Sirius Red - Fast Green FCF. aumento 200x. 

Una característica de la tinción con Sirius Red - Fast Green FCF es que 

permite realizar una extracción de los colorantes a partir de secciones en parafina 

que han sido teñidos con los mismos. Esto permite realizar una evaluación 

cuantitativa de la presencia de colágeno en las muestras por la medición 

espectrofotométrica de la cantidad de colorante extraído de las diferentes 

muestras44
. 

En este estuqio se realizó una cuantificación de la relación colágeno I 

proteína total en los diferentes tratamientos y tiempos evaluados. En general no 

se observaron diferencias significativas en cuanto a la relación colágeno I proteína 

total presente en los diferentes tratamientos a los diferentes tiempos; sin embargo, 

se observan tendencias de aumento en el valor de dicha relación en los músculos 

tratados cuando se compara con los músculos que únicamente fueron inoculados 

con PBS. Estos resultados se muestran en la figura 14. 
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Figura 14. Relación colágeno/ proteína observada en músculos tratados con veneno completo de 
B. asper, Mtx o BaP1 y evaluados a los 3, 5 y 7 días posteriores a la inoculación del tratamiento. 
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7. DISCUSIÓN 

El impacto del envenenamiento ofídico como problema de salud pública en 

diversos países tropicales, incluidos los países centroamericanos, ha sido 

descrito2
. Si bien en la actualidad el uso de antivenenos específicos para las 

especies de serpientes de mayor importancia médica en cada región representa 

una opción de tratamiento efectiva y eficiente 18
, se reconocen las limitantes de 

dicho tratamiento en cuanto a la incapacidad de revertir el daño tisular local 

provocado por el veneno, destacándose el poco efecto que el antiveneno tiene 

sobre los síntomas agudos del envenenamiento, entre ellos el daño muscular, 

especialmente cuando ocurre un atraso en la administración de esta terapia .. 

El proceso de regeneración muscular es un evento que requiere la 

participación de diferentes elementos, tanto los localizados en el sitio de daño, así 

como también la participación de células y señales químicas que llegan al lugar de 

daño como respuesta al mismo 19
•
20

. Dicho proceso involucra tres etapas: daño 

muscular, degeneración / necrosis muscular y regeneración muscular I 

miogénesis. La sucesión correcta de dichas etapas promueve un proceso de 

regeneración muscular eficiente que favorece el restablecimiento completo y 

funcional del músculo dañado19
. Cualquier evento que altere y/o interfiera en la 

consecución correcta de dichas etapas podría promover alteraciones significativas 

del proceso de regeneración. Un proceso de regeneración deficiente puede dar 

como resultado la pérdida parcial o total, dependiendo del grado de alteración del 

proceso de regeneración, de la funcionalidad en el músculo dañado. 

En el presente estudio se evaluó el impacto del veneno de Bothrops asper, 

así como sus principales toxinas (miotoxinas activas e inactivas catalíticamente, 

con estructura de PLA2 , y BaP1, la más abundante metaloproteinasa hemorrágica 

del veneno), en algunos aspectos del proceso de regeneración muscular, como lo 

son: alteraciones a la microvasculatura muscular, efecto sobre la muerte celular 

por apoptosis de células miogénicas, presencia de macrófagos y fibrosis 

observada en sitios de regeneración muscular. 

Para la evaluación de estos aspectos se utilizaron técnicas histológicas 

(hematoxilina-eosina, Sirius Red - Fast Green FCF), e inmunotinciones. Estas 
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técnicas permitieron realizar una descripción detallada de los eventos locales 

observados durante ta regeneración muscular posterior al efecto del veneno o sus 

toxinas. 

7.1 Características histológicas asociadas al envenenamiento y la 

regeneración muscular 

La observación histológica de los efectos del veneno de B. asper sobre 

gastronemio de ratón permitió establecer la reproducibilidad del modelo murino en 

cuanto al establecimiento de Jos síntomas clásicos del envenenamiento: edema, 

hemorragia, mionecrosis e inflamación, entre otros6
. Se conoce que los 

principales componentes del veneno asociados a dichos síntomas corresponden al 

efecto de las PLA2 miotóxicas, así como las metaloproteinasas hemorrágicas 

dependientes de zinc. La observación histológica de músculos tratados con 

dichas toxinas en forma individual permitió establecer los efectos de las mismas 

en el músculo, distinguiéndose de forma efectiva los efectos individuales de las 

toxinas. 

Al comparar los efectos de los diferentes tratamientos en la etapa de 

regeneración muscular, se observó que aquellos tratamientos que involucraron la 

acción de metaloproteinasas hemorrágicas, i.e. veneno completo y BaP1, se 

asociaron con un proceso de regeneración menos eficiente, cuando se comparan 

con la regeneración observada en los músculos tratados con Mtx. La mayor 

capacidad regenerativa observada en los músculos tratados con Mtx se observa a 

pesar del marcado daño necrótico observado en dichos músculos luego de un día 

de la inoculación del tratamiento. 

El efecto de las metaloproteinasas sobre la microvasculatura muscular ha 

sido descrito anteriormente6
•
11

, demostrándose el papel de las mismas en la 

degradación de componentes de matriz extracelular, situación que promueve el 

debilitamiento y pérdida de la integridad de los vasos capilares, los cuales 

colapsan por efecto de la fuerza ejercida por el torrente sanguíneo 14
, promoviendo 

los eventos hemorrágicos asociados al envenenamiento por B. asper. 
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Al observar las características histológicas de los músculos a los cinco y 

siete días posteriores a la inoculación de los diferentes tratamientos, destaca el 

hecho de que el proceso de distribución del veneno en el sitio de daño es un 

evento completamente aleatorio y heterogéneo, observándose la convivencia de 

zonas con diferentes grados de daño, junto con. zonas intactas. Se propone 

también que la concentración de los diferentes componentes del veneno (o sus 

toxinas individuales en el caso de los músculos tratados con las mismas), en el 

músculo afectado, se observa como un gradiente, en el cual las diferentes zonas 

de tejido muscular son afectadas en diferente medida por estos componentes. 

Esta observación podría explicar Ja marcada heterogeneidad histológica 

que se presenta en la respuesta regenerativa en los músculos tratados con 

veneno completo, principalmente, ya que ha se ha descrito que diferentes 

concentraciones de las toxinas del veneno promueven diferentes respuestas 

celulares45
. Con base en esta información, podría interpretarse que el gradiente 

de distribución de las toxinas del veneno podría estar afectando en diferente 

medida las etapas iniciales de la regeneración en las diferentes regiones 

musculares, favoreciendo la consecución de la misma en algunas regiones con 

base en a la concentración de toxinas, y afectando negativamente la regeneración 

en otras regiones. 

Es necesario realizar estudios posteriores que permitan cuantificar las 

diferentes concentraciones de toxinas en diferentes zonas musculares, y 

correlacionar dichas concentraciones con la heterogeneidad de la respuesta 

regenerativa observada; sin embargo, los hallazgos histológicos asociados al 

proceso de regeneración muscular pueden apoyar esta hipótesis de zonas o 

umbrales de alteración patológica en el tejido inyectado. 

7.2 Pérdida de la densidad capilar 

Una de las características del envenenamiento por veneno de B. asper es 

la presencia de una marcada hemorragia en el músculo inyectado, la cual es 

consecuencia de la acción de las metaloproteinasas hemorrágicas del veneno, 

siendo la más abundante de ellas, en el veneno de B. asper, la BaP1 6
•
11

. Al 
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comparar la regeneración muscular observada en músculos tratados con veneno 

completo, frente a las características de los músculos tratados únicamente con 

Mtx, se observa una marcada diferencia entre las imágenes histológicas en ambos 

tratamientos, presentándose características de un proceso regenerativo eficiente 

en los músculos tratados con Mtx (Figuras 2 y 3), a pesar de la evidente necrosis 

observada en etapas tempranas de la inoculación (Figura 1). Este fenómeno ha 

sido descrito con anterioridad por otros investigadores, .. entre ellos T eixei ra y 

colaboradores 13
. 

Con la intención de evaluar la severidad del daño a la microvasculatura 

muscular observado en músculos tratados con veneno, una dosis del mismo fue 

inoculada en grupos de tres ratones, los cuales fueron sacrificados a diferentes 

tiempos posteriores al envenenamiento, y evaluados para determinar la densidad 

de vasos capilares presentes en los mismos, a diferentes etapas del proceso de 

envenenamiento y regeneración muscular. 

Como se observa en las figuras 5 y 6, la densidad capilar, representada 

como la cantidad de vasos capilares observada por fibra muscular y la cantidad de 

vasos capilares por área (mm2
), se observa significativamente disminuida, cuando 

es comparada contra controles tratados únicamente con PBS, durante la primera 

semana posterior al envenenamiento. Luego de transcurridos 14 y 28 días, 

posteriores al envenenamiento, se presentó una recuperación de la densidad 

capilar comparable con los valores observados en los controles. 

Dicha disminución de la densidad capilar es efecto directo de las 

metaloproteinasas del veneno, que en la etapa aguda del envenenamiento (1 y 6 

horas) promueven tal grado de daño que se requiere un período de al menos 14 

días (para los datos presentados en el presente estudio) para alcanzar 

nuevamente valores de vasos capilares por fibra muscular (o por área), 

comparables con aquellos observados en los controles. 

Se considera que, debido a que la disminución significativa de la densidad 

capilar se observa durante las etapas en las cuales se inician los procesos de 

regeneración muscular (en la primera semana posterior al daño muscular), este 

evento podría participar de forma directa en la deficiente regeneración asociada al 
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tratamiento experimental con veneno completo. El proceso de regeneración 

muscular involucra la participación de diferentes elementos celulares y señales 

químicas, muchos de los cuales llegan al sitio de daño a través del torrente 

sanguíneo. 

Se propone que la alteración a la microvasculatura provocada por las 

metaloproteinasas del veneno es uno de los principales factores que afecta el 

proceso de regeneración, alterando la capacidad de arribo de las células del 

sistema inmune al sitio de daño, así como promoviendo una inadecuada 

señalización y consecución de eventos en el proceso regenerativo. Además, 

dichas alteraciones interrumpen Ja irrigación sanguínea adecuada del músculo, 

disminuyendo la disponibilidad de oxígeno, y Ja entrega de nutrientes y 

señalizadores químicos. Esto se traduce en un proceso regenerativo menos 

eficiente que, en base al grado de daño provocado a la microvasculatura 

muscular, puede comprometer incluso la funcionalidad del músculo regenerado. 

Si bien se observa que con et tiempo se presenta una recuperación 

completa de la densidad capilar en los músculos tratados con veneno completo 

(Figuras 5 y 6, evaluación a los 14 y 28 días), la cual propone una adecuada 

irrigación sanguínea al músculo afectado en estos períodos de tiempo; la falta de 

correcta irrigación sanguínea en las etapas iniciales del proceso de regeneración 

muscular puede ser un evento decisivo en el establecimiento de un proceso 

regenerativo poco eficiente. 

