UNIVERSIDAD DE COSTA RICA

SISTEMA DE ESTUDIOS DE POSGRADO

REGENERACION MUSCULAR POSTERIOR A LA MIONECROSIS
INDUCIDA POR EL VENENO DE Bothrops asper: EVALUACION
DEL DANO A LA MICROVASCULATURA Y APOPTOSIS DE
CELULAS MIOGENICAS

Tesis sometida a consideracion de la Comision del Programa de
Estudios de Posgrado en Microbiologia, Parasitologia y Quimica
Clinica para optar al grado y titulo de Maestria Académica en
Microbiologia

ROSARIO D. HERNANDEZ HERNANDEZ

Ciudad Universitaria Rodrigo Facio, Costa Rica

2011



DEDICATORIA

Dedico este trabajo a mis padres por todo el apoyo y carifio brindado en
cada etapa de mi vida, por haberme acompafiado y compartido conmigo cada
paso. A mis hermanos y cufiada por el carifio, la compafiia y todos los bellos
momentos compartidos. A mis sobrinos con todo mi amor.

AGRADECIMIENTOS

A Dios.

A mis tutores: Dr. José Maria Gutiérrez, Dra. Alexandra Ruoavado‘Romero,
Dra. Patricia Saravia Otten. Gracias por el apoyo y la confianza brindadadurante
la realizacion del presente trabajo, gracias por su amistad.

A la Dra. Yamilet Angulo Ugalde, por abrirme las puertas del Instituto
Clodomiro Picado y permitirme formar parte de un grupo de trabajo tan profesional

y comprometido.

A los comparieros del Instituto Clodomiro Picado por todo el apoyo que me
brindaron durante la realizacién de este proyecto.

A NeTropica y a la Vicerrectoria de Investigacién de la Universidad de
Costa Rica, por el apoyo recibido para la realizacién del presente proyecto.

A la Universidad de San Carlos de Guatemala, por el apoyo brindado.



“Esta tesis fue aceptada por la Comisién del Programa de Estudios de Posgrado
en Microbiologia, Parasitologia y Quimica Clinica de la Universidad de Costa Rica
como requisito parcial para optar al grado y titulo de Maestria Académica en
Microbiologia”

i)

Dra. Tere};a scalzénte Munoz, Ph.D.
Representante de la decana del Sistema de Estudios de Posgrado

ot e f

Dr. José Mana éutierrez Gutiérrez, Ph.D.
Director de Tesis

Mk e S

Dra Alexandra Rucavado Romero, Ph.D.
Asesora

=]
T
Dra. Patridia Saravia Otten, Ph.D.
Asesora

%4"1 MW‘«@

Dr. Fernando Garcia Santamarfa Ph.D.
Director del Programa de Posgrado en Microbiologia,
Parasitologia y Quimica Clinica

,{//Z////@l/vZ/zz//

Rosano Damans Hemandez Hemandez
Candidata

i



INDICE DE CONTENIDOS

Dedicatoriay agradecimientos . . . ... ... ... . i
Hojade aprobacidn . .. ... ... ... ... iii
Indice de contenidos . . . ... ... v
RESUMEBN L . e e vil
Abstract . . . e viii
Listadefiguras . . ... ... e X
Listade abreviaturas . . ... ... L X
1. Antecedentes. ... ... . ... L 1

1.1 Envenenamiento ofidico por Bothrops asper en Centroamérica.. . 1

1.1.1 Bothrops @sper. . .. ..« e e e e

1.1.2 Composicién delveneno . .. ......... .. ... .... . 2
1.1.3 Fisiopatologfa del envenenamiento ............... ... 5
1.1.4 Tratamiento antiofidico . . .. ... ... .. ... ... ... ... 9
1.2 Regeneracidbn muscular. . ... ... ... . 11
1.2.1 Activacién de células satélites . ........ . ... ... .. ... 12

1.2.2 Diferenciacién y fusién de células precursoras miogénicas 14

1.2.3 Participacién del sistema inmune en la regeneracion
MUSCUIAT. .. ..o e e e et e e {8

1.8 Apoptosis . . . . e 20
1.3.1 Caracteristicas generales . .. .. ... ... ... ... ... .. 20
1.3.2 Apoptosis en musculo esquelético .. ...... .. ... L. 22
2. Justificacion . ... ..o oL e . 26



3. Hipdtesis .. ... 28
4. Objelivos ... 29
4.1 GeNEIAl | e 29
4.2 Especificos .. ... 29
5. Materialesy métodos. . . ... ... 30
51Venenoytoxinas............ ... ...... T e 30
5.2 Modelo murino de envenenamiento y regeneraciéon muscular . . . . . 30

5.3 Cinética de pérdida y recuperacién de la microvasculatura muscutar 31
5.4 Tincion doble de apoptosis y desmina/Pax7 . ................. 32
5.5 Cuantificacibn de macrofagos . . ... ... .. ... ... 35

5.6 Evaluacion del-grade-de fibrosis observado durante la regeneracion
MUSCUIAT ... ..o e e 3G

5.7 Andlisis estadistico .. ... ... .. . 37
6. Resultados . . . ... ... e . 38

6.1 Caracteristicas histolégicas de mdsculos tratados con veneno 38
completo de B. aspery sus toxinas individuales............... ool

6.2 Cinética de pérdida / recuperacién de la microvasculatura-muscular 43
6.3 Apoptosis de célufas musculares . . .. ... ... ... ... 46
6.4 Macréfagos . ... e e e 51

6.5 Evaluacién del grado de fibrosis observado durante la regeneracion
MIUSCUIAI..... o e 5D

7. DISCUSION . . . . 56

7.1 Caracteristicas histolégicas asociadas al envenenamiento y la
regeneracion muscular...................iis BT

7.2 Pérdidadeladensidadcapitar. . ..... ... ... ... ... . ..., e 58



TAMacrOfagos . .. oo e i
7.5 Fibrosis observada en la regeneracidbn muscular. .. ... .......
8. Conclusiones ... ... ...

9. Referencias .. ..... .. ..
10, ANEXOS . o ot e e
Anexo 1. Efecto de factores de crecimiento en células satélite ... ...
Anexo 2. Anticuerpos y fluorocromos utilizados en el estudio . . . ..

Anexo 3. Protocolo general de tincién por inmunohistoquimica de
IUOIESCENCIA. .. oo e e e e e e e e

Anexo 4. Protocolo de tincién doble de apoptosis y desmina ........

Anexo 5. Protocolo de tincién para determinacion de coladgeno y
ProteiNa total. . e

Anexo 6. Articulo aceptado para pubticacidn en PloS ONE..................

vi

65
66
70
71
76
76
77

78
80

82
83



RESUMEN

El envenenamiento ofidico representa un problema de salud publica en
diversos paises tropicales, incluidos los paises centroamericanos. En
Centroameérica, Bothrops asper es la principal especie asociada al accidente
ofidico. Con el afan de interpretar el papel de las principales toxinas del veneno
de B. asper en el proceso de regeneracién muscular observada después del
envenenamiento por esta especie, en el presente estudio se evalud el papel de
diversos factores en el proceso regenerativo, tales como dafic a Ia

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

Se observd que la participacién de metaloproteinasas hemorragicas del
veneno (tratamientos con veneno completo y metaloproteinasa BaP1) se asocian
con una respuesta regenerativa poco eficiente caracterizada por un patrdn
histolégico heterogéneo en los musculos envenenados durante la primera semana
posterior al envenenamiento; esto contrasta con el cuadro histolégicamente mas
homogéneo, asociado a un proceso eficiente de regeneracién muscular observado
en los musculos tratados exclusivamente con miotoxinas (Mtx).

Al evaluar el papel de la pérdida de la densidad capilar en los musculos
tratados con veneno, por un periodo de un mes posterior al envenenamiento, se
observd que, si bien la densidad capilar se recupera alrededor de dos semanas
después del envenenamiento, existe una marcada disminucién la microvasculatura
muscular durante la fase aguda del envenenamiento (primera semana), etapa que
coincide con el inicio de la respuesta regenerativa. Se plantea que esta alteracion
a la microvasculatura promueve un proceso isquémico a la vez que limita la
llegada de mediadores inflamatorios y sefiales quimicas al area de dafio, alterando
asi el proceso de regeneracién muscular.

Con respecto a la apoptosis observada en musculos luego de su
tratamiento con veneno completo o sus toxinas, aunque no hubo diferencias
estadisticamente significativas, se observaron tendencias en cuanto a mayor
presencia de células positivas para TUNEL en los tratamientos hemorragicos
(veneno y BaP1), comparado con lo observado en musculos tratados con Mtx.
Para los tres tratamientos, el dia 5 posterior al envenenamiento presentd la mayor
cantidad de células apoptéticas, hallazgo que puede ser considerado parte del
proceso normal de regulacion observado durante la regeneracion.

La evaluacion de la cantidad de macréfagos observados en los musculos
tratados con veneno o sus toxinas, permitié detectar tendencias en cuanto al
numero de los mismos presentes en diferentes dreas y diferentes tratamientos.
Para todos los aspectos evaluados, la heterogeneidad histolégica observada en
los tratamientos que incluyeron la participacién de toxinas hemorragicas fue el
factor mas caracteristico, dato que puede ser considerado como elemento
importante en la alteracion 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. For 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 mode! 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
decrease of the muscular microvasculature 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 capillary vessel account might be
associated with ischemia, as well as with an impaired chemical signaling
necessary for the regenerative process, thus promoting a deficient muscle
regeneration event.

The presence of TUNEL positive cells was evaluated in muscles treated with
venom or isolated 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 cells 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 for the regenerative process.

Muscles treated with myotoxin showed a more efficient muscle regenerative
response when compared with those treated with venom or BaP1. The efficient
regenerative response observed in myotoxin-treated muscles was associated with
the absence of microvascular damage, less apoptotic events in some areas and
longer persistence of macrophages at the damaged / regenerative regions.
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1. ANTECEDENTES
1.1 Envenenamiento ofidico 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: Colubridae, Elapidae y Viperidae.
Las especies de la familia Viperidae se asocian con mayor frecuencia a los
accidentes ofidicos observados en la regién debido a su amplia distribucion en
diferentes ambientes ecoldgicos. Los géneros de vipéridos observados en
Centroamérica son: Afropoides, Bothriechis, Bothrops, Cerrophidion, Crotalus,
Lachesis, Porthidium y Agkistrodon'™.

En Centroamérica, Bothrops asper es la principal especie asociada a
envenenamiento ofidico. Dicha especie se encuentra distribuida desde México
hasta el noroeste de Colombia, Trinidad y Venezuela, en la vertiente del Caribe;
asi como hasta las regiones central y sur de Costa Rica, Panamd, y parte de
Colombia, Ecuador y Per(, en la vertiente del Pacifico*®.

Existen diversas caracteristicas que hacen que B. asper sea la especie
asociada con mayor frecuencia a casos de envenenamiento ofidico en la region
centroamericana: la abundancia de la especie, la estructura anatdmica de la boca
que le permite provocar mordeduras en diferentes partes del cuerpo, asi como
también una abundante produccion de veneno, la cual también se asocia a la
posibilidad de producir envenenamientos severos*®.