Con los datos presentados se propone la participación clave de las 

metaloproteinasas hemorrágicas en Ja alteración del proceso de regeneración 

muscular. Estas alteran el proceso regenerativo por la interrupción del adecuado 

flujo sanguíneo en el área dañada, lo cual promueve el arribo a destiempo de 

células inflamatorias y señales químicas al sitio de daño. 
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7.3 Papel de la apoptosis 

La muerte celular por apoptosis es un evento que se observa en diferéntes 

etapas de la vida de un organismo como parte de sus procesos fisiológicos. 

Además, se observa con frecuencia en tejidos que presentan una rápida tasa de 

recambio celular, como un mecanismo que ayuda a mantener controlada la 

población celular de dicho tejido32
. 

Con respecto al tejido muscular, el papel de la apoptosis ha sido claramente 

descrito en el proceso de desarrollo embrionario, siendo el principal regulador del 

número y forma de células musculares durante la miogénesis36
. Sin embargo, 

luego del nacimiento, el papel de la apoptosis como mecanismo normal de 

recambio celular en músculo es poco conocido. 

Estudios realizados en músculos adultos han permitido conocer 

características de las fibras musculares que les hacen ser un tejido resistente a la 

muerte celular por apoptosis. Dichas características incluyen la ausencia de 

caspasa 3, ausencia de activador de caspasa 9, presencia de inhibidores de 

caspasa 8, entre otros factores30
• El papel de la apoptosis en degeneración de 

tejido muscular ha sido descrito para situaciones de atrofia muscular, como la 

observada con el envejecimiento, y denervación muscular33
-
35

, así como también 

se observa susceptibilidad a la apoptosis en células satélites y mioblastos durante 

el proceso de regeneración muscular30
. 

En el envenenamiento ofídico, se ha descrito que uno de los principales 

efectos sobre el tejido muscular es la muerte de fibras musculares, o secciones de 

las mismas, por necrosis, principalmente como consecuencia de la acción de las 

PLA2 miotóxicas presentes en el veneno6
•
10

. La necrosis muscular se ha descrito 

también en este modelo como un evento secundario a la isquemia provocada por 

la metaloproteinasas del veneno, al interrumpir la correcta irrigación sanguínea en 

el órgano afectado6
. 

A pesar de la descripción de los eventos necróticos en el envenenamiento, 

no existen reportes que describan la participación de la apoptosis en dicho 

proceso o en la regeneración muscular posterior al mismo. Con la intención de 

evaluar dichos efectos, se realizaron inmunotinciones específicas con anticuerpos 
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dirigidos contra componentes del las fibras musculares y mioblastos, junto con la 

tinción por la técnica de TUNEL, para establecer la participación del proceso 

apoptótico en el proceso regenerativo posterior al envenenamiento. 

Inicialmente se estableció la densidad de células musculares regenerativas 

presentes en los músculos sometidos a los diferentes tratamientos y evaluados a 

diferentes tiempos en el proceso regenerativo. Tal y como se observa en la Figura 

7 para los músculos tratados con Mtx, el valor de células musculares 

regenerativas por área (mm2
) se mantuvo constante durante los tres tiempos 

evaluados (3, 5 y 7 días), a diferencia de lo observado en los músculos tratados 

con veneno completo y BaP1. En estos tratamientos se observa un marcado 

incremento en la densidad de células musculares regenerativas con el tiempo, 

exceptuando el séptimo día después de la inoculación para los músculos tratados 

con BaP1, en los cuales se observó un valor de células musculares regenerativas 

por área comparable al observado en el quinto día. 

Durante los 3 y 5, posteriores a la inoculación de los tratamientos, los 

músculos tratados con Mtx presentaron valores de células musculares 

regenerativas significativamente mayores que los reportados para los músculos 

tratados con veneno (día 3) o BaP1 (días 3 y 5). Por el contrario, para el día 7, los 

músculos tratados con veneno completo presentaron la mayor cantidad de células 

musculares regenerativas por área, observándose significativamente mayores a 

los valores presentados por los músculos tratados con Mtx o BaP1. 

Al comparar estos resultados con la descripción histológica de los músculos 

a los 3 y 7 días posteriores a la inoculación (Figuras 2 y 3), puede interpretarse 

que los valores constantes de células musculares regenerativas por área 

observados en los músculos tratados con Mtx corresponden a la homogeneidad 

en cuanto al tamaño de las células musculares regenerativas observadas en este 

tratamiento, las cuales van incrementando de tamaño de una forma constante. 

Por el contrario, los valores bajos de este tipo celular observados a los 3 días de la 

inoculación de veneno completo y BaP1 pueden ser el resultado de un inicio tardío 

del proceso de regeneración muscular, posiblemente como consecuencia del 

efecto de las metaloproteinasas del veneno en la microvasculatura muscular. 
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En el día 5 posterior a la inoculación de los tratamientos, se presenta un 

incremento en la cantidad de células musculares regenerativas por área, para los 

músculos tratados con veneno y BaP1, cuando se compara con los valores del día 

3; sin embargo dichos valores aún no alcanzan los reportados para los músculos 

tratados con Mtx. Estos datos apoyarían la hipótesis de la activación e inicio 

tardíos del proceso regenerativo. Por el contrario, para el día 7, en los músculos 

tratados con veneno completo, se reportan los valores más altos de células 

musculares regenerativas por área, lo cual es también compatible con dicha 

hipótesis de retardo en el proceso. 

Al comparar los patrones histológicos observados para cada tratamiento 

luego de 7 días de inoculación, se observa que los músculos tratados con veneno 

presentan una respuesta regenerativa sumamente heterogénea, en la cual, en una 

misma área, pueden distinguirse células musculares regenerativas de tamaños 

muy variados. Esta puede ser la razón por la que se esté incrementando el valor 

de este tipo celular reportado para veneno en el día 7, ya que se están contando 

tanto las pocas células que iniciaron el proceso de regeneración a tiempo (día 3 

posterior a la inoculación del tratamiento), como aquellas que presentaron un inicio 

retardado del proceso regenerativo, observándose de menor tamaño. 

Para establecer el papel de la apoptosis en el proceso se realizó la 

cuantificación de las células musculares regenerativas que presentaban reacción 

de TUNEL positiva, reportándose las mismas como un porcentaje del total de 

células regenerativas observadas. En general no se observaron diferencias 

significativas en este porcentaje para los tratamientos y tiempos comparados. Sin 

embargo, la gráfica permite observar la tendencia de aparición de células 

musculares regenerativas con tinción de TUNEL positiva (Figura 8). 

Los tres tratamientos presentaron porcentaje más alto de este tipo celular al 

día 5 posterior a la inoculación, sugiriéndose un posible rol de la apoptosis en la 

regulación del proceso regenerativo para esa etapa. Para los días 3 y 5, aquellos 

músculos tratados con Mtx presentaron los valores más bajos del porcentaje de 

células musculares regenerativas apoptóticas, comparado con los otros 

tratamientos; sin embargo, para el día 7, a pesar que se observa en general una 
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disminución del porcentaje de este tipo celular, el valor más alto reportado 

corresponde a los músculos tratados con Mtx. 

Se ha sugerido que la apoptosis de mioblastos es un proceso que permite 

regular la población de los mismos permitiendo la participación de un número 

adecuado de los mismos, así como para garantizar que únicamente aquellos 

mioblastos que no presentaron deficiencias en el proceso de división celular 

formen parte del proceso regenerativo30
. Con base en esa información, podría 

considerarse que parte del porcentaje de células apoptóticas que se observan en 

los tratamientos podrían estar participando del proceso normal de regulación de 

las células musculares regenerativas. 

Además, se determinó la cantidad de células con reacción positiva para 

TUNEL que no presentaban reacción para desmina, con la intención de tener una 

idea general del proceso apoptótico en los músculos sometidos a los tres 

tratamientos y evaluados a los diferentes tiempos (Figura 9). En este caso se 

observó que, en general, los valores más bajos de células con reacción de TUNEL 

positiva se observaron en los músculos tratados con Mtx. 

La cantidad de células no musculares apoptóticas fue significativamente 

menor en los músculos tratados con Mtx, comparados con aquellos tratados con 

veneno en los días 5 y 7, y con aquellos tratados con BaP1 en el día 7. 

Igualmente, se observó que para los tres tratamientos, la mayor densidad de 

células TUNEL positivo no musculares se presentó al día 5 posterior a la 

inoculación de los tratamientos, dato que refuerza la idea del papel normal de la 

apoptosis en la regulación que se lleva a cabo en el proceso regenerativo. 

A pesar de no observarse diferencias significativas en cuanto a los 

porcentajes de células musculares regenerativas que presentaron reacción 

positiva para TUNEL, se presenta una tendencia a observarse mayores valores 

generales de reacción positiva para TUNEL en los músculos tratados con veneno 

completo y BaP1, (Figuras 8 y 9). Esto podría sugerir un incremento en cuanto los 

niveles de apoptosis esperados en el establecimiento y regulación del proceso 

regenerativo, en estos tratamientos, posiblemente como evento posterior a la 

isquemia que se asocia a estos tratamientos, la cual involucra la acción de las 
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metaloproteinasas hemorrágicas. Estudios posteriores que permitan evaluar de 

forma directa la isquemia observada en dichos tratamientos podrían proporcionar 

información valiosa para confirmar esta hipótesis. 

Finalmente, se evaluó el papel de la muerte celular por apoptosis en células 

miogénicas tempranas, detectándose las mismas por inmunoreacción contra Pax7 

a los. 3 días de la inoculación del tratamiento. Pax7 es un factor de transcripción 

presente en células satélites, el cual se expresa en las mismas durante su 

activación22
•
23

. En general, tanto las células Pax7 positivas por área (Figura 10), o 

el porcentaje de las mismas que presenta reacción positiva para TUNEL, 

presentaron valores comparables entre los tres tratamientos. 

Como se expuso anteriormente, tanto el daño muscular como la respuesta 

regenerativa observada luego del daño, son eventos que se presentan en un 

patrón heterogéneo en los músculos. Considerando esta distribución, es 

importante hacer notar que los valores reportados en cuanto a la presencia 

general de células con reacción positiva para TUNEL, podrían estar en parte 

reflejando dicha heterogeneidad de respuesta. Existen regiones de tejido donde 

se observó una mayor cantidad de células TUNEL positivo, sobretodo en músculo 

inyectado con veneno o BaP1; sin embargo, estas diferencias micro-regionales se 

pierden al reportarse los valores promedio de todo el tejido. 

7.4 Macrófagos 

El papel de los macrófagos en la regeneración muscular comprende la 

participación de los mismos en etapas decisivas del proceso, tanto removiendo el 

material necrótico, como promoviendo el proceso de activación y sobrevida de 

células satélites27
-
3º_ Con la intención de evaluar la participación de macrófagos 

en los diferentes tratamientos involucrados en este estudio, se realizó una 

inmunotinción de los mismos, la cual combinada con una tinción para desmina, 

permitió establecer, además de la presencia de dichas células inmunes, la 

proporción de las mismas con respecto a las células musculares. 
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Los valores de macrófagos por área observados a los 3 y 5 días, son 

comparables para los tres tratamientos evaluados (Figura 12); sin embargo, para 

el día 7 posterior a la inoculación de los tratamientos, se observa que aquellos 

músculos tratados con Mtx presentan valores significativamente mayores de 

macrófagos por área, que los presentados en los músculos tratados con veneno 

completo y con BaP1. 