En Costa Rica, B. asper se observa en ambientes himedos, asi como
bosques primarios y secundarios localizados entre los 0 y 600 metros sobre el
nivel del mar, aproximadamente; existen reportes que refieren la presencia de esta
especie en regiones de mayor altitud*. Ademaés, debido a la habilidad de esta
especie de adaptarse a ambientes alterados, como zonas agricolas, se reporta
también su presencia en areas cercanas a viviendas rurales; todo ello provoca que
la mayor parte de accidentes ofidicos se observen en zonas rurales y que [os

principales afectados sean nifios y jévenes trabajadores agricolas*®.
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Los vipéridos han desarrollado un sistema muy eficiente de produccion e
inoculacion de veneno, en el cual se observa la presencia de un canal de veneno
entre la glandula productora y los colmillos superiores frontales. Cuando la
serpiente tiene la boca cerrada dichos colmillos se pliegan hacia atras, pero se
proyectan cuando la boca se abre, permitiendo la inoculacion del venenc sobre la
presa durante la mordida. El veneno de los vipéridos consiste en una mezcla
compleja de biomoléculas y sales inorganicas, donde des”t_.aoa la presehcia de
péptidos, proteinas sin actividad enzimatica y enzimas con diferentes actividades,
entre otros componentes. Estos componentes polipeptidicos son los principales
elementos responsables de los diferentes efectos patoldgicos observados en

casos de envenenamiento por vipéridos'.

1.1.2 Composiciéon del veneno

Los venerios de serpientes consisten en una compleja mezcla de
biomoléculas con diferentes propiedades biogquimicas y farmacoldgicas,
incluyendo enzimas (proteinasas, fosfolipasas, nucleasas, L-aminoacido oxidasas,
etc.), miotoxinas, toxinas hemorragicas, toxinas que interfieren con factores de la
coagulacién, neurotoxinas, inhibidores de accién de las diferentes enzimas que
componen el veneno, factores de crecimiento, lectinas, aminoéacidos libres, aminas
biogénicas, carbohidratos, lipidos, nucledtidos, nucledsidos, acidos organicos, asi
como cationes y aniones organicos’. Si bien se han caracterizado las principales
actividades de muchos componentes proteicos del veneno, ain es necesario
conocer el papel de todos los componentes del mismo, u otras posibles
actividades en el envenenamiento.

La composicion especifica del veneno de las diferentes especies de
serpientes venenosas es variable, observandose incluso diferencias menores
entre miembros de la misma especie que han sido separadas por barreras
biolégicas. A pesar de estas diferencias, las fracciones proteolitica y de
fosfolipasa Ay de los venenos comprenden el mayor porcentaje en cuanto a
composicion de [os mismos, correspondiente a aproximadamente el 90 por ciento

de la composicion del veneno de B. asper de la vertiente del Pacifico. Esta



3

preponderancia de metaloproteinasas y fosfolipasas A, es un factor comun
observado en las los venenos de las diferentes especies de serpientes venenosas
de la familia Viperidae™®.

Diversos estudios realizados a partir de veneno de especimenes 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 al proteoma
observados en venenos obtenidos de especimenes de las regiones del Caribe y
del Pacifico. Dichas poblaciones fueron separadas por barreras biologicas, las
cadenas 'montaﬁosas de Guanacaste, Central y de Talamanca, evento que
promovVié la separacidon de las poblaciones de B. ésper en el pais. Se sugiere que
las caracteristicas de las regiones geograficas ejercieron diferente presion
evolutiva, la cual se ve reflejada en diferencias en la composiciéon del veneno en
ambos grupos®®.

En un estudio realizado por Gutiérrez y colaboradores®, se observé que
los venenos de las serpientes del sector del Caribe presentan mayor actividad
hemorragica, procoagulante y mionecrética, distinguiéndose de los de las
serpientes del Pacifico en las que destaca una mayor actividad proteolitica.
Ademas, existen variaciones en las actividades toxicas y enzimaticas de
serpientes juveniles y adultas en ambas poblaciones, considerandose que la
variacion es efecto del cambio en cuanto al tipo de alimentacién en diferentes
etapas de la vida (presas ectotérmicas en etapas juveniles y endodérmicas en
etapas adultas)®. Posteriormente, los analisis protedmicos revelaron diferencias en
cuanto a la concentracion de proteinas en ambos grupos; las serpientes del Caribe
presentan mayor contenido de serina proteinasas, L aminoacido oxidasas Yy
desintegrinas, mientras en las del Pacifico destaca la presencia de toxinas con
actividad fosfolipasa Az (PLAgs), y dentro de este grupo de toxinas destaca la
presencia de PLAgs lisina 49 (Lis 49)°. En este punto cabe destacar que las PLAgs
de venenos de serpientes se dividen en dos grandes grupos en funcion de su
actividad catalitica, la cual puede atribuirse, en importante medida, a la identidad
del aminoacido presenten en la posicién 49, participando del sitio activo de fa

enzima. Las enzimas cataliticamente activas presentan un residuo de acido
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aspartico en dicha posicion (Asp 49), mientras que las PLAys con lisina en
posicion 49 (Lis 49) son inactivas desde el punto de vista catalitico. Es importante
destacar que actividad miotdxica de las PLAss no se atribuye exclusivamente a su
actividad catalitica, observandose tanto en las toxinas Asp 49 como en las Lis 49,
lo cual sugiere que la actividad miotdxica de este tipo de proteinas esta asociada a
la interaccién de la proteina con la célula blanco'®.

Otro grupo importante de proteinas presentes en el veneno de B. asper
son las metaloproteinasas dependientes de zinc (SVMPs), las cuales se clasifican
en cuatro grupos en funcion de la estructura de la proteina. El grupo P-I
comprende aquellas SVMPs que presentan Unicamente el dominio
metaloproteinasa, en P-1l se observan dominios metaloproteinasa y desintegrina;
las P-lll presentan, ademas del dominio metaloproteinasa, un dominio tipo
desintegrina y un dominio rico en cisteina, y finalmente las P-IV presentan dos
subunidades, una con los dominios observados en una P-lll y la segunda con un
dominio fectina tipo C. La unién entre subunidades en este Ultimo 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-llI presentan la mayor actividad hemorragica, sin embargo, también se
reporta la presencia de SVMPs activas e inactivas como hemorraginas en los
diferentes grupos descritos™".

Al comparar la presencia y tipo de SVMPs en B. asper en Costa Rica, se
observa que las mayores diferencias se presentan entre especimenes juveniles y
adultos, en ambas poblaciones (Caribe y Pacifico). Entre las poblaciones
juveniles se observa un predominio de SVMPs tipo P-llI, las cuales corresponden
a aproximadamente el 60 por ciento de la composicién total de proteina del
veneno en este grupo. En el grupo de especimenes adultos se observa una
disminucién general de SVMPs (40 por ciento del total de proteina), ademas de
una inversion del patrén de SVMPs, destacando en este grupo la presencia de

proteinas del grupo P-l (aproximadamente 30 por ciento del total de proteina)®.
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En cuanto a la actividad general del veneno de B. asper, en especimenes
juveniles se observa una mayor actividad proteolitica y hemorrégica, asi como una
mayor capacidad de formar edema y letalidad, comparado con una mayor
actividad hemolitica y mionecrdtica en el veneno de especimenes adultos. Dichas
diferencias se atribuyen, principalmente, a variaciones en los habitos alimenticios
de la serpiente, las cuales le han permitido adaptarse a diferentes tipos de presas

en diferentes etapas de la vida®®.

1.1.3 Fisiopatologia del envenenamiento

El envenenamiento por B. asper presenta caracteristicas especificas y
complejas que incluyen alteraciones locales y sistémicas, observandose estas
Gltimas en funcion de la severidad del envenenamiento, asi como el periodo
transcurrido desde el accidente hasta la aplicacion del suero antiofidico.

Los efectos locales se observan casi de forma inmediata en la region en la
cual ha sido inoculado el veneno. Estos efectos incluyen: edema, dolor,
hemorragia, mionecrosis, formacién de ampollas y dermonecrosis. Ademas,
existe la posibilidad de adquisicion 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 formacién de abscesos que pueden poner en riesgo de amputacion
el miembro envenenado®.

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 accién de las SVMPs que tienen un
efecto directo sobre la microvasculatura, asi como por la accion 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 linfaticos. Ademas, las alteraciones vasculares también

promueven otras caracteristicas fisiopatolégicas del envenenamiento como
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desbalance de fluidos, hipovolemia y alteraciones hemodinamicas, principalmente
presentes en caso de envenenamiento severo. Dichas alteraciones ademas
promueven un incremento de la presion intracompartimental que permite el
establecimiento del sindrome compartimental, condicién que favorece el desarrollo
de un ambiente isquémico en el musculo que también contribuye con el dafio
local®.

Como efecto del envenenamiento se presenta un proceso inflamatorio
local caracterizado por la presencia de un importante infiltrado inflamatorio, el cual
alcanza su valor maximo 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) neutrdéfilos,
poblacion 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 expresion de moléculas de adhesion celular en neutréfilos y céluias
endoteliales. Otra caracteristica observada es la accion del veneno en cuanto a la
induccién de fagocitosis y activacién de macréfagos, asi como la induccién de
produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) por células inflamatorias y la
generacion de la fraccion C5a del complemento™.

En un estudio realizado por Teixeira y colaboradores™®, se observé que no
existe disminucion significativa de la mionecrosis observada en el sitio de
inoculacién del veneno, en ratones tratados con anticuerpos anti-PMNs, cuando
son inoculados con veneno completo de B. asper o con miotoxina | (Mtxi, una
PLA, cataliticamente activa del veneno de B asper), evidenciando la ausencia de
participacion significativa de PMNs en el dafo muscular caracteristico del
envenenamiento. Por el contrario, la ausencia de PMNs se asocié a deficiencias
en el proceso de regeneracién muscular, incluso en aquellos misculos tratados
con Mtx!, el cual es considerado un modelo de buena regeneracion, observandose
64 por ciento de areas regenerativas en musculos tratados con miotoxina |, frente
a 13 por ciento de areas regenerativas en musculos con el mismo tratamiento y
anticuerpos anti neutréfilos, destacando asi el papel de los neutréfilos en la

promocién del proceso regenerativo™®™.
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Con respecto al papel de las SVMPs, se ha demostrado que en el veneno
de B. asper el efecto hemorragico se asocia a la presencia de SVMPs tanto de los
grupos P-I como P-ill, destacando la mayor abundancia de P-l en el veneno de
adultos. Dichas SVMPs provocan la alteracién estructural de células endoteliales
de vasos capilares provocando la pérdida de la integridad de la célula endotelial
asi como alteraciones en la continuidad de la membrana basal que rodea el vaso
capilar, la cual se debilita ademés de perder su elasticidad caracteristica®. La
participacion de dichas alteraciones, unida a la fuerza fisica ejercida por el flujo
sanguineo normal, han sido postulados como los principales mecanismos que
promueven la hemorragia local observada en el sitio del envenenamiento®*.

Con respecto a la dermonecrosis y formacién de ampollas, se ha
observado la participacién de BaP1, la principal P-I del veneno de B. asper, en la
fisiopatologia de estos eventos debido a la hemorragia promovida por dicha SVMP
a nivel de la dermis y a su capacidad de causar una separacién entre dermis y
epidermis. Ademads, se sugiere que las alteraciones a los vasos sanguineos
promovidas por las SVMPs del veneno promueven un proceso isquémico que
contribuye a empeorar el dafio ejercido por las PLAzs, favoreciendo la
mionecrosis®.  Otro efecto descrito para BaP1 es la capacidad de esta
metaloproteinasa de inducir quimiotaxis de neutréfilos, probablemente mediada
por el sistema del complemento, observandose la participacién de C5a en este
proceso'®.

La actividad de degradacién de componentes de matriz extracelular se
observa tanto en SVMPs, asi como serina proteinasas y hialuronidasas del
veneno, siendo mas destacada la accién de SVMPs en este proceso. Dicha
actividad, ademas de promover el proceso hemorragico, provee las condiciones
necesarias para favorecer la diseminacién del veneno en el musculo afectado,
haciendo més significativa la fisiopatologia del envenenamiento®.

Una de las caracteristicas clasicas del envenenamiento por B. asper es la
mionecrosis, la cual es causada por efecto de las PLAgs basicas presentes en el
veneno, u homélogos de las mismas. La inoculacién de Mtxl promueve

mionecrosis, asi como alteraciones histoldégicas e incremento de la actividad



plasmatica de la enzima muscular creatina cinasa (CK)°. La mionecrosis
representa una forma de dafio severo al musculo, la cual involucra la muerte
rapida de la fibra o una seccidn de esta. la necrosis de tejido muscular y la
capacidad de eliminacion del tejido necrotico por células del sistema inmune son
procesos esenciales en la iniciacién. de los eventos regenerativos. Una
caracteristica importante de la mionecrosis es su incapacidad de danar células
satélites o la ldmina basal de la fibra muscular’®. o

Estudios ultraestructurales han demostrado que el principal efecto de MtxI
es la alteracion de la membrana plasmatica de fibras musculares, promoviendo la
formacion de lesiones focales, las cuales favorecen el incremento en la
concentracion de calcio citoplasmatico por efecto del ingreso incontrolado de
calcio extracelular. Las alteraciones en el equilibrio del calcio intracelular
promueven una hipercontraccion muscular la cual, ademas de alterar la actividad.
contractil normal del mascuI;), favorece el dafio mecanico sobre la membrana
celular; ademas, el exceso de calcio en el citosol promueve su influjo hacia la
mitocondria, lo que altera los procesos de generacion de energia y la pérdida de la
integridad de la membrana mitocondrial. Asi mismo, el exceso de calcio promueve
la activacion de enzimas proteoliticas dependientes de calcio. En conjunto estos
eventos promueven la muerte de fibras musculares en la region en la que se
distribuye Mtxi, asi como las otras fosfolipasas Az del veneno, tanto las que son
catallticamente activas, como las que no lo son®.

El efecto citotdoxico demostrado por diferentes PLA;s de venenos de
serpientes, incluyendo Mixl, afecta a diversos tipos celulares; sin embargo, se
observa mayor susceptibilidad en fibras musculares y miotubos. El amplio ambito
de accion de las PLAys se asocia con. la habilidad de dichas proteinas de
interactuar con fosfolipidos de membrana, asi como a la capacidad de
reconocimiento de sitios especificos en la membrana celular, en los cuales ejerce
su actividad citotéxica. Se considera que esta especificidad de reconocimiento es
un proceso importante en la accién miotdxica sistémica observada en venenos de
otras serpientes como la crotoxina de Crotalus durissus o miotoxinas tipo

fosfolipasa A, de clase | aisladas de venenos de algunos elapidos®.



La severidad de los efectos fisiopatolégicos del envenenamiento puede
variar en un amplio ambito, observandose en algunos casos dafio sistémico,
evento que ocurre en envenenamientos moderados o severos por B. asper. De
presentarse dafio sistémico, éste se manifiesta por sangrados, coagulopatias,
hipotensién, alteraciones hemodinamicas, edema pulmonar y fallo renal agudo,
entre otras complicaciones'. A diferencia de la hemorragia local, la observacion
de hemorragia sistémica se asocia a la presencia de SVMPs del tipo P-lIl en el
veneno de B. asper, las cuales son méas abundantes en especimenes juveniles, a
los que se asocian, a la vez, envenenamientos con mas complicaciones
hemorragicas®'’. Otro aspecto asociado al envenenamiento sistémico es una
marcada disminucién en el recuento de plaquetas; estudios experimentales
demuestran que dicho efecto es debido a la presencia de una proteina similar a
lectina tipo C, llamada aspercetina, la cual es capaz de inducir agregacion
plaguetaria dependiente del factor de von Willebrand. De igual forma, la actividad
coagulante del veneno promueve la disminucién significativa de fibrina y/o
fibrindgeno, actividad que se considera efecto de la accién de dos proteinas:
Asperasa, una serina proteinasa similar a trombina, y Basparina, una SVMP tipo
P-Ill, capaz de activar protrombina'”.

Los diferentes componentes del veneno actdan en conjunto favoreciendo
los diferentes procesos fisiopatologicos asociados al envenenamiento por B.
asper, los cuales pueden llegar a comprometer la vida de la victima o promover un

dafo irreversible a la musculatura del mismo.

1.1.4 Tratamiento antiofidico

El tratamiento del envenenamiento ofidico se basa en la neutralizacion,
mediada por anticuerpos, de las principales proteinas causantes de los efectos
mas severos del envenenamiento. Dichos anticuerpos se generan por |a
inmunizacion controlada de animales, de los cuales el procesamiento del plasma
genera un antisuero especifico para la especie de serpiente con que fue inoculado
el animal. La inmunizacién de caballos con los venenos de B. asper, Crotalus

simus y Lachesis stenophrys promueve la formacidon de anticuerpos,
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principalmente igG, los cuales son capaces de neutralizar las actividades toxicas y
enzimaticas de estos venenos y de otros venenos de especies de la familia
Viperidae'®.

En el desarrollo de antivenenos para el tratamiento del envenenamiento
ofidico es importante tomar en cuenta la distribucidon de las serpientes de la region,
as| como la interaccién de las mismas con poblaciones humanas. Debido a la
diversidad de especies de serpientes venenosas observadas en Centro Ameérica,
el antiveneno polivalente producido en Costa Rica se obtiene por inmunizacion de
caballos con mezclas de venenos de tres especies de serpientes: B. asper,
Crotalus simus 'y Lachesis stenoph ys'e,

La evaluacién de la efectividad de un antiveneno se realiza por medio de
pruebas que permitan determinar la neutralizacion de los principales efectos del
veneno a partir del cual fue generado. La neutralizacion del efecto letal del
veneno en un modelo murino, asi como la neutralizacién in vitro de proteinas
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
neutralizacion de los efectos sistémicos del veneno de B. asper en los paises en
los que son producidos (Costa Rica, México y Colombia), asi como en paises
vecinos (por ejemplo Guatemala)'®.

A pesar de la eficiencia de dichos antivenenos, su capacidad de prevenir
los efectos locales del envenenamiento es solo parcial, observandose en
ocasiones que efectos locales como hemorragia, mionecrosis y edema, son causa
de complicaciones que pueden llevar a la pérdida de tejido muscular o
amputacion. Esta disminuida capacidad de los antivenenos de neutralizar los
efectos locales del veneno se debe en gran parte a la rapida y eficiente accion de
los componentes del veneno que presentan efectos locales; asi mismo, los
anticuerpos presentes en el antiveneno son capaces de neutralizar el efecto de las
proteinas del veneno, pero no de revertir el dafio provocado por las mismas,
previo a la aplicacidén del antiveneno. Otro efecto que se asocia a la capacidad

disminuida de neufralizar determinados efectos del veneno se debe a la
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inmunogenicidad de ias diferentes proteinas asociadas a dichos efectos. Se ha
reportado que la neutralizacion del efecto hemorragico requiere menor cantidad de
antisuero que la neutralizacion del efecto miotdxico, lo cual puede reflejar una
menor presencia de anticuerpos anti-miotoxina, en parte debida a menor

inmunogenicidad de dicha toxina'®.

1.2 Regeneracion muscular

El musculo esquelético estd constituido por fibras multinucleadas con los
nlcleos distribuidos en la periferia, de naturaleza contractil y rodeadas de tejido
conectivo, las cuales se agrupan en haces y se asocian a neuronas motoras. Las
miofibras presentes en los musculos del organismo presentan diferentes
propiedades fisioldgicas, observandose que los musculos individuales presentan
diversas combinaciones de fibras de contraccién lenta / resistentes a la fatiga y
fibras de contraccion rapida / no resistentes a la fatiga. La capacidad contractil
general del musculo esta determinada por la composicién del mismo en funcién de
los dos tipos de fibras'®,

Las actividades realizadas por el miusculo esquelético en animales
corresponden, entre otras, a locomocion, postura y respiracion, principalmente. El
musculo esquelético es susceptible al dafio asociado a causas directas (trauma,
laceraciones, actividad fisica extenuante, accién de miotoxinas), o indirectas
(alteraciones neurolégicas, defectos genéticos). La incapacidad de reparar el
tejido muscular danado, o la deficiente reparacién del mismo, puede provocar
atrofia y/o pérdida de la masa muscular, condiciones que deterioran la calidad de
vida del paciente e incluso pueden poneria en riesgo’®.

El mantenimiento de la actividad muscular normal depende, en gran
medida, de la capacidad del mismo de reparar la alteracién de la arquitectura y
funcionalidad del tejido muscular. Esta alta capacidad regenerativa se atribuye a
la presencia de células indiferenciadas, residentes de musculo, llamadas células
satelites, las cuales se activan por efecto de diversos procesos de dafio muscular

y generan la reposicién funcional de fibras musculares dafiadas'®?.
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El proceso de regeneracidbn muscular en mulsculos adultos de diversos
modelos animales presenta diversas caracteristicas en comudn con el proceso de
miogénesis embrionaria. Se distinguen procesos regenerativos en funcion del
grado de dafio a las fibras musculares; la reparacién de fibras dafiadas por
situaciones que no generan eventos necréticos musculares, y el dafio severo a
musculo que tiene como componente importante la mionecrosis'®.

El proceso de regeneracion muscular incluye dos etapas, una degenerativa
en la cual se observa marcada necrosis, evento que es normalmente iniciado por
la alteracion de la membrana de la miofibra (sarcolema) que promueve un
incremento en la permeabilidad del sarcolema, y una etapa regenerativa que
implica la activacién de células satélite, y su posterior proliferacion y fusion'®. La
regeneracion muscular se observa Gnicamente posterior a eventos necroéticos, la
necrosis se presenta.lnicamente en porciones de la micfibra. Los eventos que
promueven la necrosis, ademas, favorecen el establecimiento de un proceso
inflamatorio en el cual se observa remocién de tejido necrético por las células del
sistema inmune, siendo este evento, unido al mantenimiento de la integridad de la
lamina basal y una correcta vascularizacién e innervacion, requisitos

indispensables para un proceso regenerativo eficiente®.

1.2.1 Activacion de las células satélites

Se conoce como células satélites a un grupo de células mononucleadas,
indiferenciadas, quiescentes, presentes en misculo esquelético de mamiferos, asi
como aves, reptiles y anfibios. Estas se localizan dentro de la lamina basal que
rodea las fibras individuales, entre la membrana plasmatica de la fibra muscular y
la membrana basal. Las células satélites presentan mayor relacion ntcleo /
citoplasma en comparacion con otras células mononucleadas, asi como contenido
reducido de organelas celulares. Presentan un nlcleo mitéticamente quiescente,
asf como también se observa disminuida actividad transcripcional en el mismo™®.