Considerando que la participación de los macrófagos incluye, además del 

proceso de remover Jos restos de material necrótico, la permanencia en el área de 

daño durante el proceso de regeneración enviando señales de sobrevida30
, los 

valores de macrófagos por área observados a los 7 días de inoculación podrían 

estar reflejando una mayor participación de los mismos en el acompañamiento de 

las células regenerativas, favoreciendo así el proceso de regeneración muscular 

en este tratamiento. 

Es importante destacar, que si bien los valores de macrófagos encontrados 

en el estudio no presentan grandes diferencias entre los tratamientos evaluados, 

este dato podría estar reflejando una visión global de la participación de los 

mismos en la regeneración muscular, y no reflejar la heterogeneidad del proceso 

regenerativo que se observa en general en todos Jos tratamientos, pero de una 

forma más marcada en Jos músculos tratados con veneno y BaP1. 

Como se observa en la descripción de las características histológicas de Jos 

tejidos, la heterogeneidad, tanto del daño muscular como del proceso de 

regeneración, permite observar (Figuras 2 y 3), la presencia de regiones 

necróticas completamente libres de células inflamatorias, las cuales persisten 

hasta el día 7 posterior a la inoculación. 

7.5 Fibrosis observada en la regeneración muscular 

Como evaluación final, se realizó la determinación de la cantidad de 

colágeno presente en los músculos sometidos a los diferentes tratamientos como 

un indicador del grado de fibrosis observada en los músculos en regeneración. 

Durante el proceso de regeneración muscular, los restos de lámina basal de las 

células necróticas sirven de guía para el establecimiento de la nueva fibra 
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muscular, observándose en dicho proceso la remodelación de la matriz 

extracelular, la cual implica la activación de fibroblastos, entre otros eventos46
. 

El proceso de remodelación de la matriz extracelular que acompaña la 

regeneración muscular es un proceso finamente orquestado que involucra la 

participación de diversos tipos celulares y señales químicas, las cuales garantizan 

la formación de los componentes de matriz extracelular necesarios para la buena 

regeneración, así como también la eliminación del exceso de los mismos una vez 

reparado el tejido muscular. Alteraciones en la consecución correcta de estos 

eventos pueden promover un exceso en la deposición y mantenimiento de 

componentes de matriz extracelular, lo cual promueve un proceso fibrótico en el 

músculo en regeneración46
. Este fenómeno se ha descrito en diversas distrofias 

musculares. 

Al realizar la evaluación histológica de los músculos tratados con veneno 

completo, Mtx y BaP1, evaluados durante la primera semana posterior a la 

inoculación, utilizando la tinción de Sirius Red - Fast Green FCF, se observó en 

general un aumento en la cantidad de colágeno observado en los músculos en 

regeneración, para todos los tratamientos (Figura 14). Sin embargo, destaca el 

hecho de que en los músculos que fueron inoculados con tratamientos que 

involucraban la participación de las metaloproteinasas hemorrágicas, presentaron 

una mayor deposición de colágeno en zonas específicas, mostrándose una 

distribución más heterogénea del mismo en el análisis histoquímico. Por el 

contrario, en los músculos tratados con Mtx, si bien se observa incrementada 

deposición de colágeno, este se presenta distribuido homogéneamente en las 

zonas regenerativas. 

Las alteraciones en la secuencia y tiempo correcto de señalización en el 

proceso de regeneración muscular, pueden promover alteraciones en la formación 

y eliminación de componentes de matriz extracelular. Los depósitos de colágeno 

observados en zonas puntuales en los músculos tratados con veneno completo y 

BaP1 podrían estar reflejando el resultado de la alteración de señalización química 

en el sitio de daño promovida en los músculos que incluyeron la acción de toxinas 
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hemorrágicas, como consecuencia del daño específico a la microvasculatura 

muscular en las etapas tempranas posteriores a la inoculación de los tratamientos. 

El papel de las metaloproteinasas hemorrágicas del veneno en el deterioro 

de componentes de lámina basal ha sido estudiado con respecto al rol que ejerce 

sobre el deterioro de los vasos capilares 11
. Sin embargo, el papel del deterioro de 

dichos componentes en la lámina basal de células musculares no ha sido 

estudiado, desconociéndose el impacto que este efecto podría tener en cuando al 

proceso de regeneración muscular. 

Finalmente se evaluó de forma cuantitativa el grado de fibrosis observada 

en los músculos sometidos a los diferentes tratamientos, durante la primera 

semana posterior a su inoculación (Figura 15). Esto se realizó por medio de la 

extracción y cuantificación de los colorantes utilizados para la tinción de colágeno 

y proteínas totales, estableciéndose la relación colágeno I proteína para cada 

tratamiento a cada tiempo. 

En general, no se observaron diferencias significativas en la razón colágeno 

I proteína observada para los tratamientos o tiempos; sin embargo, se presenta 

una tendencia a un aumento en cuanto a dicha relación en los músculos que están 

participando del proceso de regeneración, cuando se comparan con músculos 

normales (inoculados con PBS), además de observarse que dicha relación se 

presenta incrementada para Jos músculos tratados con veneno, comparado con 

los valores observados en Jos músculos tratados con Mtx. Con respecto a los 

músculos tratados con BaP1, a los cinco días el valor de la relación colágeno / 

proteína cae a un nivel similar al observado en los músculos control para ese 

tiempo. Es posible que la presencia de un menor grado de daño en las secciones 

de los músculos que fueron evaluados a los cinco días para ese tratamiento, 

comparado con las secciones que se utilizaron para los otros tratamientos, estén 

reflejando dichos resultados. La ausencia de diferencias grandes en la 

cuantificación de colágeno por este procedimiento puede ser una consecuencia de 

la poca cantidad absoluta de colágeno presente en las muestras de tejido a partir 

de las cuales se efectúa esta cuantificación. 
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En general, es importante destacar que los hallazgos descritos en este 

estudio reflejan parte de los eventos que se observan en el proceso de 

regeneración muscular; sin embargo, no los abarca todos debido a la complejidad 

de la regeneración muscular y a la participación conjunta y consecutiva de una 

amplia variedad de elementos celulares y señalizadores químicos. Además, la 

heterogeneidad de daño, así como de la distribución de las toxinas y la respuesta 

regenerativa observada, son características que deben tomarse en cuenta al 

momento de observar e interpretar los resultados presentados. 

Si bien la observación global de panorama de la regeneración muscular 

posterior al envenenamiento ofídico nos permite conocer de forma general el 

proceso y sugiere las posibles alteraciones que el envenenamiento puede 

promover en el proceso de regeneración, es importante destacar que la 

heterogeneidad del daño y la respuesta regenerativa observada son elementos 

que deben ser tomados en cuenta al interpretar el efecto del envenenamiento en 

el músculo, existiendo la necesidad de evaluar las diferentes zonas de daño y 

regeneración, para obtener una interpretación máS-real del fenómeno regenerativo 

en el envenenamiento ofídico. No obstante, los resultados evidencian el papel 

relevante que juega la lesión en la microvasculatura muscular, provocada por las 

metaloproteinasas hemorrágicas, en el desarrollo de un proceso regenerativo 

deficiente. 
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8. CONCLUSIONES 

En general se observa una disminución en la capacidad regenerativa de los 

músculos inoculados con tratamientos que incluyeron la presencia de 

metaloproteinasas hemorrágicas (veneno completo y BaP1), cuando se 

compararon con la regeneración observada en músculos inyectados con miotoxina 

sola. 

8.1 La alteración de la densidad capilar por efecto del veneno de B. asper 

observada en los primeros días posteriores al envenenamiento, coincide con 

las etapas iniciales del proceso de regeneración muscular, promoviendo de 

esta forma una alteración en el establecimiento adecuado del proceso 

regenerativo. 

8.2Se demostró la presencia de células de origen miogénico con reacción positiva 

para TUNEL en la primera semana posterior al envenenamiento o inoculación 

de las toxinas. 

8.3 La mayor presencia de células TUNEL positivas (miogénicas y no miogénicas) 

se observó en el día cinco para los tres tratamientos evaluados. 

8.4Se observó un patrón heterogéneo de alteraciones tisulares en todos los 

tratamientos, siendo más evidente en los tratamientos que involucraron la 

acción de la toxina hemorrágica. 

8.5 El análisis del músculo como un todo no permite evidenciar claramente las 

variaciones regionales observadas en las zonas que presentan diferente 

grado de daño/ regeneración muscular en función del tratamiento evaluado 

8.6 .El estudio de la regeneración muscular posterior al envenenamiento ofídico 

debe considerar la evaluación tanto de los patrones generales observados en 

el músculo, como las características individuales de la regiones afectadas en 

diferente grado, considerando la heterogeneidad histológica observada. 
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10.ANEXOS 

Anexo 1 

Efecto de factores de crecimiento en células satélites 

Factor de Efecto sobre células satélite en músculo 
crecimiento Activación Proliferación Diferenciación Fusión 

Factor de Promueve Promueve Inhibe No datos 
crecimiento de 
hepatocitos (HGF) 
Factor de No datos Promueve Inhibe No datos 

crecimiento de 
fibroblastos 6 
(FGF6) 
FGF1 No datos Promueve No datos No datos 

Factor de No datos No datos No datos Promueve 
crecimiento 
transformante 13 
(TGF ¡3), 1, 2y3 
Miostatina No datos Inhibe No datos 

Factor de No datos No datos Promueve Promueve 
crecimiento similar 
a insulina (IGF) 

Cuadro elaborado en base a la información presentada por Chargé S. B. y 

Rudnicki M. A. 19
, Zammit P. S.21 y Shefer G., y Yablonka-Reuveni Z.24

. 
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Anexo 2 

Anticuerpos y fluorocromos utilizados en el estudio 

Anticuerpos primarios Concentración Fuente 

Rata anti ratón CD31 1:100 Cymbus Biotechnology 
Ratón anti humano desmina 1:100 Oako Cytomation 

Ratón anti humano Pax7 1:100 Abcam 
Rata anti ratón macrófagos / 1 :100 Chemicon / Millipore 
mono citos 

Anticuerpos secundarios y Concentración Fuente 
fluorocromos 

lgG policlonal conejo anti rata 1:200 Dako, Cytomation 
biotinilada. 

-1gG1mltclonal cabra anti ratón 1:200 Dako, Cytomation 
biotinilada. 

1:500 Dako, Cytomation 
Con.jugado Alexa Fluor 555 / 1:500 Dako, Cytomation 
estreptavidina 
Conejo anti ratón lgG 1:150 Dako Cytomation 
conjugado con FITC 



Anexo 3 

Protocolo general de tinción por inmunohistoquímica de fluorescencia 

1. Colocar las láminas a teñir en incubadora a 60°C por 45 minutos. 

2. Sumergir en xilol, 3 veces, 5 minutos cada vez. 

3. Sumergir en alcohol absoluto, 3 veces, 5 minutos cada vez. 

4. Sumergir en alcohol al 90%, 5 minutos_ 

5. Sumergir en alcohol al 70%, 5 minutos_ 

6. Sumergir en agua destilada 1 minuto. 

7_ Exposición de antígenos: 

78 

a. Colocando las láminas en una solución de ácido cítrico 0.1 M - citrato de 

sodio 0.11 M, pH 6.0 y calentando en horno microondas por 5 minutos_ 

Dejar enfriar, o 

b. Colocar sobre cada corte 25 µI de una solución de proteinasa K, incubar por 

5 minutos a temperatura ambiente en cámara húmeda. 

8. Lavar 3 veces en PBS, 1 minuto cada vez. 

9. Bloqueo con avidina en TNB (1:10), incubar 10 minutos. 

1 O. Lavar 1 vez en PBS, 1 minuto_ 

11. Bloqueo con biotina en TNB (1 :1 O) incubar 1 O mintuos. 

12. Lavar 2 veces en PBS, 1 minuto cada vez. 

13. Bloqueo con dilución suero del animal en que fue realizado el anticuerpo 

secundario, 20 minutos. 

14. Lavar 2 veces en PBS, 1 minuto cada vez. 

15. Colocar el anticuerpo primario, en TNB (calcular la dilución correcta para cada 

anticuerpo), incubar 1 hora TA, o toda la noche a 4°C. 

16. Lavar 3 veces en PBS, 1 minuto cada vez. 

17. Colocar el anticuerpo secundario biotinilado en TNB (calcular la dilución 

correcta para cada anticuerpo), incubar 1 hora TA 

18. Lavar 3 veces en PBS, 1 minuto cada vez. 

19. Colocar estreptavidina-peroxidasa en TNB (1:100), incubar 30 minutos TA, 

proteger de la luz. 

20. Lavar 3 veces en PBS, 1 minuto cada vez. 
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21. Colocar Tyramida en solución amplificadora (1:100), incubar 1 O minutos TA. 

22. Lavar 3 veces en PBS, 1 minuto cada vez. 

23. Colocar fluorocromo estreptavidina (1 :500), incubar 30 minutos TA. Proteger 

de la luz. 

24. Lavar 3 veces en PBS, 1 minuto cada vez, proteger de la luz. 

25. Realizar el montaje con medio de montaje con Dapi, sellar el cubreobjetos con 

esmalte de uñas transparente. 

Notas: 

• La determinación de protocolo de exposición de antígenos depende del 

anticuerpo a utilizar. 

• Los pasos 19 al 22 solo aplican a protocolos que incluyen el uso de Tyramida 

para amplificar la señal del antieuerpo. 
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Anexo 4 

Protocolo de tinción doble apoptosis y desmina 

1. Colocar las láminas a teñir en incubadora a 60ºC por 45 minutos. 

2. Sumergir en xilol, 3 veces, 5 minutos cada vez. 

3. Sumergir en alcohol absoluto, 3 veces, 5 minutos cada vez. 

4. Sumergir en alcohol al 90%, 5 minutos. 

5. Sumergir en alcohol al 70%, 5 minutos. 

6. Sumergir en agua destilada 1 minuto. 

7. Exposición de antígenos en una solución de ácido cítrico 0.1 M - citrato de 

sodio 0.11 M, pH 6.0 y calentando en horno microondas por 5 minutos. Dejar 

enfriar. 

8. Lavar 2 veces en PBS, 1 minuto cada vez. 

9. Eliminar el exceso de PBS y agregar 14 µl de solución tampón equilibrante, 

dejar reposar un minuto. 

1 O. Eliminar el exceso y agregar 12 µl de una solución que contenga 30 µI de 

enzima TdT y 70 µl de solución tampon de reacción. 

11. Incubar en cámara húmeda a 37°C por una hora. 

12. Lavar 1 O minutos en solución tampón de lavado y detención de la reacción, 

agitar los primeros 15 segundos de lavado. 

13. Lavar 3 veces en PBS, 1 minuto cada vez. 

14. Bloqueo con avidina en TNB (1:10), incubar 10 minutos. 

15. Lavar 1 vez en PBS, 1 minuto. 

16. Bloqueo con biotina en TNB (1:10) incubar 10 mintuos. 

17. Lavar 2 veces en PBS, 1 minuto cada vez. 

18. Bloqueo con dilución suero del animal en que fue realizado el anticuerpo 

secundario, 1 O minutos. 

19. Lavar 2 veces en PBS, 1 minuto cada vez. 

20. Colocar el anticuerpo primario, en TNB (calcular la dilución correcta para cada 

anticuerpo), incubar 1 hora TA, o toda la noche a 4ºC. 

21. Lavar 3 veces en PBS, 1 minuto cada vez. 
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22. Colocar el anticuerpo secundario biotinilado en TNB (calcular la dilución 

correcta para cada anticuerpo), incubar 1 hora TA 

23. Lavar 3 veces en PBS, 1 minuto cada yez. 

24. Colocar fluorocromo estreptavidina (1 :500), incubar 30 minutos TA Proteger 

de la luz. 

25. Lavar 3 veces en PBS, 1 minuto cada vez, proteger de la luz. 

26. Agregar 14 µI de una solución que contenga 53 µI de conjugado rodamina anti 

digoxigenina y 47 µ! de solución de bloqueo, incubar 30 minutos, proteger de 

la luz. 

27. Lavar 4 veces con PBS, 1 minuto cada vez, proteger de la luz. 

28. Realizar el montaje con medio de montaje con Dapi, sellar el cubreobjetos con 

esmalte de uñas transparente. 
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Anexo 5 

Protocolo de tinción para determinación de colágeno y proteína total 

1. Realizar dos cortes, de 14 µm cada uno, de cada uno de los músculos a 

utilizar. Colocar cortes pertenecientes al mismo músculo en un tubo 

eppendorf de 0.5 mi. 

2. Agregar 300 µI de xilol, dejar reposar por 3 minutos, centrifugar, descartar 

sobrenadante. 

3. Agregar 200 µI de xilol en etanol absoluto (1:1), dejar reposar por 3 minutos, 

centrifugar, descartar sobrenadante. 

4. Agregar 200 µI de etanol absoluto, dejar reposar por 3 minutos, centrifugar, 

descartar sobrenadante. 

5. Agregar 200 µl de etanol en agua destilada (1: 1 ), dejar reposar por 3 minutos, 

centrifugar, descartar sobrenadante. 

6. Agregar 200 µI de agua destilada, dejar reposar por 3 minutos, centrifugar, 

descartar sobrenadante. 

7. Agregar 200 µI de soluci6n saturada de ácido pícrico, 0.1 por ciento de Sirius 

Red y 0.1 por· ciento de Fa!3t Green FCF, dejar reposar por 30 minutos 

protegido de la luz, centrifugar, descartar sobrenadante. 

8. Lavar 200 µI de agua destilada, agitar suavemente, centrifugar y descartar 

sobrenadante, repetir este paso de lavado hasta garantizar que el agua no 

toma más color. 

9. Agregar 200 µI de NaOH 0.1 N en metano! absoluto (1:1), mezclar 

suavemente, dejar reposar un minuto, centrifugar 

1 O. Recuperar el sobrenadan te coloreado y colocar en una placa de ELISA 

11. Leer absorbancia a 540 nm (Sirius Red) y a 605 nm (Fast Green FCF). 

12. Establecer la relación colágeno (Sirius Red) /proteína total (Fast Green FCF), 

reportar dicha relación para cada uno de los tratamientos y tiempos evaluados 

como una medida de la fibrosis observada. 
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47 Abstract 

48 Background: Viperid snakebite envenoming is characterized by prominent local tissue 

49 damage, including muscle necrosis. A frequent outcome of such local pathology is deficient 

50 skeletal muscle regeneration, which causes muscle dysfunction, muscle loss and fibrosis, 

51 thus provoking permanent sequelae that greatly affect the quality of life of patients. The 

52 causes of such poor regenerative outcome of skeletal muscle after viperid snakebites are not 

53 fully understood. 

54 Methodology/Principal Findings: A murine model of muscle necrosis and regeneration 

55 was adapted to study the effects of the venom and isolated toxins of Bothrops asper, the 

56 medically most important snake in Central America. Gastrocnemius muscle was injected 

57 with either B. asper venom, a myotoxic phospholipase A2 (Mtx), a hemorrhagic 

58 metalloproteinase (SVMP), or saline solution. At various time intervals, during one month, 

59 tissue samples were collected and analyzed by histology, and by immunocytochemical and 

60 immunohistochemical techniques aimed at detecting muscle fibers, collagen, endothelial 

61 cells, myoblasts, myotubes, macrophages, TUNEL-positive nuclei and axons. A successful 

62 regenerative response was observed in muscle injected with Mtx, which induces 

63 myonecrosis but does not affect the microvascu!ature. In contrast, poor regeneration, with 

64 fibrosis and atrophic fibers, occurred when muscle was injected with venom or SVMP, both 

65 of which provoke necrosis, microvascular damage leading to hemorrhage, and poor axonal 

66 regeneration. 

67 Conclusions/Significance: The deficient skeletal muscle regeneration after injection of B. 

68 asper venom is likely to depend on the widespread damage to the microvasculature, which 

69 affects the removal of necrotic debris by phagocytes and the provision of nutrients and 
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94 Author summary 

95 Envenomings by snakes of the family Viperidae, such as those of the genus Bothrops, are 

96 characterized by local tissue damage, including necrosis of skeletal muscle. In many of 

97 these patients, local necrosis is followed by a poor regenerative outcome, thus resulting in 

98 permanent sequelae, thereby affecting the quality of life of these patients. The causes 

99 behind this poor regeneration are only partially understood. This study was designed to 

100 investigate, in a rodent experimental model, the characteristics of skeletal muscle 

1O1 regeneration after injection of the venom of Bothrops asper, which induces necrosis and 

102 hemorrhage, as compared with a myotoxic phospholipase A2 (Mtx), which induces 

103 myonecrosis but not hemorrhage. The main goal was to ha ve an integrative analysis 

104 combining quantitative and quafrtative-parameters in the study of tissue alterations. Results 

105 show that muscle injected with Mtx hadan overa!l good regenerative outcome. In contrast, 

106 regeneration was deficient in muscle injected with venom and with a hemorrhagic 

107 metalloproteinase. The latter drastically affects the microvasculature and the basement 

108 membranes of capillaries, muscle fibers and axons. It is concluded that venom-induced 

109 microvascular damage, together with alterations in muscle and nerve basement membranes, 

11 O generate a tissue microenvironment that partially precludes a normal regenerative process, 

111 resulting in fibrosis and atrophied muscle fibers. 

112 

113 

114 

115 

116 

117 
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Introducifon 

Snakcbítc envenornings constitute a híghly relevant and neglectcd public health 

problem on a world wide basis, affecting paiiicu!arly the rural settings of Latin America, 

Africa and Asia [1-3]. Jn Latin J\merica, the majority of snakebites are inflicted by species 

classified in the genus Boihrops (4, 5). These envenomings are characterized by complex 

pathological and pathophysiological profiles that include prominent local tissue damage, 

i.e. necrosis, hemorrhage, blistering and edema, and systemic alterations, i.e. bleeding, 

coagulopathy, cardiovascuJar shock and renal failure [6-1 O]. Among these effects, local 

tissue damage leading to necrosis is particularly relevant, since it is frequently followed by 

poor tissue regeneration, with the occurrence of permanent seque!ae associated w.ith tíssue 

loss and dysfunction, and their consequent social and psychological implications [ l, 11, . 