En ratones las células satélites representan del 5 al 10 por ciento del total
de ndcleos presentes en musculo normal. Este grupo de células se identifica por

la presencia de marcadores moleculares Gnicos como son: Pax7, M-cadherina,
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CD34 vy la proteina de fusion Myf5/8*!, ademas de observarse una distribucion
desigual de este tipo celular en el mdsculo. Las células satélites se observan en
mayor numero asociadas a fibras musculares lentas, asi como en regiones
cercanas a la unién masculo — neurona motora y cercanas a vasos capilares'®.
Otra caracteristica de este tipo celular es que se han reportado variaciones en
cuanto a cantidad de células satélite con la edad describiéndose una disminucion
en la densidad de las mismas con el envejecimiento'®?'.

Tanto Pax3 como Pax7 son factores de transcripciéon que juegan papeles
importantes en diversos tejidos y 6érganos, incluyendo el musculo esquelético.
Dichos factores de franscripcidn ejercen influencias en diferentes etapas del
desarrollo muscular®?.  El papel de Pax3 es esencial en la regulacién de la
migracion de células miogénicas, dependiente de MyoD durante la embriogénesis,
mientras que Pax7 tiene una mayor participacion durante el crecimiento perinatal y

en etapas adultas®?®.

Las proteinas 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,
observandose la principal participacion de Pax3 en la migracién de células de
linaje miogénico, y Pax7 en promover el potencial miogénico de dichas células en
etapas post embrionarias®.

Pax7 tiene funciones importantes en la regulacion de las células satélites, y
es expresado en forma especifica en este tipo celular y su descendencia,
participando de la especificacién y regulacién del linaje miogénico. Se ha
observado que Pax7 promueve el compromiso miogénico de la célula satélite®.

Mucho del conocimiento actual con respecto a la actividad de las células
satélites en regeneracién muscular proviene del estudio de modelos animales,
principalmente murinos, en dicho proceso. La activacion de células satélite para
iniciar el proceso de regeneracién muscular se inicia por efecto de procesos que
promuevan dafio muscular como isquemia, estiramiento, presencia de 6xido nitrico
(NO) vy denervacion, entre otros; estos son estimulos diferentes de aquellos que
promueven el crecimiento y recambio normal de células satélites?!. El primer paso

en el proceso de regeneracién muscular consiste en la activacién de las células
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satélites, que en condiciones normales se observan quiescentes, y la proliferacion
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 dafiadas. Sin embargo, siempre se observa un
pequefo porcentaje de células satélites que no se diferencian y se mantienen
quiescentes, reemplazando a las que originaimente se comprometieron en el
proceso regenerativo'®?; se ha descrito que la activacion de células satélites no
se da Unicamente en la regién dafiada, observandose la activacién y migracion de
las mismas desde regiones sanas alrededor de la zona de dafio muscular'®.

Por efecto de los diferentes tipos de dafio que generan Ia iniciacion del
proceso regenerativo, se observa la liberacion local de diversos factores quimicos
que sirven como mediadores y sefializadores de los diferentes eventos necesarios
para la regeneracion efectiva. Uno de los primeros eventos asociados al dafio es
la liberacion del factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) por tipos celulares
especificos, asi como liberacién de pro — HGF, normalmente asociado a matriz
extracelular, y su activacién por el activador de HGF (una serina proteinasa),
accion que se ve favorecida, ademas, por la activacion de metaloproteinasas de
matriz (MMPs) por efecto del NO producido por la éxido nitrico sintasa liberada de
la ldmina basal en respuesta al dafio a la miofibra®*.

El HGF liberado en el sitio de dafio se une a su receptor especifico (Cmet),
presente en la superficie de las células satélites, sefial que promueve la

proliferacion de este tipo celular'*",

El papel de HGF en el proceso de
regeneracion muscular es mas importante en las etapas tempranas del proceso de
regeneracion muscular en las cuales se encuentra elevado, y cuya concentracion
disminuye a medida que avanza el proceso regenerativo. También se ha sugerido

la participacién de HGF en la migracién de células satélites al sitio de dafo™®.

1.2.2 Diferenciacién y fusion de células precursoras miogénicas
La activacién de mcps, para mamiferos en general, promueve el

incremento de la transcripcion de miembros de la familia de factores regulatorios
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miogénicos (MRFs): Myf5 y MyoD. Estudios realizados en modelos animales han
permitido establecer el papel de MyoD en la diferenciacién de mcps, asi como
también en fusidon de los mismos; esta Gltima actividad se realiza en conjunto con
M-cadherina. La actividad de M-cadherina en cuanto a la promocién de la fusién
de mpcs no afecta la diferenciacién bioquimica de los mioblastos. Se ha sugerido
que el papel de Myf5 es el de favorecer el mantenimiento de una poblacién basal
de células satélites’®.

Luego de la proliferacion de mpcs se observa un incremento en la
expresion de miogenina y MRF4 en las células que inician el programa final de
diferenciacion, seguido de la detencién del ciclo celular. La finalizacion del
programa de diferenciaciéon celular se observa con la activacién de la cadena
pesada de la miosina (MHC) y la fusién de mpcs para reparar la (s) fibra (s)
muscular (es) dafada (s). Se sugiere que MRF4, el cual se encuentra presente en
los nicteos de fibras musculares recién fusionadas, participa en la maduracién de
miofibras’®.

El proceso de fusidn de mioblastos sigue una serie eventos celulares,
ordenados, los cuales incluyen: elongacién, migracién celular, reconocimiento /
adhesion, asi como fusion de membranas. Estudios realizados con mioblastos en
cultivo han permitido observar que, luego de la diferenciacion, 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 supertficie celular), asi como eventos
moleculares, influencian la habilidad de fusién de mioblastos®.

Se ha descrito la presencia de moléculas que participan en el proceso de
fusién, las cuales se expresan asimétricamente en mioblastos activados,
participando en diferentes roles en el proceso de fusién. También se ha
observado una modificacién, espacio temporal de las moléculas involucradas en el
proceso de fusién, observandose variaciones entre el tipo de moléculas
involucradas en la fusién presentes en mioblastos diferenciados y miotubos

nacientes?,
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En la literatura cientifica se ha descrito el papel de diversos factores de
crecimiento en las diferentes etapas del proceso de regeneracién muscular. Se ha
sugerido que diversos miembros de la familia de factores de crecimiento de
fibroblastos (FGF) pueden promover proliferacion de mioblastos a la vez que
inhiben su diferenciacion. Dentro de esta familia de factores de crecimiento, FGFg
ha sido reportado favoreciendo la proliferacion de células satélites vy
mantenimiento de tejido muscular; en cuanto a su papel en cultivo celular, se ha
observado que favorece la expresién de marcadores de diferenciacion celular en
lineas celulares miogénicas (C2C+2), cuando es utilizado a bajas concentraciones.
La expresion de receptores especificos de miembros de la familia FGF se ha
observado durante los eventos regenerativos. Musculos en regeneracion
presentan el receptor 4 para FGF (FGFR4), cuya maxima expresiéon se observa al
momento de formacién de miofibras. Las células satélites también expresan
FGFR4 en un patron similar a la expresion de FGF6; esto ha llevado a sugerir que
este receptor especifico participa en la transicién de proliferacion a diferenciacion
de células satélites; por aparte, el receptor FGF1 se asocia principalmente a la
proliferacién de mioblastos®*.

Si bien el papel de HGF en proliferacion de células satélite ha sido descrito
de manera efectiva, también se conoce que dicho factor inhibe el proceso de
diferenciacion de mioblastos, por estudios en los que se suministra dicho factor en

forma externa?"?.

La interaccidon entre proliferacion y diferenciacion de
mioblastos es un proceso complejo que requiere la organizacién y conjuncion
correcta, en espacio y tiempo, de diversas sefiales bioguimicas que garanticen la
correcta secuencia de eventos, los cuales promuevan un proceso regenerativo
eficiente®.

Otro grupo de factores de crecimiento que participa en el proceso
regenerativo corresponde a la superfamilia del factor de crecimiento transformante
B (TGF B).. El papel de los miembros de esta superfamilia en el proceso
regenerativo es inhibir la proliferacion y diferenciacién de mioblastos'®?**.  La

funcién de TGF B1, 2 y 3 en la regeneracion muscular es compleja, observandose
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su participacion tanto en fusién de mioblastos, como en regulacidén del sistema
inmune en el proceso regenerativo y sobrevivencia de neuronas motoras*®.

Un miembro de la superfamilia TGF B, la miostatina, ha demostrado tener
un efecto regulatorio en el proceso de crecimiento muscular, inhibiendo la
proliferacion de células satélite. La miostatina, también llamada factor de
diferenciacién 8 (GDF8), ejerce efectos sobre proteinas reguladoras del ciclo
celular, sugiriendo que este factor participa en el mantenimiento del estado
quiescente de las células satélite. Estudios experimentales han permitido
observar que la regeneracién muscular en ausencia de mjostatina es mas efectiva,
demostrandose incluso disminucion del fenotipo distréfico en ratones mdx con
incremento de masa muscular y reduccién de la severidad de la enfermedad®.
Este modelo animal se utiliza en estudios de distrofia muscular de Duchenne, [a
cual es una miopatia recesiva asociada a X, causada por mutaciones en el gen de
la distrofina, la cual favorece un proceso de dafio progresivo a la membrana de la
fibra muscular por efecto de la ausencia de dicha proteina. Este proceso
_promueve un dafio constante a las fibras musculares seguida de procesos
regenerativos e inflamatorios que terminan agotando la capacidad regenerativa del
muUsculo provocando la debilidad muscular que fleva a los pacientes a la muerte®.

Durante la regeneracién muscular se observa la presencia de miostatina
generada por fibroblastos, cuya expresién es regulada en espacio y tiempo.
Durante el proceso necrotico posterior al dafio muscular, ios niveles de miostatina
se mantienen bajos para evitar su efecto inhibitorio en la proliferacién de células
satélite; sin embargo, en los inicios de la etapa regenerativa se observa un
incremento en niveles de miostatina, situacién que se ha asociado con un posible
efecto quimioatrayente de este factor para fagocitos y células inflamatorias'®.

Finalmente, el factor de crecimiento similar a insulina (IGF) ha demostrado
ser capaz de alterar la expresion de MRFs, promoviendo tanto la proliferacion
como la diferenciacion / fusidn de mioblastos in vitro. Durante el proceso de
regeneracién se observan niveles elevados de IGF | y I, sugiriendo el
cumplimiento de dicho papel in vivo. Ademas, se ha descrito el papel de IGF

promoviendo la sobrevivencia de mioblastos y favoreciendo el proceso de
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reinnervaciéon de musculos dafiados durante el proceso de reparacién'. En el
anexo 1, se presenta un cuadro que resume la actividad de los factores de

crecimiento en la regeneracion muscular.