I 2]. 

SkeletaJ muscle regeneration is a compJex and finely orchestrated process that 

.ínvolves the interaction of myogenic ceJls, other resident cells, inflammatory cells, b!ood 

vessels, nerves and extracellular matrix (13]. It starts after the injury of musc[e fibers, with 

the activation of a population of quiescent myogenic cc!Is, sateJlite cclls, Jocatcd al the 

periphery ofthe fibers between muscle sarcolemma and the basement membrane (13-15]. 

Once activated, satellite ce!1s become myoblasts which, aftcr various cyclcs of rcplication, 

undergo a process of ce!I füsíon lcadü1g to the fonna!ion of multinucleated myotubes which 

then mature to become adult myofibers (16]. For this proccss to procecd succcssfülly, 

severa] requirements must be met in the microenvíronmenl wherc rcgene~tion take~ place. 
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142 After muscle fiber necrosis, an inflammatory reaction ensues, with invasion ofthe tissue by 

143 neutrophils and macrophages. Besides removing necrotic debris, these cells, especially 

144 macrophages, synthesize various cytokines and growth factors which modulate the tissue 

145 regenerative response, and also support myoblast survival in various ways [17]. 

146 Furthermore, an intact microvascular supply is required for regeneration [ 13 ], together with 

147 a restitution ofthe neuromuscular junction in the regenerative fibers [18]. The persistence 

148 of a structurally intact basement membrane around necrotic muscles is also important for 

149 the demarcation of the space where myoblast replication and fusion occurs [13, 19]. 

150 Various muscle pathologies are associated with a good regenerative outcome, especially in 

151 conditions where blood supply and innervation are not affected, whereas in other diseases, 

152 such as ischemic lesions and sorne muscular dystrophies, regeneration is deficient [13, 20]. 

153 Unveiling the factors associated with deficient muscle regeneration in various diseases, 

154 including snakebite envenoming, is highly relevant for the design of interventions aimed at 

155 improving this process. 

156 

157 In the case of snake venom-induced myonecrosis, two clearly different pattems of 

158 regeneration have been described: when tissue is affected by venoms or toxins that induce 

159 muscle necrosis but do not affect the integrity of blood vessels, such as after injection of 

160 isolated myotoxic phospholipases A2 (PLA2) or cardiotoxins, regeneration proceeds 

161 successfully [21-23]. Sorne of these myotoxins have been used as models to investigate 

162 particular aspects of muscle regeneration [21]. In contrast, when muscle is affected by 

163 venoms which, in addition to affecting muscle fibers also damage the microvasculature, 

164 inducing hemorrhage, such as many viperid snake venoms, the regenerative process is 

1mpaired, with substitution of muscle tissue by fibrosis in sorne areas, and with the 
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166 presence of regenerating fibers of reduced diameter [22, 24-26]. In the case of Bothrops sp 

167 venoms, these experimental observations constitute an excellent correlate of the clinical 

168 situation, where tissue loss and dysfunction are common consequences of these 

169 envenomings [ 6, 7, 9]. 

170 

171 From the medica! standpoint Bothrops asper is the most important snake in southem 

172 Mexico, Central America and northem areas of South America [5, 27]. Envenomings by 

173 this species are associated with local tisque damage which often leads to sequelae 

174 associated with impaired muscle regeneration [6, 7, 9]. Such phenomenon has been 

175 investigated at the experimental leve!, and it has been proposed that microvascular damage 

176 --provoked by hemorrhagic snake venom metalloproteinases (SVMPs) is a key factor in the 

177 poor regenerative outcome [22, 24, 28]. However, the majority of these studies have been 

178 based on a qualitative histological assessment of tissue alterations; moreover, other factors, 

179 such as damage to nerves and myogenic cells, have not been studied. It is necessary, 

180 therefore, to further investigate this phenomenon from a quantitative perspective, and to 

181 assess the participation of various factors involved in tissue damage and repair, in order to 

182 identify the critica! processes being affected that preclude a successful regenerative 

183 outcorne. This study examined, using a combination of qualitative and quantitative 

184 approaches, the skeletal muscle regeneration in murine skeletal muscle injected with the 

185 venom of B. asper, and with sorne purified toxins. It was found that critica! events occur 

186 within the first days after tissue necrosis, with microvascular damage occupying a central 

187 role in the stage. In addition, a poor regeneration of axons is described, which is likely to 

188 affect muscle regeneration. The characterization of this deficient regenerative scenario may 
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189 become a useful experimental model to assess interventions aimed at improving the process 

190 ofmuscle regeneration in this and related pathologies. 

191 

192 Methods 

193 Animals, venoms and toxins 

194 Mice (CDl, 18-20 g body weight) were used throughout the study. Venom was obtained 

195 from a collection of adult B. asper specimens from the Pacific versant of Costa Rica, 

196 maintained at the serpentarium ofinstituto Clodomiro Picado. Immediately a:fter collection, 

197 venom was lyophilized and stored at -20 ºC. The hemorrhagic SVMP BaPl was isolated 

198 from this venom, as previously described (29, 30]. A myotoxic fraction (Mtx) was isolated 

199 from this venom by ion-exchange chromatography on CM-Sephadex C-50 [31]. This 

200 fraction was a mixture of the two types of basic myotoxins present in the venom, i.e. a 

201 catalytically-active Asp49 PLA2 and a catalytically-inactive PLA2 homologue, in a 1 :2 

202 approximate molar ratio, which roughly corresponds to the proportion of these types of 

203 myotoxins in the venom [32]. This myotoxic fraction was utilized in arder to reproduce the 

204 combined action of these molecules in the crude venom, since a synergistic effect has been 

205 described for these Asp49 and Lys49 myotoxic PLA2s [33]. Venom and toxin solutions 

206 were prepared in 0.14 M NaCI, 0.04 M phosphate, pH 7.2, solution (PBS) immediately 

207 befare use. 

208 

209 Ethics statement 

21 O The experimental protocols involving the use of animals in this study were approved by the 

211 Institutional Committee for the Care and Use of Laboratory Animals (CICUA) of the 

212 University ofCosta Rica (protocol CICUA-27-10) and adhere to the Intemational Guiding 
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Principies for Biomedical Research Involving Animals of the Council of Intemational 

6 
214 7 Organizations of Medica! Sciences (CIOMS). 

8 
9 215 

LO 
Ll 216 L2 Histological analysis 
L3 
14 217 Mice were injected intramuscularly, in the right gastrocnemius, with either crude venom 
15 
16 218 
17 (50 µg), Mtx (100 ~Lg), or BaPl (50 µg), dissolved in 50 ~d of PBS. These doses were 

18 
19 219 selected since they induce a similar extent of tissue damage. Muscles injected with PBS 
20 
21 220 
22 

under otherwise identical conditions were used as controls. For histological analysis, mice 

23 
24 221 were sacrificed at different times (1 and 6 hr, and 1, 3, 7, 14 and 28 days) and the injected 
25 
26 222 
27 

gastrocnemius muscles were dissected out and placed in a zinc fixative solution (BD 

28 
223 29 Pharmigen, USA), for at least 48 hours at 4 ºC. The tissue was then dehydrated in ethanol, 

30 
31 224 placed in xylene, and embedded in paraffin using conventional protocols [34]. For 
32 
33 225 34 quantitative assessment of tissue changes, three non-consecutive sections of 4 µm were 

35 
36 226 obtained from the mid-belly region of each muscle, placed in glass slides, deparaffinized in 
37 
38 227 
39 

xylene, hydrated in distilled water and stained with hematoxylin and eosin for microscopic 

40 
41 228 evaluation. Three images were captured from each section using an Evolution MP camera 
42 
43 229 
44 

(Media Cybernetics, USA). The extent of necrosis was estimated in samples collected 24 

45 
230 46 hr after injection as the percentage of the examined area corresponding to necrotic fibers, 

47 
48 231 which were identified by characteristic morphological alterations, i.e. hypercontraction or 
49 
50 232 51 coagulative necrosis. The extent of regeneration was estimated in samples collected at 28 

52 
53 233 days as the percentage of the examined area corresponding to regenerating fibers, i.e. fibers 
54 
55 234 
56 

having a centrally-located nuclei. In addition, the diameters of regenerating fibers in tissue 

57 
58 235 samples collected 28 days after injection were determined. Both types of analyses were 
59 
60 236 
61 

performed using an image analysis software (Image Pro 6.3, Media Cybemetics, USA). 

62 
63 
64 
65 
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237 

238 Sirius Red staining of collagen 

239 Groups of three mice were injected in the right gastrocnemius muscle with either PBS, 

240 venom, Mtx or BaPl, at the doses described above, and sacrificed 3, 5 and 7 days after 

241 treatment. In orderto detect fibrosis, i.e. increments in collagen in the tissue, sections were 

242 stained with Sirius Red dye CI 35780 (Polyscience Inc, USA), which stains collagen. The 

243 procedure described by Montes and Junqueira [35] was followed, with sorne modifications. 

244 In brief, sections were stained with picro Sirius red (0.1 % in a saturated picric acid 

245 solution) and Fast Green FCF 0.1 % (for staining proteins) (Sigma, USA), for one hr at 

246 room temperature. The slides were washed twice with acidified water (5 mi of glacial acetic 

247 acid per liter), dehydrated, cleared in xylene and mounted (Shandon Xylene Substitute 

248 Mountant, Thermo Scientific, USA). 

249 

250 Changes in the capillwy density and tlze capillary/musclefiber ratio 

251 Groups of three mice were injected in the right gastrocnemius muscle with crude venom 

252 (50 µg), dissolved in 50 µI of PBS, and sacrificed at various time intervals covering the 

253 degenerative and the regenerative phases (1, 6 and 24 hr, and 3, 7, 14 and 28 days). In sorne 

254 experiments, groups of mice were injected with 100 ~Lg Mtx, and sacrificed at 24 hr and 28 

255 days. Control muscles were obtained from groups of mice injected with 50 µI of PBS at all 

256 time intervals studied. Muscles were dissected out and processed as described above. 

257 Three non-consecutive sections of 4 µm were obtained per muscle, placed in positive 

258 charged glass slides (Erie Scientific, USA), deparaffinized and hydrated. The detection of 

259 capillary vessels was performed by fluorescence immunohistochemistry. Antigen retrieval 

260 was carried out by incubating tissue sections with Proteinase K (Dako, USA) for 5 min at 
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261 room temperature. Blockage steps were performed with avidin and biotin solutions (Biotin 

262 blocking system, Dako Cytomation, USA), according to the manufacturer's instructions, as 

263 well as with rabbit immunoglobulins, for 10 min each. Then, sections were incubated with 

264 rat anti-mouse CD3 l monoclonal antibody (Cymbus Biotechnology, USA), at 1: l 00 

265 dilution for one hr at room temperature. After washing wíth PBS, sections were incubated 

266 with polyclonal biotinylated rabbit anti-rat lgG (Dako Cytomation, Denmark), at 1:200 

267 dilution for one hr at room temperature. The reaction was amplified using the Tyramide 

268 amplification kit (Perkin Elmer, USA), and finally sections were incubated with a 1:500 

269 dílution of Streptavidin Alexa fluor 488 for one hr at room temperature. Nuclear staining 

270 was performed with DAPI (4', 6' -diamino-2-phenylindole, Invitrogen, USA). Three 

271 images, from randomly selected non-overlappíng areas, were captured per section. The total 

272 number of capillary vessels, the number of muscle fibers and the total area of the section 

273 were quantified in each image using the image analysis software described above. Then, the 

274 capillary I muscle cell ratio and the number of capillaries per area were calculated. 