1.2.3 Participacién del sistema inmune en la regeneracién muscular

El darno muscular que promueve necrosis despierta una respuesta inmune
inflamatoria caracterizada por invasién secuencial de leucocitos, destacando la
presencia de neutrdfilos y macréfagos. La invasion de neutréfilos se observa de
manera casi inmediata, en la zona de dafio muscular, la cual presenta
caracteristicas comunes de un proceso inflamatorio como estallido respiratorio,
liberacion de radicales libres, eliminacion de desechos celulares y matriz
extracelular, secrecién de citocinas proinflamatorias, ademas de preparar la
remodelacién de la matriz extracelular®’28.

La contribucién de los neutrofilos en el dafio local en el envenenamiento
ofidico ha sido descartada en estudios realizados con anterioridad. Por el
contrario, la ausencia de neutrdfilos se asocid a una eliminacidn retardada de
desechos celulares, aumento de fibrosis y regeneracion deficiente.  Estos
hallazgos sugieren un importante papel de los neutrdfilos en el proceso
regenerativo, principalmente por la eliminacién de restos celulares, previa al inicio
de la regeneracion'.

Posterior al incremento de neutréfilos, se observa el arribo consecutivo de
dos poblaciones diferentes de macréfagos. La primera sub poblacion de
macrofagos es de tipo fagocitico y expresa el marcador CD68, el tipo de
macrofago caracteristico de una respuesta inmune tipo Th1. Esta poblacion
alcanza su nivel maximo en las primeras 24 horas posteriores al dafio muscular.
La respuesta inmune tipo Th1 favorece la rapida eliminacion 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 poblacién de macréfagos
en los que predomina el marcador CD163, los cuales alcanzan su maximo nivel
entre 2 vy 4 dias posteriores al dafio muscular. Este tipo de macréfagos presenta

baja actividad fagocitica y persisten en el tejido durante la regeneracion. Este es
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el tipo de macréfagos observados en una respuesta inmune tipo Th2, el cual
presenta efectos anti inflamatorios que reducen la poblacién de macréfagos CDG8.
Dicho cambio en el fenotipo de macréfagos en la regeneracion muscuiar
promueve la reparacion del tejido muscular dafiado a la vez que incrementa la
expresion de genes que codifican por factores que participan en la remodelacidn
detl tejido conectivo y fibrosis como: pro colagenos |y HlI, MMPs y arginasa®’.

Oftra de las funciones asociadas a la poblacion de macréfagos.CD163 es la
eliminacion de moléculas de hemoglobina liberadas en el tejido por efecto del
dafio muscular, ya que CD163 es un receptor para hemoglobina y haptoglobina
que permite la internalizacion y eliminacion de estas moléculas por el macrofago;
disminuyendo asi el posible efecto téxico de las mismas, asi como tambien la
disponibilidad de iones de hierro que podrian participar en el proceso de formacion
de radicales libres por medio de la reaccion de Fenton®.

Ademas de las funciones descritas, los macréfagos en ambientes tisulares
promueven el crecimiento y diferenciacion de otros tipos celulares, incluyendo
células miogénicas. Se ha descrito la capacidad de mpcs de atraer
selectivamente poblaciones de macréfagos, los cuales participan en el proceso
regenerativo®.  Estudios realizados por Sonnet y colaboradores®®, han
demostrado el papel de macréfagos en la inhibicién de apoptosis de mpcs. La
activacion de células satélites favorece la atraccion de macréfagos, a la vez que
se inicia el proceso de diferenciacion a mpcs; durante este proceso se liberan
factores de sobrevida asi como también promueve la expresion de receptores
especificos de ligandos que permiten adhesion a componentes de matriz
extracelular asi como a macroéfagos. Se postula que este contacto directo de
mpcs y miotubos con macréfagos favorece la sobrevida de los mismos,

disminuyendo la posibilidad de que entren en apoptosis®’.
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1.3  Apoptosis

1.3.1 Caracteristicas 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, asi como las que mueren por haber cumplido ya sus
funciones especificas. 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
eliminacion de células innecesarias, sin alterar el entorno®".

El mantenimiento de la vida de la célula depende de la constante recepcion
de sefiales extracelulares de supervivencia, las cuales permiten que la maquinaria
apoptética, previamente descrita, se mantenga inactiva. Cuando las condiciones
del entorno (isquemia, agentes tdxicos, entre otras), o internas (infecciones virales,
dafio irreparable al ADN), alteran el equilibrio de la célula, dejan de percibirse las
sefales de supervivencia y se inicia el proceso apoptético®.

‘La apoptosis es el mecanismo mejor descrito de muerte celular
programada, la cual microscépicamente consiste en el encogimiento de la célula,
pérdida de la arquitectura del citoesqueleto, condensacién y rompimiento del
material nuclear y, finalmente, ta formacion de “cuerpos apoptoticos” (blebs), que
son eliminados por células fagociticas sin despertar una respuesta inflamatoria.
La secuencia de eventos que permiten este programa de muerte celular es
compleja®®.

El estudio de la apoptosis ha permitido el reconocimiento de las
caracteristicas bioquimicas que se observan en este tipo de muerte celular, como:
fragmentacion de cromosomas por endonucleasas particulares, exposicion de
fosfolipidos con carga negativa en la porcién externa de la membrana celular,
pérdida del potencial de membrana mitocondrial, asi como alteraciones en la
membrana externa de la mitocondria que favorecen la salida de proteinas desde el
espacio inter membranas, hacia el citosol. Los eventos que inician el proceso

apoptdtico pueden dispararse por sefiales externas (ruta extrinseca de activacion
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de la apoptosis), o internas (ruta intrinseca), que promueven la activacion de un
grupo de enzimas con actividad proteolitica conocidas como “caspasas”, las
cuales inician un proceso de protedlisis parcial / activacion en cascada que
amplifica la sefal de muerte y finalmente activa caspasas ejecutoras que se
encargan de promover el rompimiento de proteinas citoplasmaticas y laminas
nucleares, asi como también proteinas del citoesqueleto, procesos que dirigen las
caracteristicas morfologicas de la apoptosis. Tanto la ruta extrinseca como la
intrinseca de iniciacion de la apoptosis requiere la formacién inicial de un complejo
proteico (DISC para la ruta extrinseca y apoptosoma para la ruta intrinseca), que
involucra proteinas- de andamiaje que ayudan a organizar y activar caspasas
iniciadoras®2.

La regulacion de la apoptosis requiere la participacién de proteinas pro
apoptéticas que garanticen la consecucion de este evento hasta sus etapas
finales, asi como también proteinas anti apoptéticas que eviten la activacion
inapropiada de esta forma de muerte celular. Con respecto a la ruta extrinseca de
la apoptosis, existen receptores similares a los receptores de muerte pero que
carecen del dominio citoplasmatico de muerte, los cuales neutralizan las sefales
externas de muerte celular. Asi mismo, se reconoce la presencia de proteinas con
dominio de muerte asociado a Fas similar a proteina inhibidora de enzima
convertidora de interleucinal § (FLIP) que son estructuralmente similares a
caspasas iniciadoras, pero carecen del dominio proteolitico caracteristico de las
caspasas®’.

Con respecto a la ruta intrinseca, un grupo de proteinas pertenecientes a la
familia Bcl2 (basado en la primera proteina descrita de este grupo la cual se
asocia a linfoma de células B), presentan funciones apoptoticas y anti apoptoticas.
Dichas proteinas ejercen su funcién por interaccion entre ellas, formando
oligobmeros. Esta familia de proteinas comparte al menos tres dominios proteicos
similares, distinguiéndose el grupo de proteinas anti apoptéticas (Bcl2, Bel-X.) por
la presencia de un cuarto dominio proteico exclusivo de este grupo. La interaccion.
y balance correcto de miembros de esta familia apoptoticos o anti apoptéticos

favorece uno u otro estado en la célula®?.
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Dentrc del grupc de proteinas apoptéticas en la familia Bcl2, las
pertenecientes al grupc BH123 (Bax y Bak), estructuralmente similares a Bcl2 pero
sin el dominio anti apoptdtico, se encuentran ubicadas en la membrana externa de
la mitocondria, al momento de acercarse lo suficiente para lograr formar
oligbmeros, estos complejos proteicos favorecen la salida de proteinas del espacio
intermembranas. El otro grupo de proteinas apoptéticas en esta familia es
denominado “solo BH3", ya que este es el Gnico dominio caracteristico de la
familia que presenta. Este grupo de proteinas se localizan en el citosol de la
células y al ser incrementadas por eventos apoptéticos, se unen a proteinas Bcl2
anti apoptéticas inhibiendo su accién y favoreciendo la accién de BH123%.

Finalmente, existe un mecanismo extra de regulacién el cual consiste en la
presencia de proteinas “anti apoptéticas” (IAPs) en el citosol que se unen a
caspasas activadas para inhibir su accion; siendo su contraparte las proteinas anti
IAPs, presentes en el espacio intermembranas, las cuales salen al citosol junto
con las proteinas que disparan la via intrinseca de la apoptosis, inhibiendo la
accion de las IAPs®,

El conocimiento de la apoptosis se basa, sobre todo, en su funcion en
tejidos que estan en constante renovacion y recambio, como los epitelics, pero
muy poco se ha descrito del papel de la apoptosis en poblaciones celulares post
mitéticas como el musculo esquelético. Las caracteristicas de ser un tejido
especializado con células alargadas, cilindricas y multinucleadas, hace del
musculo esquelético un tejido Unico, sumamente estable y con un bajo recambio

celular’®®,

1.3.2 Apoptosis en muisculo esquelético

En general se conoce poco de la significancia de la apoptosis en la
homeostasis y reparacion de misculo esquelético adulto, pero existe evidencia del
papel de la apoptcsis en éI envejecimiento del musculo, distrofias musculares,
denervaciéon®, y en general en el proceso de pérdida de masa muscular®®. 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 eliminacién de
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regiones dafiadas sin alterar la miofibra entera; esto sugiere que las sefales
apoptoticas se generan de forma puntual y son controladas por la maquinaria anti
apoptética que permite la eliminacion selectiva de nlcleos especificos en la
miofibra; sin embargo, si el dafio persiste y sobrepasa la capacidad anti apoptdtica
de la fibra muscular, puede promover la muerte celular por necrosis®.

Se considera que el musculo esquelético adulto presenta miofibras
considerablemente resistentes a la apoptosis. Entre las caracteristicas
observadas en musculo esquelético adulto destaca la resistencia del sarcoplasma
a la activacion de la via apoptética por citocromo C, ausencia de caspasa 3
(caspasa ejecutora), ausencia de activador de caspasa 9 (caspasa iniciadora de la
via intrinseca)®, y expresion del inhibidores de caspasa 8 (caspasa iniciadora de
la via extrinseca), ARC y FLIP**2® Es importante destacar que la resistencia det
musculo esquelético adulto a las sefiales pro apoptéticas de origen mitocondrial
podria considerarse un mecanismo evolutivo para evitar una activacion constante
de la apoptosis por el estrés mitocondrial asociado al ejercicio normal®®.  Sin
embargo, el incremento de la expresién de proteinas relacionadas con apoptosis
como Bax, Bcl2 y caspasas, en fibras musculares que han perdido el contacto con
neuronas motoras, sugiere que en condiciones patoldgicas las fibras musculares
pueden ser susceptibles a muerte por apoptosis mediada por mitocondria®.

Ha sido reportado que en mamiferos, durante el desarrollo fetal temprano,
el desarrollo normal de musculo va acompafiado de la eliminacion de células no
necesarias por apoptosis®; sin embargo, en musculo esquelético adulto, la Unica
condicion fisiologica en la cual se detecta la presencia de caspasa 3 corresponde
al proceso de regeneracion muscular; aunque aln en esta etapa la presencia de
caspasa 3 es transitoria y se considera permite la eliminaciéon de un exceso de
células satélites generadas durante la proliferacion de las mismas, asi como la
eliminacion de nuevas fibras inervadas incorrectamente®.

Esta presencia de factores pro apoptdticos en musculo durante la
regeneracion muscular puede asociarse con el reporte de apoptosis de miofibras
durante diversas condiciones patolégicas que implican dafio necrético a musculo y

una constante tasa de regeneracion, como lo observado en la distrofia muscular
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de Duchenne (DMD), la cual es causada por la ausencia de la proteina distrofina,
lo que promueve debilidad de la membrana de la miofibra (sarcolema), y un
proceso constante de dafio muscular, necrosis de miofibras, un proceso
inflamatorio y regeneracion muscular.  Si bien una de las caracteristicas
histolégicas de la DMD es la constante presencia de fibras necroéticas, Sandri y
colaboradores® han reportado la presencia de fibras musculares apoptéticas en
biopsias de pacientes con DMD, asi como un incremento de la presencia de
proteinas pro apoptéticas (Bad), y disminucién de proteinas anti apoptéticas (Bcl2)
en pacientes con DMD, relacidon que se observa mas dirigida a favor de la
presencia de Bax en pacientes con DMD avanzada. Asi mismo, los autores
destacan la incrementada presencia de células satélites en proliferacion, asi como
mioblastos en DMD, y la mayor susceptibilidad de estos tipos celulares de morir
por eventos apoptdticos. Se describe la presencia de nUcleos apoptoticos tanto en
mioblastos (positivos para MyoD), fibras regenerativas (ndcleo central), y miofibras
adultas; sin embargo, se reporta un bajo porcentaje de fibras musculares
apoptéticas (de 0.3 a 1.2 por ciento en las muestras evaluadas en el estudio)®.

También se ha asociado la atrofia de fibras musculares que han perdido
contacto con neuronas motoras, con eventos apoptéticos. Se ha demostrado que,
en una miofibra, no todos los nicleos entran en apoptosis en el mismo momento,
sugiriéndose que la apoptosis de miontcleos individuales y la eliminacion de su
segmento sarcoplasmatico contribuye al proceso lento de atrofia muscular
observada en musculos que han perdido contacto con neuronas motoras. Luego
de la pérdida de contacto con neuronas motoras, las miofibras incrementan la
expresion de proteinas pro y anti apoptéticas, destacando la presencia de dichas
proteinas asociadas a apoptosis mediada por mitocondria (via intrinseca), asi
como incremento en la expresion de caspasas®.

Finalmente, también ha sido reportado el papel de la apoptosis como
mecanismo de muerte celular en eventos de isquemia — reperfusion, destacando
el papel de la apoptosis en células endoteliales, intestinales, y otros tipos
celulares, en esta situacion. El papel de la apoptosis en la muerte de miocitos en

eventos isquémicos es controversial; sin embargo, se considera que ademas de la
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muerte por necrosis, un porcentaje de miocitos muere por apoptosis en dichos
eventos®’. El papel de la apoptosis en isquemia de musculo esquelético no ha
sido confirmado adn, sin embargo, futuros estudios permitiran establecer la

participacion de la apoptosis en el dafio muscular asociado a isquemia.
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2. JUSTIFICACION

En Centroamérica el envenenamiento ofidico representa un problema de
salud publica que afecta principalmente a la poblacién rural, sobre todo aquella
que se dedica a labores agricolas. De las diversas especies de serpientes
venenosas que pueden encontrarse en la regién, Bothrops asper es responsable
de mas del 50 por ciento de los casos reportados de accidente ofidico, haciendo
de esta especie la de mayor importancia médica en la regién.

Las caracteristicas fisiopatolégicas del envenenamiento incluyen tanto
efectos locales como sistémicos, los cuales pueden atribuirse a la accién de las
toxinas del veneno, principalmente fosfolipasas A, miotdxicas y metaloproteinasas
hemorragicas dependientes de zinc, las cuales son muy abundantes en el veneno
de B. asper.

En la actualidad se cuenta con antivenenos especificos, los cuales
neutralizan la accién de las toxinas, constituyéndose como el Unico tratamiento
efectivo en el envenenamiento ofidico. Sin embargo, ain en condiciones de
aplicacion correcta del antiveneno, la seroterapia es incapaz de revertir el dafio
tisular local causado por las toxinas. Esto significa que la reparacién del tejido
depende fundamentalmente de su capacidad regenerativa.

Factores como la cantidad de veneno inoculada, distribucion del mismo vy
rapidez de inicio de la seroterapia, influyen en el grado de dafio muscular
observado en el envenenamiento. En cascs extremos en los que ocurre
inoculacién 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 regeneracidén muscular deficiente. En esos casos se compromete la
funcionalidad del musculo 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 evalué el proceso de regeneracion muscular en
musculos tratados con veneno, y dos de sus toxinas aisladas (una mezcla de

miotoxinas con y sin actividad catalitica y estructura PLA; denominadas bajo el
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término general de “miotoxina”, asf como la metaloproteinasa hemorragica BaP1),
prestando especial atencidon a los siguientes eventos: regeneracion muscular,
pérdida de la densidad vascular, apoptosis de células miogénicas, presencia de
macréfagos y fibrosis. Se pretende establecer diferencias en cuanto a dichos
eventos en casos de buena regeneracion (Mtx), y mala regeneracion (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 regeneracion muscular. Esta informacién permitira proponer,
eventualmente medidas de tratamiento, paralelas a la aplicacion del antiveneno,

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

La alteracion a la microvasculatura observada en musculos inoculados con
el veneno de Bothrops asper provoca un proceso de regeneracién muscular
ineficiente que se caracteriza por alteraciones en el desarrollo de la respuesta

inflamatoria, apoptosis y fibrosis.
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4. OBJETIVOS

41 General

Estudiar la relacion entre las alteraciones a la microvasculatura muscular

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

musculares apoptéticas, macrdfagos y fibrosis con respecto a la regeneracion

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

hemorragica BaP1.

4.2 Especificos

421

422

423

4.2.4

4.2.5

Establecer la cinética de pérdida y recuperacion de microvasculatura
muscular en un modelo murino de envenenamiento y regeneracion
muscular.

Cuantificar la presencia de células apoptéticas de origen miogénico
en areas afectadas de musculos tratados con veneno completo,
miotoxina, y BaP1, a tres tiempos diferentes asociados con el inicio y
establecimiento del proceso de regeneracion muscular.

Cuantificar la presencia de macréfagos en areas afectadas de
musculos tratados con veneno completo, miotoxina y BaP1, a tres
tiempos diferentes asociados con el inicio y establecimiento del
proceso de regeneracion muscular.

Evaluar la presencia de colageno como indicador del grado de
fibrosis observado en miusculos tratados con veneno completo,
miotoxina y BaP1, a tres tiempos diferentes asociados con el inicio y
establecimiento del proceso de regeneracion muscular.

Comparar la apoptosis de células musculares, presencia de
macrofagos y grado de fibrosis, en musculos que presentan un
proceso de regeneracion eficiente (tratados con miotoxina) vy
musculos que presentan un proceso deficiente de regeneracion

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

5.1 Veneno y toxinas

El veneno utilizado en el presente estudio fue obtenido a partir de una
coleccion de especimenes de B. asper mantenidos en cautiverio en el Serpentario
del Instituto Clodomiro Picado; para el estudio se utilizé UGnicamente veneno
obtenido de especimenes provenientes de la region del Pacifico de Costa Rica.
Luego de su extraccidn, el veneno fue inmediatamente liofilizado y almacenado a
-20°C hasta el momento de su utilizacién.

El fraccionamiento del veneno se realizd seglin procedimientos previamente

descritos®4.

El aislamiento de la metaloproteinasa hemorragica BaP1 incluyo
dos pasos cromatogréficos, iniciando con una cromatografia de intercambio idnico
(CM-Sephadex C-50) y su posterior purificacién por medio de una cromatografia
de afinidad (Affi-Gel Blue)®**°.

Para el aislamiento de la Mtx se utilizé igualmente una cromatograffa de
intercambio idnico, (CM- Sephadex C-50), seguida un proceso de filtracion y
concentracion*®. Con esta metodologia se obtiene una mezcla de dos miotoxinas
basicas del veneno. Las miotoxinas incluidas en la mezcla corresponden a una
PLA, cataliticamente activa (Asp 49), y un homoélogo de PLA; cataliticamente
inactivo (Lis 49), en una proporcién molar aproximada de 1:2*'. Esta mezcla de
miotoxinas permite reproducir la accién combinada estas moléculas en el veneno
crudo, ya que se ha reportado un efecto sinérgico entre estos dos tipos de PLA;

en el veneno crudo*?.

5.2 Modelo murino de envenenamiento y regeneracién muscular

Para el desarrollo de los experimentos se contd con la aprobacion 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 g de veneno de B. asper diluido en una solucion de
NaCl 0.14 M, fosfatos 0.04 M, pH 7.2 (PBS) (1 ug veneno/ul). Grupos de ftres
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ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical luego de 1y 6 horas, 1, 3, 7,
14 y 28 dias posteriores a la inoculacién inicial, con la intencion de evaluar tanto
eventos agudos del proceso de envenenamiento, como el proceso de
regeneracion muscular posterior. De cada raton se removié el gastronemio
derecho y fue fijado en fijador de zinc libre de formalina (BD, Frankin Lakes, NJ),
por al menos 48 horas a 4°C. Los musculos fueron deshidratados y embebidos en
parafina. Posteriormente se obtuvieron tres secciones de 4 ym por cada musculo
con la ayuda de un micrétomo (Microm, GMI, Ramsey, MI) y colocadas en laminas
portaobjetos. Como control normal se utilizaron los gastronemios tratados con
PBS y procesados de la misma manera. Las laminas fueron desparafinadas,
hidratadas y tefiidas con hematoxilina (Fischer Scientific, Kalanazoo, Ml) y eosina
(Sigma, St. Louis, MO), evaluandose las caracteristicas del musculo normal,

envenenamiento agudo asi como del proceso de regeneracién muscular.

5.3 Cinética de pérdida y recuperacion de microvasculatura muscular

Para la evaluacion de la cinética de pérdida y recuperacion de
microvasculatura en musculos tratados con veneno de B. asper se utilizaron los
mismos musculos embebidos en parafina descritos en la seccidén anterior.