275 

276 lmmunostainingfor Pax7 and desmin 

277 Groups of three mice were injected in the right gastrocnemius with either PBS, venom or 

278 Mtx, at the doses described above, and sacrificed 3, 5 and 7 days after treatment The 

279 identification of myogenic cells was performed by immunohistochemistry using antibodies 

280 against Pax7 (to detect activated satellite cells/myoblasts at 3 days) or against desmin (to 

281 detect myotubes and myofibers at 3, 5 and 7 days). Briefly, antigen retrieval was carried out 

282 using citrate buffer, pH 6.0, and heating in microwave oven for 5 min. Primary mouse anti-

283 human Pax7 antibody (Abcam, USA), or mouse anti-human desmin antibody (Dako 

284 Cytomation, Denmark) were used at 1: 100 dilution and incubated for one hr at room 



1 12 
2 
3 
4 285 
5 

temperature. Then, sections were incubated with polyclonal biotinylated goat anti-mouse 

6 
286 7 IgG (Dako Cytomation, Denmark), at 1 :200 dilution for one hr at room temperature. 

8 
9 287 Sections were then incubated with a 1:500 dilution of Streptavidin Alexa fluor 488 for one 

10 
11 

288 12 hr at room temperature. Three images, from non-overlapping areas affected by the 
13 
14 289 treatments, i.e. showing necrotic fibers, fibrosis or regenerating fibers, were captured per 
15 
16 290 
17 

muscle section. 

18 
19 291 
20 
21 292 
22 

Evaluation oj TUNEL-positive nuclei in regenerating muscle fibers 

23 
24 293 Groups of three mice were injected in the right gastrocnemius muscle with either PBS, 
25 
26 294 
27 

venom or Mtx, at the doses described above, and sacrificed 3, 5 and 7 days after treatment 

28 
295 29 These time intervals were selected because critica! steps involving inflammatory and 

30 
31 296 regenerative events occur during these days in experimental models of acute muscle 
32 
33 297 34 damage [13, 21]. Three non-consecutive secfións of 4 µm were obtained per muscle, and 
35 
36 298 were evaluated for the presence of TUNEL-positive cells by using the ApopTag® Red In 
37 
38 299 
39 

Situ Apoptosis Detection Kit (Millipore, USA), following the protocol described by the 

40 
41 300 manufacturer. Sections were also immunostained for either Pa,'(7 or desmin, as described 
42 
43 301 
44 

above, to detect activated satellite ceUs or myotubes and regenerating myofibers, 

45 
46 302 respectively. Pax7-positive and desmin-positive cells containing TUNEL-positive nuclei 
47 
48 
49 

303 were quantified. 

50 
304 51 

52 
53 305 Quantification oj nerves in muscle tissue 
54 
55 306 
56 

Groups of five mice were injected in the right gastrocnemius muscle with either PBS, 

57 
58 307 venom, Mtx or BaPl, at the doses described above. Animals were sacrificed 3 and 28 days 
59 
60 308 
61 

a:fter injection, in arder to detect changes in the density of intramuscular nerves a:fter the 

62 
63 
64 
65 
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309 degenerative and regenerative phases, respectively. Three non-consecutive sections of 4 µm 

31 O were obtained per muscle, p Iaced in positive charged glass slides (Erie Scientific, USA), 

311 deparaffinized and hydrated. The immunohistochemical detection of nerves was performed 

312 using a mouse anti-human neurofi!ament protein (Dako, Denmark). The staining protocol 

313 was similar to that described for Pax7 and desmin, except for the primary antibody. 

314 Structures of 1 O - 40 µm diameter showing interna! fibers positively stained for 

315 neurofi!ament protein were identified as intramuscular nerves. The total number of nerves 

316 and the area of muscle tissue examined were determined, in order to estímate the number of 

317 nerves per area. In addition, the number of axons within nerves was quantified and the 

318 axonal density per area of nerve was determined. Both analyses were performed using the 

319 image analysis software described. 

320 

321 Statistical analysis 

322 Data were analyzed by the statistics software SPSS 15.0. Means, variance and standard 

323 deviation were ca!culated for each parameter and treatment, and compared using the 

324 Friedman test. When appropriated, an additional Wilcoxon test was carried out. 

325 

326 

327 Results 

328 Muscle regeneration is deficient in tissue affected by hemorrhage 

329 Histological observations showed that all treatments, except PBS, induced evident 

330 myonecrosis in the injected gastrocnemius one day after injection (Fig 1 ). In the case of 

331 muscle injected with venom or BaPl, hemorrhage was also observed, whereas no 

332 hemorrhage was induced by Mtx. An inflammatory infiltrate \Vas present in muscles 
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injected with venom or toxins by 1 and 3 days. Small regenerating fibers, characterized by 

6 
7 334 centrally-located nuclei, were present at 3 days and thereafter, although differences were 
8 
9 335 noticed among the various treatments. In the case of muscle injected with Mtx, by 7 days, 

10 
11 

336 12 regenerating fibers were distributed uniformly in the tissue (Fig 1). In contrast, muscle 
13 
14 337 injected with venom or BaPl showed areas of regenerating fibers intermixed with areas of 
15 
16 338 
17 remnants of necrotic cells, which had very low numbers of phagocytes, and areas of fibrosis 

18 
19 339 (Fig l). Therefore, the histological pattem at 7 days in muscle injected with venom was 
20 
21 340 
22 

characterized by heterogeneity, whereas in the case of tissue affected by Mtx, a 

23 
24 341 homogeneous pattem predominated (Fig 1). Fibrosis was corroborated 7 days after 
25 
26 342 
27 

injection, by staining with Sirius Red, in the endomysium and perimysium in muscle 

28 
343 29 injected with venom or BaPl (Fig 1), whereas the extent of collagen deposition was less 

30 
31 344 evident in Mtx-injected muscle, being nevertheless higher than in PBS-injected muscle. By 
32 
33 345 
34 28 days, tissue injected with Mtx presented a pattem of successful regeneration, with 

35 
36 346 abundant regenerating fibers of similar size having centrally-located nuclei, and with little 
37 
38 347 
39 

fibrosis, albeit with an increment in the interstitial area as compared with PBS-injected 

40 
41 348 muscle (Fig 1). In contrast, in the case of muscle injected with venom or BaPl, which 
42 
43 349 
44 

induced hemorrhage, regenerating fibers of small size were observed, and were intermixed 

45 
46 350 with areas of fibrosis and, in sorne cases, with areas in which the remnants of necrotic 
47 
48 351 
49 

fibers had apparently become calcified (Fig 1). 

50 352 51 
52 
53 353 The extent of muscle necrosis and regeneration was quantitatively assessed by measuring 
54 
55 354 
56 

the area corresponding to necrotic fibers in gastrocnemius muscle 24 hr after injection of 

57 
58 355 venom or isolated toxins, and the area of regenerating fibers, i.e. fibers with centrally 
59 
60 356 
61 

located nuclei, 28 days after injection. As shown in Fig 2, ali treatments induced acute 

62 
63 
64 
65 



1 15 
2 
3 
4 357 
5 

muscle damage which ranged from 30% necrotic muscle in the case of SVMP BaPl to 55% 

6 
358 7 necrotic muscle in tissue injected with of Mtx. Muscle regeneration was significantly 

8 
9 359 affected in the case of treatments that induced hemorrhage besides local myonecrosis, i.e. 

10 
11 360 12 venom and BaPl (Fig 2A). In contrast, a successful regeneration was observed in tissue 
13 
14 361 injected with Mtx alone (Fig 2A). In addition, the diameter of regenerative fibers 28 days 
15 
16 362 
17 

after injection greatly differed among the various treatments. The diameters of regenerating 

18 
19 363 fibers in tissue injected with Mtx did not differ from those of control, PBS-injected muscle 
20 
21 364 
22 

fibers (Fig 2B). In contrast, the diameter of regenerating fibers in tissue treated with either 

23 
24 365 venom or BaPl, both of which induced hemorrhage, were smaller than those of control 
25 
26 366 
27 

fibers (Fig 2B). On the basis of these results, the rest of the study was focused mostly on 

28 
367 29 the comparison of two experimental groups: muscle injected with verrom;-as··a-model of 

30 
31 368 poor regeneration, and muscle injected with Mtx, as a model of successful regeneration. 
32 
33 369 34 
35 
36 370 B. asper venom induces rapid damage to capillary vessels followed by revascularization 
37 
38 
39 

371 Injection of B. asper venom, at a dose that induces proi:!:inent hemorrhage, resulted in a 

40 
41 372 drastic and rapid drop in the number of capillary vessels in gastrocnemius muscle, as 
42 
43 373 
44 

judged both by the capillary / muscle fiber ratio and by the number of capillaries per tissue 

45 
46 374 area. Both parameters of capillary density remained significantly reduced, when compared 
47 
48 
49 

375 with control values, during the first week (Fig 3A and B). Muscle injected with PBS had a 

50 376 51 normal pattem of capillaries, as evidenced by immunostaining for CD31 (Fig 3C). A 
52 
53 377 spatially heterogeneous pattem of capillary damage was observed rapidly after venom 
54 
55 378 
56 

injection (Fig 3D). The number of capillaries increased by 7 days (Fig 3A, B and E) and 

57 
58 379 reached values similar to those of control tissue by 14 and 28 days (Fig 3A and B), thus 
59 
60 380 
61 

evidencing a revascularization process. In contrast, when Mtx was administered, the 

62 
63 
64 
65 
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number of capillaries was not affected (results not shown), in agreement with the lack of 

6 
382 7 hemorrhagic activity of this toxin. 

8 
9 383 

10 
11 

384 12 A spatially heterogeneous pattern of regeneratingfibers with TUNEL-positive nuclei was 

13 
14 385 observed in muscle treated witlz venom 
15 
16 386 
17 

As described above, both histological and immunohistochemical analyses evidenced 

18 
19 387 profound differences during the first 7 days after injection between muscles treated with 
20 
21 388 
22 

Mtx and those injected with venom. Thus, it is likely that critical events occur during these 

23 
24 389 early stages in the reparative and regenerative scenario. In order to assess whether 
25 
26 390 
27 

myogenic and regenerating fibers undergo cell damage, tissue sections were stained with 

28 
391 29 TUNEL, together with Pax7 or desmin, which are markers of activated satellite 

30 
31 392 cells/myoblasts and regenerating muscle cells, respectively [36]. No significant differences 
32 
33 393 34 were observed in the number of Pax7-positive cells per area, at 3 days, between muscles 

35 
36 394 injected with venom and with Mtx (not shown), thus revealing a similar extent of activation 
37 
38 
39 

395 of satellite cells after these treatments. Moreover, there were no significant differences in 

40 
41 396 the percentage of Pax7-positive cells showing positive TUNEL staining at this time interval 
42 
43 397 
44 

(venom: 7.3 ± 4.9 %; Mtx: 4.3 ± 2.4 % (mean ± SEM, n=9); p > 0.05). When the 

45 
46 398 percentage of desmin-positive cells having at least one TUNEL-positive nucleus was 
47 
48 399 quantified, no significant differences were observed between treatments at 3, 5 and 7 days, 
49 
50 

400 51 despite a trend showing more TUNEL-positive nuclei in venom-injected muscle at 3 and 5 
52 
53 401 days (Fig 4A). Examination of tissue sections revealed a noticeable spatial heterogeneity in 
54 
55 402 
56 

the pattem of TUNEL staining, especially in musc!e injected with venom, since there were 

57 
58 403 areas in which many myonuclei were TUNEL-positive, whereas this staining was lower or 
59 
60 
61 
62 
63 
64 
65 
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404 largely absent in other areas in venom-injected and, especially in Mtx-injected tissue (Fig 

405 4B, C and D). 

406 

407 Intramuscular naves are affected by venom, Mtx and BaP 1 

408 Since an adequate innervation is a requisite for successful muscle regeneration, the integrity 

409 of intramuscular nerves was assessed by immunostaining wi~h anti-neurofilament protein. 

41 O A similar drop in nerve density was observed at 3 days in tissue injected with either venom, 

411 Mtx or BaP 1, as compared with tissue injected with PBS (Fig 5A), thus reflecting acute 

412 damage to axons. A reduction in the density of nerves in control samples injected with PBS 

413 was observed at 28 days, as compared with 3 days, probably reflecting the normal growth 

414 of muscle tissue in mice. The number of nerves per area showing immunostained axons in 

415 tissue injected with venom, Mtx or BaPI increased at 28 days, as compared with the same 

416 treatments at 3 days, and no difference was detected between control muscle and muscles 

417 injected with venom, Mtx or BaPI at 28 days (Fig 5A). However, a conspicuous difference 

418 was noticed in the density of axons within nerves in the various treatments observed in 

419 immunostained sections. At 28 days, the density of axons within nerves was significantly 

420 lower in all treatments, as compared with muscle injected with PBS (Fig 5 B, C, D, E and 

421 F). However, the reduction in axons in venom-treated muscles was more pronounced than 

422 in Mtx-and BaPl-injected muscle (Fig 5B). 

423 

424 Discussion 

425 

426 Local tissue damage in viperid snakebite envenomings is mainly due to the actíon of 

427 myotoxic PLA2s and hemorrhagic SVMPs, with the possible involvement of other 
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428 components such as hyaluronidases and non-hemorrhagic SVMPs [9, 37-39]. In tum, 

429 skeletal muscle regeneration is a highly orchestrated phenomenon whereby resident cells, 

430 phagocytic cells and extracellular matrix interact in a complex scenario. The present work 

431 used experimental procedures that allowed the study of muscle regeneration, microvascular 

432 density, fibrosis, inflammato¡y infiltrate and nerve density, thus providing a greater depth 

433 in the analysis of this model of muscle regeneration. One consistent finding was that 

434 treatments involving the direct damage to the microvascular network resulting in 

435 hemorrhage, i.e. crude venom and BaPl, provoked prominent acute tissue damage followed 

436 by a deficient regenerative response associated with insufficient removal of necrotic debris, 

437 fibrosis and atrophic regenerative fibers. In contrast, tissue injected with Mtx. alone 

438 developed acute myonecrosis without hemorrhage, followed by a largely successful 

439 regenerative process. These observations agree with previous findings with various snake 

440 venoms and toxins evidencing poor regeneration in conditions where microvascular 

441 damage, i.e. hemorrhage, occurred [22, 24-26, 28, 40]. 

442 

443 Our immunohistochemical observations on capillary vessel density corroborated the rapid 

444 damage to the microvasculature and the subsequent revascularization process. Therefore, it 

445 is likely that the inflammatory reaction that followed acute tissue damage contributed with 

446 angiogenic factors, the nature and so urce of which remain to be investigated. Nevertheless, 

447 capillary density remained low during the first days in venom-injected muscle, as compared 

448 with control values and with capillary density in Mtx.-injected muscle. This observation is 

449 relevant because critica! events occur in the process of regeneration during those first days, 

450 associated with myoblast replication and fusion [13, 36]. Thus, the concept that particular 

451 tissue events have to occur at a proper 'timing' is of paramount importance in muscle 
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452 regeneration. In the case of muscle injected with hemorrhagic venom, a deficit in capillary 

453 vessel density at critica! times during the first days a:fter necrosis is likely to preclude 

454 relevant steps in this process, regardless of the fact that there is a success:ful process of 

455 revascularization at later time intervals. 

456 

457 Two mam consequences of the acute microvascular damage in this rnodel are: (a) an 

458 impairrnent of the inflarnrnatory infiltrate in areas of widespread rnicrovessel damage, and 

459 (b) a reduced supply of oxygen and nutrients to the regenerating tissue in these areas. The 

460 drastic darnage to the rnicrovasculature is likely to preclude the timely arrival of neutrophils 

461 and macrophages in sorne regions, as shown in this study. This, in tum, rnay bring at least 

462 two irnplications: First, there is a deficient removal of necrotic debris, a phenornenon 

463 evidenced by the presence of remnants of necrotic cells 7 days a:fter venorn injection in 

464 sorne tissue sections. Neutrophils and 'inflammatory' CD68 macrophages play a key role in 

465 necrotic cell rernoval anda reduced population of these inflarnrnatory cells in sorne affected 

466 areas precludes the completion of this step [17]. Depletion of neutrophils resulted in a 

467 deficient rernoval of necrotic debris and irnpaired regeneration a:fter rnyonecrosis induced 

468 by B. asper venom and rnyotoxin in a rnouse rnodel [41]. Moreover, depletion of 

469 phagocytic rnacrophages was associated with a slower clearance of necrotic debris in a 

470 model of freeze injury [42]. Thus, without a timely removal of necrotic debris by 

471 phagocytosis, regeneration is irnpaired. 

472 

473 On the other hand, phagocytes, particularly macrophages, are known to prornote rnuscle 

4 74 regeneration by synthesizing various mediators in the tissue microenvironrnent. After 

475 removal of necrotic debris, by neutrophils and 'inflammatory' CD68 rnacrophages, a 
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476 population of 'anti-inflamrnatory' CD163 macrophages invade the tissue 2 to 4 days after 

4 77 injury, re leasing anti-inflammatory cytokines, su ch as IL-1 O, and factors that pro mote the 

4 78 proliferation and differentiation of myoblasts, including diverse growth factors and 

479 cytokines [13, 17, 43, 44]. The adequate balance in these mediators determines whether 

480 rnyogenesis or fibrogenesis predominates [45]. Furthermore, macrophages are known to 

481 prevent myoblasts and myotubes from undergoing apoptosis, through direct cell-cell 

482 interactions mediated by a set of adhesion molecules [ 46]. A deficit in this population of 

483 CD 163 macrophages in sorne areas of damaged muscle would jeopardize the provision of 

484 growth factors and survival signals. 

485 

486 Another consequence of microvascular damage, in the context of muscle regeneration, is 

487 ischemia, with a reduction in the supply of oxygen and nutrients, which are essential 

488 requirements for the metabolically-demanding regenerative process [13, 21]. This <loes not 

489 occur in tissue injected with myotoxic PLA2s, where capillary density and blood supply are 

490 not impaired [21, 22]. The possible effect of microenvironmental factors favouring 

491 apoptosis in myogenic cells was assessed by TUNEL staining of Pax7 and desmin-positive 

492 cel!s. No differences occurred in Pax7 cells, thus suggesting that variations in apoptosis of 

493 activated satellite cells/myoblasts is not the cause of the different regenerative response 

494 between treatments. Moreover, no significant difference was observed in the overall extent 

495 of TUNEL staining in desmin-positive cells between muscles treated with either Mtx or 

496 venom. Nevertheless, there were areas in venom-injected tissue showing high numbers of 

497 TUNEL-positive myonuclei in regenerating fibers, suggesting that myonuclei damage is 

498 more prone to occur in sorne areas, perhaps where the microvasculature is more severely 

499 damaged. There are microenvironmental clues known to promote apoptosis, such as 
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ischemia or insufficient survival signals, at this critical window of time in the regenerative 

6 
501 7 process. Apoptotic nuclei ha ve been described in a number of muscle pathologies, such as 

8 
9 502 denervation-induced atrophy and dystrophies [47-50]. The observation of tissue areas with 

10 
11 503 12 abundant TUNEL-positive nuclei in regenerating fibers, vis-a-vis the lack of overall 
13 
14 504 quantitative differences between treatments, underscores the heterogeneous nature of tissue 
15 
16 505 
17 

damage and repair in this model. This supports the concept that a proper analysis of these 

18 
19 506 phenomena should consider, in addition to the over.all quantitative tissue changes, the 
20 
21 507 
22 

qualitative assessment of this heterogeneous pattem [51]. 

23 
24 508 
25 
26 509 
27 

Another significant difference between muscle regeneration in tissue injected with venom, 

28 
510 29 BaPl or Mtx is the abnormally small diameter of regenerating fibers in the former two. 

30 
31 511 This observation may revea! the presence of atrophic fibers, since although the first stages 

! 32 
33 512 34 in myoblast replication and fusion do not require an intact nerve supply [13], the further 

35 
36 513 growth of regenerating fibers is dependent on a functional innervation [21, 52]. 
37 
38 
39 

514 Quantification of nerves by immunostaining with neurofilament protein revealed a drastic 

40 
41 515 reduction at 3 days. This observation indicates that both Mtx and BaPl, and consequently 
42 
43 516 
44 

venom as well, affect the integrity of axons in intramuscular nerves. Despite the fact that 

45 
517 46 Bothrops sp myotoxic PLA2s do not exert a systemic neurotoxic effect, they are known to 

47 
48 
49 

518 affect transmission in nerve-musc!e preparations [53, 54], suggesting that direct contact of 

50 
519 51 these myotoxins with nerve terminals may result in axonal damage, as occurs with typical 

52 
53 520 neurotoxic PLA2s [55]. Moreover, the products of phospholipids hydrolysis, i.e. 
54 
55 521 
56 

lysophospholipid and fatty acids, are capable of affecting the integrity of nerve terminals 

57 
58 522 [56]. Thus, B. asper myotoxic PLA2s are likely to damage the integrity of axons. 
59 
60 523 
61 

Intramuscular nerve axonal damage after injection of Bothrops sp venoms has been 

62 
63 
64 
65 
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previously documented [24, 57]. BaPl also induced nerve damage, indicating that this 

6 
525 7 effect is caused by SVMPs as we!L Altematively, axonal damage after injection of BaPl 

8 
9 526 and venom might be secondary to ischemia resultant from SVMP-induced microvessel 

10 
11 527 12 pathology. Nerve damage was followed by axon regeneration, as demonstrated by the 
13 
14 528 increment of structures showing positive immunostaining for neurofilament protein by 28 
15 
16 529 
17 

days. However, although the total number of n'erves was similar at this time interval in 

18 
19 530 venom-, BaP 1- and Mtx-injected muscles, the density of axons in each nerve was evidently 
20 
21 531 
22 

reduced in tissue affected by these three agents, particularly by venom, suggesting that 

23 
24 532 there might be other venom components, in addition to Mtx and BaPl, which may affect 
25 
26 533 
27 

axonal regeneration. It is suggested that the limited extent of axonal regeneration in venom 

28 
534 29 and BaPl-treated muscle might be a consequence ofthe effect ofSVMPs on the integrity of 

30 
31 535 the basal lamina of nerves. It has been shown that when such extracellular matrix structure 
32 
33 536 34 is damaged, reinnervation of muscle is poor [18]. Such SVMP-induced damage to basal 

35 
36 537 lamina may affect various components i:ncluding agrin, a heparan sulphate proteoglycan 
37 
38 538 
39 

that plays a key role in axon growth and the formation of neuro-muscular junctions [18]. In 

40 
41 539 the case of Mtx-induced axonal damage, the preservation of basal lamina is likely to 
42 
43 540 
44 

contribute to a more complete reinnervation, albeit even in this case the axonal density 

45 
541 46 within nerves is still lower than in control samples 28 days after injection. 