De cada musculo correspondiente a cada tiempo de evaluacion se
obtuvieron cuatro secciones de 4 pm 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 tefiidas por medio de inmunohistoquimica 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
(Invitrogen, Camarillo, CA) Se utilizé la reaccién de Tiramida (Perkin Elmer,
Boston, MA) para amplificar la sefial fluorescente en la muestra®®, ademas se
utilizé un medio de montaje con DaPi (Invitrogen, Eugene, OR) para identificacion
de nlcleos (anexos 2 y 3). De cada seccidn muscular se tomaron tres fotos

(Evolution MP, Media Cybernetics, Bethesda, MD) de areas escogidas al azar y no
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superpuestas. Con la ayuda de un software (Image Pro 6.3, Media Cybernetics,
Bethesda, MD), se realizd6 un recuento de la cantidad de capilares y células
musculares, asf como la determinacién de las areas en cada fotograffa a cada uno
de los tiempos posteriores al envenenamiento. La cuarta seccion de musculo fue
tefiida de la misma manera, con la diferencia que en el proceso de tincién se
sustituy6 el anticuerpo primario por PBS, con la intencién de evaluar la presencia
de tincion inespecifica.

Se contaron como vasos capilares aquellos que presentaron tincién positiva
con el fluorocromo, el cual se conjuga con el anticuerpo secundario que reconocié
la union del anticuerpo anti CD31 con dicho marcador celular. Ademas, se tomo
en cuenta la morfologia de los capilares (estructuras redondas, con una porcidon
libre al centro no tefiida, diametro méaximo de 10 pym, 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 misculos
envenenados, por efecto de las toxinas hemorragicas del veneno. Las células
musculares fueron reconocidas por morfologia (diametro de 25 ym o mayores,
forma redondeada en cortes transversales, nicleo periférico).

Se determino el grado de dafio capilar observado en los diferentes tiempos
posteriores al envenenamiento, asi como la tasa de recuperaciéon de la densidad
vascular durante el proceso de regeneracién muscular comparado contra controles
de musculo tratados con PBS a los mismos tiempos de sacrificio que las muestras

experimentales.

5.4 Tincién doble de apoptosis y desmina / Pax7

Con el fin de evaluar al papel de diversos procesos biolégicos durante el
proceso de regeneracién 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 pl de veneno (1 yg/ul), 100 pg de una mezcla de
miotoxinas con y sin actividad catalitica (2 pg/ul) o 50 ug de BaP1 (1 pg/ul), todos

disueltos en PBS; y sacrificados a los 3, 5y 7 dias posteriores, con la intencién 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 demostré que causan un importante proceso
de lesién 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 describid
anteriormente. Por cada musculo de cada tratamiento y de cada tiempo se
obtuvieron cuatro secciones de 4 um las cuales fueron desparafinadas, hidratadas
y tres de ellas fueron tefiidas para deteccion de ntcleos de células apoptoéticas por
medio de la técnica de TUNEL (Chemicon Billerica, MA), la cual detecta ADN
fragmentado por efecto de la adicion de deoxinucledtidos marcados con
digoxigenina al extremo 3’ — OH libre, por la enzima deoxinucleotidil transferasa
terminal (TdT por sus siglas en inglés) y la deteccidén de los mismos utilizando un
anticuerpo anti digoxigenina marcado con rodamina.

Para identificar las células musculares presentes en las muestras, se realiz6
en los mismos cortes histolégicos una segunda tincidon con un anticuerpo anti
desmina (Dako Cytomation, Dinamarca), un anticuerpo secundario biotinilado
(Dako Cytomation, Dinamarca), y el fluorocromo Alexa 488 conjugado con
estreptavidina (Invitrogen, Camarillo, CA), finalmente se utilizé un medio de
montaje con DaPi (Invitrogen, Eugene, OR), para identificar ntcleos (Anexo 4).

La identificacion de células apoptéticas se realizd detectando la presencia
de células con fluorescencia roja, ubicada en la misma posicion del ntcleo celular.
Para identificar las células musculares (tanto normales como regenerativas), se
observd, ademas de su morfologia (similar a la descrita previamente), una
reaccion positiva, marcada con el fluorocromo verde, a la inmunotincién para la
proteina muscular desmina.

Por cada corte histolégico se tomaron tres fotografias de areas en las que
se observo regeneracion muscular (presencia de células musculares positivas

para desmina, con nucleo central), y se realizé un recuento de la cantidad total de



34

células musculares regenerativas, células apoptéticas (reaccion de TUNEL
positiva), y areas de tejido muscular. Con estos datos se calculo el indice de
células regenerativas por area, indice de células desmina negativo — TUNEL
positivo por area, asi como también el porcentaje de células regenerativas que
presentaban reaccion de TUNEL positiva.

Posteriormente se realizé la tincion de TUNEL a partir de las mismas
muestras y utilizando en la segunda tincién un anticuerpo anti Pax7 (Abcam,
Cambridge, MA), un anticuerpo secundario biotinilado (Dako Cytomation,
Dinamarca), el fluorocromo Alexa 488 conjugado con estreptavidina (Invitrogen,
Camarillo CA), y medio de montaje con DaPi (Invitrogen, Eugene, OR); con el fin
de detectar la presencia de células miogénicas tempranas (mioblastos).
Nuevamente se tomaron fotografias de areas regenerativas y se cuantificd la
presencia de células apoptéticas totales, mioblastos apoptéticos y mioblastos
totales. En el caso de la tincidén doble, TUNEL y Pax7, unicamente se evaluaron
muestras de animales sacrificados 3 dfas después de la inoculacion del
tratamiento.

Se identificaron como células apoptdticas aquellas que presentaron las
caracteristicas descritas previamente. Los mioblastos fueron identificados por la
presencia de tincién especifica verde en un area correspondiente al nlcleo de la
célula, asi como criterios morfoldgicos (células redondas, nucleo con localizacion
central, relacién nicleo / citoplasma variable, asi como tamafio variable).

Como controles de tincion se utilizaron muestras de musculos tratados con
PBS, de tiempos comparables, los cuales fueron procesados y teflidos con los
mismos anticuerpos y fluorocromos que los musculos experimentales. Como
control positivo de apoptosis se utilizaron muestras de tumor murino (linfoma),
filadas y procesadas de misma forma que los musculos. Finalmente, como
controles negativos de tincion se utilizé el cuarto corte presente en cada lamina en
el cual no se colocd la enzima TdT (para control negativo de TUNEL) o el
anticuerpo primario (anti desmina o anti Pax7) para control negativo de deteccion

especifica de dichos tipos celulares.
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5.5 Cuantificacion de macréfagos

Utilizando las mismas muestras descritas en el inciso anterior se realizd una
tincion con anticuerpo anti monocito / macréfago de la linea celular MOMA
(Millipore) y el fluorocromo Alexa 555 conjugado con estreptavidina (Invitrogen,
Camarillo, CA), amplificando la sefal con la reaccién de Tyramida (Perkin Elmer,
Boston, MA). Ademas se realizd una segunda tincién con anticuerpo anti desmina
(Dako Cytomation, Carpinteria) un anticuerpo secundario biotinilado (Dako
Cytomation, Dinamarca), el fluorocromo Alexa 488 conjugado con estreptavidina
(Invitrogen, Camarillo CA), y medio de montaje con DaPi (Invitrogen, Eugene, OR).

Se tomaron fotografias de areas regenerativas para cada tratamiento y
cada tiempo de evaluacién, en las cuales se cuantificd la presencia de macréfagos
y células musculares, asi como las areas correspondientes a zonas musculares
por fotografia. A partir de estos datos se determinaron los indices de monocito /
macrofago por célula y por area en cada tiempo y tratamiento para realizar
comparaciones posteriores.

Se reconocieron como macréfagos aquellas células mononucleadas,
presentes alrededor de fibras regenerativas o en fibras necréticas, en las cuales
se observd tincidn especifica con el fluorocromo rojo. Las células musculares
marcadas con desmina fueron identificadas como fue descrito previamente.

Como control negativo se utilizd el cuarto corte presente en cada lamina, el
cual no incluyd la presencia de anticuerpo primario (anti monocito / macréfago o
anti desmina).

En el presente estudio se realiz6 Unicamente la cuantificacion de
macréfagos totales, sin establecer diferencias entre las dos poblaciones (CD68" y
CD163™), porque la intencidén general es establecer la presencia y cantidad de
macrofagos totales observados en los diferentes tiempos y tratamientos a evaluar.
Debido al periodo de evaluacion (de 3 a 5 dias posteriores al envenenamiento), es
mas probable que se esté detectando la segunda subpoblacion que llega al sitio
de regeneracién (CD163"), sin embargo, la confirmacién de este dato queda por

fuera de los objetivos de este estudio.
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5.6 Evaluacion del grado de fibrosis observado durante la regeneraciéon
muscular

Para determinar el grado de fibrosis presente en los diferentes musculos
evaluados se realizé una tincién con el colorante Sirius Red (Polysciences Inc.,
Washington, PA) en presencia de Fast Green FCF (Sigma, St. Louis, MO). Cortes
histolégicos de las muestras utilizadas para la evaluacién de apoptosis y presencia
de monocitos / macréfagos, fueron colocados en laminas portaobjetos,
desparafinados e hidratados, y tefidos con la solucién de acido picrico — Sirius
Red — Fast Green FCF*. Las laminas fueron observadas en microscopio de luz,
se tomaron fotografias de areas representativas en las zonas regenerativas de
cada musculo, las cuales fueron utilizadas para establecer el area de tincidn de
colageno (coloracion con Sirius Red), en relacion con el area total musculares
observadas en la fotografia.

Para determinar cuantitativamente el grado de fibrosis observado en cada
musculo en regeneracién tratado con veneno de B. asper o sus toxinas aisladas
(BaP1 y Mtxl), se obtuvieron dos cortes histolégicos de 15 pm de cada misculo a
evaluar. Los cortes del mismo musculo fueron colocados en tubos eppendorf de
0.5 ml, desparafinizados, hidratados y tefiidos con solucién de acido picrico —
Sirius Red — Fast Green FCF. Posteriormente los cortes histolégicos fueron
tratados con una solucion de NaOH 0.1 N en metanol absoluto (1:1) para
extraccién de los colorantes y la absorbancia de tos mismos fue determinada
espectrofotométricamente (Thermo Scientific, Rockford, IL), a una longitud de
onda de 540 nm para cuantificar colageno y 605 nm para proteina total*. A partir
de los datos de absorbancia se establecid la concentracidn relativa de proteina
total y colageno en las muestras tratadas con veneno o sus toxinas individuales,
asi como en muestras de controles tratadas con PBS, correspondientes a tiempos
comprables con los tiempos de evaluacion incluidos (Anexo 5).

Finalmente se estableci6 la relacion entre proteina total y colageno total en
muestras control y tratamientos, comparandose las variaciones de dicha relacion
en las muestras experimentales con respecto a los controles. Las variaciones de

dicha relacion a favor del aumento de colageno total fueron consideradas como un
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indicador del grado de fibrosis muscular asociada al proceso de regeneracion,

comparandose el grado de fibrosis inducido por cada tratamiento.

5.7 Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos obtenidos en el presente estudio se
utilizé un disefio en un bloque anidado. Para la realizacion de dicho analisis se
calcularon los promedios de valores de cada uno de los pardmetros a evaluar en
cada tratamiento, asi como sus desviaciones estandar. Dichos promedios fueron
comparados por medio de la prueba de Friedman, utilizando los programas
estadisticos SPSS 15.0 y SigmaPlot 11.0, estableciéndose un nivel de confianza
del 95 por ciento (p = 0.05), utilizdndose la prueba de Wilcoxon cuando fue

necesario.
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6. RESULTADOS

6.1 Caracteristicas histolégicas de musculos tratados con veneno completo
de B. aspery sus toxinas individuales.

Inicialmente se realizd una evaluacién histolégica de los musculos
inoculados con cada uno de los fratamientos evaluados, observandose las
caracteristicas de las diferentes etapas del proceso de dafio tisular agudo y la
posterior regeneracién muscular. Dichas caracteristicas fueron comparadas con
aquellas observadas en musculos tratados con PBS, los cuales no presentaron
evidencia alguna de dafio muscular y/o regeneracion.