47 
48 542 
49 
50 543 51 An altemative mechanism explaining the presence of small regenerating fibers in venom-

52 
53 544 affected muscle may be associated with SVMP-induced damage to the basement membrane 
54 
55 545 
56 

surrounding muscle fibers. The integrity of such extracellular matrix scaffold during 

57 
58 546 regeneration is highly relevant, since myoblasts proliferate and :fuse within the space 
59 
60 547 delimited by the basement membrane of necrotic fibers, therefore ensuring an orderly 
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restitution of tissue architecture [13, 19]. SVMPs are known to hydrolyze basernent 

6 
549 7 rnernbrane components in vitro [58, 59] and in vivo [59, 60]. When proliferating rnyoblasts 

8 
9 550 are not confined to the space delirnited by the basernent rnernbrane, they rnay proliferate 

10 
11 551 12 outside such space. In these conditions, fewer cells would undergo fusion and, 
13 
14 552 consequently, small caliber rnyotubes and rnyofibers would be generated [13). Further 
15 
16 553 
17 studies are required to assess the role of SVMP-induced degradation of muscle fiber 

18 
19 554 basernent mernbrane in the process of muscle regeneration. It is hypothesized that the 
20 
21 555 
22 

presence of atrophic regenerating fibers in tissue injected with venorn is predominantly a 

23 
24 556 consequence of SVMP darnage to the basernent rnernbrane cornponents of nerves and 
25 
26 557 muscle. 
27 
28 

558 29 
30 
31 559 In conclusion, our results show that skeletal rnuscle regeneration is partially deficient after 
32 
33 560 34 acute tissue darnage induced by the injection of B. asper venorn and by a hernorrhagic 

35 
36 561 SVMP, whereas a successful regenerative response occurs after myonecrosis induced by a 
37 
38 
39 

562 myotoxin which affects muscle fibers but not the rnicrovasculature nor the basernent 

40 
41 563 rnembranes of rnuscle fibers and nerves. These results support the hypothesis that SVMP-
42 
43 564 
44 

induced basernent mernbrane darnage, in rnicrovessels, muscle fibers and nerves, is the 

45 
565 46 rnain culprit for the poor regenerative outcorne in this rnodeL Damage to the 

47 
48 566 microvascu!ature is likely to induce ischernia and to affect the arrival of phagocytic cells in 
49 
50 

567 51 sorne necrotic areas. In addition, axonal regeneration is irnpaired. As a consequence of this 
52 
53 568 cornplex tissue scenario, fibrosis substitutes rnuscle tissue in sorne areas, and the diameter 
54 
55 569 
56 

of regenerating fibers is abnormally srnalL These observations reproduce clinical findings 

57 
58 570 and provide an experimental frame to assess the mechanisms involved in such poor 
59 
60 571 
61 

regenerative outcorne and to test therapeutic interventions airned at irnproving rnuscle 

62 
63 
64 
65 
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572 regeneration in people suffering from snakebite envenoming. Moreover, our findings 

573 underscore the potential usefulness of inhibiting SVMPs in situ after venom injection, in 

574 arder to prevent tissue damage and to facilitate regeneration. Since similar pathological 

575 effects are induced by many viperid snake venoms in different parts of the world, our 

576 observations and conclusions may have broader implications in the context of snakebite 

577 envenoming. 

578 
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Figure legends 

6 
799 7 

8 
9 

10 
800 Fig 1. Light micrographs of sections of mouse skeletal muscle at 1, 7 and 28 days after the 

11 801 12 injection, in the gastrocnemius muscle, of phosphate-buffered saline solution (PBS), B. 
13 
14 802 asper venom, Myotoxin (Mtx), and metalloproteinase BaPL First, second and fourth 
15 
16 803 
17 

horizontal rows of figures correspond to hematoxylin-eosin-stained sections, whereas the 

18 
19 804 third row corresponds to sections stained with Sirius Red and counterstained with Fast 
20 
21 805 
22 

Green FCF. Bar represents 100 µm. 

23 
24 806 
25 
26 807 
27 

Fig 2. (A) Quantitative assessment ofthe extent of myonecrosis and regeneration in mouse 

28 
29 808 gastrocnemius muscle injected with either B. asper venom, Mtx or BaPL Histological 
30 
31 809 
32 

sections stained with hematoxylin and eosin were analyzed one and 28 days after injections. 

33 
810 34 The extent of necrosis was estimated in samples collected one day after injection as the 

35 
36 811 percentage of the examined area corresponding to necrotic fibers, whereas the extent of 
37 
38 812 39 regeneration was estimated in samples collected at 28 days·· ai the percentage of the 
40 
41 813 examined area corresponding to regenerating fibers, i.e. fibers having a centrally-located 
42 
43 814 
44 

nuclei. *p < 0.05 when comparing the percentage of necrosis and of regeneration for a 

45 
46 815 single treatment. (B) Quantitative assessment ofthe diameter of regenerating muscle fibers, 
47 
48 816 
49 

i.e. fibers presenting centrally-located nuclei, 28 days after intramuscular injection in the 

50 
51 817 gastrocnemius of PBS, B. asper venom, Mtx or BaPL Regenerating fibers in tissue 
52 
53 818 
54 

injected with venom and BaP 1 showed a reduced diameter when compared with control 

55 
819 56 fibers in tissue injected with PBS (p < 0.05), whereas no significant difference was 

57 
58 
59 
60 
61 
62 
63 
64 
65 
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observed in the diameter of regenerating fibers in muscle injected with Mtx (p > 0.05). In 

6 
821 7 both graphs, results are presented as mean± SD (n = 9). 

8 
9 822 

LO 
Ll 

823 L2 Fig 3_ Time-course of changes in capillary/muscle fiber ratio (A) and in capillary density 
L3 
L4 824 (capillaries per mm2

, B) in mouse gastrocnemius muscle injected with B. asper venom; 
L5 
L6 825 
L7 control mice were injected with PBS. Capillaries were visualized by immunohistochemistry 

L8 
L9 826 with a rat anti-mouse CD31 monoclonal antibody, as described in Materials and Methods. 
20 
21 827 
22 

A reduction in both parameters of capillary density occurred rapidly after venom injection, 

23 
24 828 followed by a revascularization process. Results are presented as mean± SD (n = 9). * p < 
25 
26 829 
27 

0.05 when compared with capillary/muscle cell ratio and capillary density of muscle 

28 
830 29 injected with PBS. (C-E) Immunohistochemical staining of endothelial cells in sections of 

30 
31 831 mouse gastrocnemius muscle one day after injection of PBS (C), or one day (D) and seven 
32 
33 832 34 days (E) after injection of B. asper venom. Endothelial cells were detected with anti-CD31 
35 
36 8"" .).) antibody, followed by a polyclonal biotinylated rabbit anti-rat IgG and Streptavidin Alexa 
37 
38 
39 

834 fluor 488 (see Materials and Methods for details). Notice the loss of endothelial cell 

40 
41 835 immunostaining in sorne areas in muscle injected with venom (asterisk). Bar represents 50 
42 
43 836 
44 

µm. 

45 
837 46 

47 
48 838 
49 

Fig 4. A poptosis in regenerating skeletal muscle after the injection of either B. asper venom 

50 
839 51 or Mtx. Sections :from muscle tissue samples collected 3, 5 and 7 days after injection of 

52 
53 840 venom or Mtx were immunostained with anti-desmin antibodies and with TONEL (see 
54 
55 841 
56 

Materials and Methods for details). (A) The percentage of desmin-positive regenerating 

57 
58 842 musc]e fibers showing at least one TUNEL-positive nuclei, in relation to the total number 
59 
60 843 
61 

of desmin-positive regenerating muscle fibers, was estimated. Results are presented as 

62 
63 
64 
65 



36 

844 mean ± SD (n = 9). (B) TUNEL-positive nuclei in desmin-positive cells 5 days after 

845 injection of either venom or Mtx. To highlight the pattern of spatial heterogeneity, each 

846 point corresponds to the density of TUNEL-positive nuclei per are a in separa te microscopic 

847 fields in different areas of the tissue. (C) and (D) Micrographs of muscle tissue sections 

848 from mice 5 days after injection of Mtx (C) or B. asper venom (D) immunostained for 

849 desmin (green fluorescence) and with TUNEL (reddish coloration in nuclei). No TUNEL-

850 positive regenerating fibers, showing centrally-locate nuclei, are observed in muscle 

851 injected with Mtx, whereas severa! regenerating fibers present TUNEL-positive nuclei in 

852 tissue injected with venom (arrows). Bar represents 50 µm. 

853 

854 Fig 5: (A) Changes in the density of intramuscular nerves in muscle tissue of mice 3 and 28 

855 days after injection of either PBS, B. asper venom, Mtx or BaPl. Axons in nerves were 

856 visualized by immunostaining with a mouse anti-human neurofilament protein, as described 

857 in Materials and Methods. The number of intramuscular nerves per mm2 of tissue area 

858 showing at least one immunostained axon was quantified. Results are presented as mean:± 

859 SD (n = 5). A significant drop (* p < 0.05) in nerves per area was observed at 3 days in 

860 samples injected with either venom, Mtx or BaPl, as compared to samples injected with 

861 PBS, whereas no differences in the number of nerves per area were detected between 

862 treatments at 28 days. (B) Axonal density in intramuscular nerves 28 days after injection of 

863 the various agents. The number of axons within each nerve was determined and expressed 

864 in terms of axons per nerve area. Results are presented as mean± SD (n = 11). * p < 0.05 

865 when compared with axonal density in control muscles injected with PBS. **p < 0.05 when 

866 compared with axonal density in muscles injected with Mtx. (C to F) Light micrograph 

867 sections of mouse muscle tissue collected 28 days after injection of ( C) PBS, (D) B. aspe¡; 
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venom, (E) M tx, and (F) BaPl. Sections were immunostained for neurofilament protein to 

6 
869 7 detect axons in nerves (arrows). Notice the evident drop in thc number o f axons in samples 

8 
9 870 
o 

from tissue ínjected with venom or BaPI. Bar represents 50 µm. 
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