En los cortes de musculo normal las fibras musculares presentaron ntcleo
en la periferia, se distribuyeron en grupos o haces, observandose la presencia de
arterias, -venas y nervios (Figura 1A); el tamafo de las miofibras presentd
variaciones en funcién de la edad de los ratones, observandose en promedio un
diametro cercano a 35 pum en ratones de 10 a 12 semanas (4 semanas después
de tratamiento).

En la etapa aguda del envenenamiento, un dia después de la inoculacion
de los diferentes tratamientos, en aquellos musculos tratados con veneno
completo se observé necrosis del tejido muscular y hemorragia, asi como una
respuesta inflamatoria, la cual no se distribuyé de forma homogénea en el tejido
dafiado (Figura 1B). En los musculos tratados con Mtx se observd que el dafio
necrético fue mayor, que el observado en musculos tratados con veneno
completo. Ademés, se observo la presencia de un infiltrado inflamatorio mds
abundante y mas homogéneamente distribuido en los musculos tratados con Mtx.
Otra caracteristica importante en estos musculos es la ausencia de lesiones
hemorragicas evidentes (Figura 1C).

Finalmente, en los musculos tratados con BaP1, se observd una marcada
reaccion hemorragica, con presencia irregular de células inflamatorias y menor
evidencia de dafio necrotico, cuando se compara con el dafio observado en los

musculos tratados con veneno completo o Mtx (Figura 1D).
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Figura 1. Caracteristicas histolégicas de gastronemio de ratén inoculado con (A) PBS, (B) veneno
completo de B. asper, (C) Mtx y (D) BaP1, un dia después de la inoculacion de los diferentes
tratamientos, durante la etapa aguda del envenenamiento. Tincion H&E, aumento 200x.

Con la intencidbn de evaluar los eventos iniciales del proceso de
regeneracion muscular, los musculos sometidos a los diferentes tratamientos
fueron evaluados luego de tres dias de la inoculacion de los mismos,
observandose las caracteristicas histologicas en dicha etapa del proceso, y
estableciéndose similitudes y diferencias en cuanto a las caracteristicas
observadas con cada uno de los diferentes tratamientos.

Los musculos tratados con veneno completo presentaron en esta etapa un
panorama heterogéneo. Se destaca la presencia de zonas de tejido necrético con
infiltrado inflamatorio, mezcladas con zonas de tejido necrotico con ausencia o
muy poca cantidad de infiltrado inflamatorio (Figura 2B).

En contraste con las caracteristicas observadas en los musculos tratados
con veneno, los musculos tratados con Mtx presentaban zonas de degeneracion
muscular (presencia de tejido necrético), con abundante infiltrado inflamatorio.
Otra caracteristica importante es la presencia de células mononucleadas, con

escaso citoplasma eosinofilico y ndcleo con ubicacion central las cuales son
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sugestivas de ser células miogénicas tempranas (Figura 2C). Finalmente, en los
musculos tratados con BaP1, el panorama histolégico, en general, se presentd
similar al observado en los musculos tratados con veneno completo, destacando

zonas degenerativas con presencia de células inflamatorias, mezcladas con zonas

degenerativas intactas (Figura 2D).

Figura 2. Caracteristicas histologicas de gastronemio de raton inoculado con (A) PBS, (B) veneno
compieto de B. asper, (C) Mtx y (D) BaP1, tres dias después de la inoculacion de los diferentes
tratamientos, en el inicio del proceso de regeneracion muscular. Tincion H&E, aumento 400x.

Para finalizar la evaluacion histolégica, se observaron las caracteristicas de
los musculos luego de siete dias de la inoculacién de los tratamientos. Con base
en las caracteristicas del proceso regenerativo previamente descritas'®, se espera
que para esta etapa el proceso de regeneracion muscular se haya instalado de
forma definitiva en los musculos, determinandose entonces si el proceso
regenerativo estd transcurriendo de manera eficiente o no, en los diferentes
tratamientes evaluados.

En los musculos tratados con veneno completo destaco la presencia de una
respuesta regenerativa heterogénea en la cual conviven en la misma region zonas

de franca regeneracion muscular mezcladas con zonas de regeneracion
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ineficiente. En las zonas de regeneracion ineficiente se observo que el proceso se
inicio de forma irregular, observandose células musculares con nucleo central
(regenerativas) inmersas en medio de material fibrético, asi como un tamarno
heterogéneo de células musculares regenerativas. Otro aspecto observado en los
musculos tratados con veneno es la presencia de zonas de acumulacion de tejido
fibroso, mezcladas con zonas regenerativas, asi como la presencia de zonas de
tejido necroético no removido (Figura 3B).

A diferencia de las caracteristicas observadas en los musculos tratados con
veneno, en aquellos musculos tratados con Mtx se observé un proceso
regenerativo franco. En este caso destaca la abundante presencia de zonas de
regeneraciéon muscular en las cuales la distribucion y tamafio de las células
regenerativas es homogénea; ademas, no se observaron zonas de franca
acumulacion de tejido fibroso, y no se evidencio la presencia de zonas de tejido
necrotico (Figura 3C).

Al observar los musculos tratados con BaP1, estos presentaron
caracteristicas similares a las observadas en los musculos envenenados, aunque
las mismas se observaron menos intensas. Destacan zonas de regeneracion
eficiente mezcladas con zonas de regeneracion poco efectiva, en algunas
regiones aun se observaron zonas de tejido necrético no removido, asi como

zonas fibroticas (Figura 3D).
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Figura 3. Caracteristicas histologicas de gastronemio de ratén inoculado con (A) PBS, (B) veneno
completo de B. asper. (C) Mix y (D) BaP1, siete dias después de la inoculacion de los diferentes
tratamientos. cuando el proceso de regensracion muscular se ha establecido. Tincién H&E,
sumento 200x.

Una caracteristica importanie observada en los musculos durante ei
prccesc regenerativo fue una respuesia heterogénea en la cua! se mezclan
caracteristicas indicativas de una regeneracion eficiente con caracteristicas que
sugieren mala regeneracion. Incluso se observaion, convivierido en ei mismo
muscujo, zonas de dafic muscular junio con zonas que no preseniaron danc
alguno.

Esta hetercgeneidad de dafio y respuesta regenerativa muscular se
observo en todos los tratamientos y en todos los tiempos evaluados; sin embargo,
fue mas evidente 2 medida que avanzo el proceso regenerativo, siendo mas
marcada en aquellos tratamientos que invoiucran la actividad de las
metaloproteinasas hemorragicas del veneno, estc es, los musculos tratados con
veneno completo y con BaP1. En ia figura 4 se presenta una imagen que destaca
la heterogeneidad de respuesia observada sieie dias después de la inoculacion de

veneno completo.
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Figura 4. Caracteristicas histologicas de gastronemio de raton inoculado con veneno completo de
B. asper siete dias después de la inoculacion. Se destaca la heterogeneidad de la respuesia
regenerativa observada. Tincion H&E, aumento 200x.

6.2 Cinética de pérdida / recuperacion de la microvasculatura muscular

La actividad hemorragica del venenc de B. asper ha sido descrita
ampliamente®'"; dicho efecto se atribuye a la accién de las metaloproteinasas
dependientes de zinc del veneno sobre la microvasculatura. En el caso del
veneno de B. asper, esta actividad se atribuye a BaP1, una metaloproteinasa tipo
P-1, la cual es la mas abundante encontrada en el veneno.

Con la intencion de evaluar el dafio a la microvasculatura causado por las
metaloproteinasas durante el envenenamiento agudo y el procesc regenerative, se
inocularon grupos de ratones en el gastronemio derecho con una dosis de veneno
que permitid reproducir ios efectos del envenenamiento. En estos ratones se
cbservo posteriormente el efecto del veneno sobre la densidad de vasos capilares
presentes en el tejido muscular, comparandose 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 dia), se
presentd una marcada disminucién de la cantidad de vasos capilares detectados,
cuando estos valores se comparan contra los de musculos control inoculados
Unicamente con PBS. El valor mas bajo de vasos capilares se observd a las 6
horas posteriores al- envenenamiento. Durante los 3 y 7 dias posteriores al
envenenamiento, se observd la recuperacion de la densidad capilar en los
musculos afectados, sin embargo, aln se detectaron recuentos bajos de vasos
capilares.

Durante la etapa aguda del envenenamiento (1 y 6 horas y 1 dfa), asi como
durante el inicio y establecimiento de la etapa regenerativa (3 y 7 dias), los vailores
de vasos capilares observados en los musculos presentaron diferencias
significativas (p < 0.05), al ser comparados con el recuento de vasos capilares
observado en los musculos control (tratamiento con PBS). Sin embargo, los
valores de vasos capilares observados a los 14 y 28 dias posteriores al
envenenamiento no presentaron diferencias significativas, al ser comparados
contra los controles, indicando la-completa recuperacion de la densidad capilar en
musculos tratados en veneno en el presente experimento.

Ademas, se realizd un recuento de la cantidad de fibras musculares
presentes en la zona y se estableci¢ la relacion de vasos capilares por célula
muscular presentes en las areas de evaluacion. De forma similar a lo observado
con el recuento de vasos capilares, en la etapa aguda (1 y 6 horas y 1 dia), y al
inicio del proceso regenerativo (3 y 5 dias), se observd una disminucion
significativa de dicha relacion (p < 0.05), cuando dichos valores eran comparados
contra aquellos observados en mdsculos control. Por otfra parte, la relacion de
capilares por fibra muscular fue similar a la de los controles en los musculos
evaluados 14 y 28 dias después del envenenamiento. La figura 5 presenta una

grafica que resume estos hallazgos.
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Figura 5. Razdn de vasos capilares por fibra muscular observades en misculos tratados con
veneno completo de B. asper y evaluados a diferentes tiempos posteriores a la inoculacion del
veneno. Los asteriscos (*) indican aquellos tiempos en los cuales se observan diferencias

estadisticamente significativas (p < 0.05), con respecto a los valores observados en musculos
tratados con PBS.

PBS ih

También se establecié el area de las zonas que fueron evaluadas para
determinar la densidad de vasos capilares y se establecié la cantidad de vasos
bcapilares observados por area (mm?), en los misculos envenenados. Al comparar
la razén de vasos capilares por area (mm?) se observé que esta razén disminuyd
significativamente (p < 0.05) en los musculos envenenados en comparaciéon con
los valores observados en los controles tratados con PBS. Esta disminucion se
observé tanto en la etapa aguda del envenenamiento (1 y 6 horas y 1 dia), asi
como durante el inicio de la etapa de regeneracién (3 y 7 dfas); sin embargo, los
valores de vasos capilares por mm? a los 14 y 28 dias fueron comparables a

aquellos observados en los musculos control.  Estos resultados se presentan en

la Figura 6.
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Figura 6. Cantidad de vasos capilares por 4rea (en mm® observados en musculos tratados con
veneno completo de B. asper y evaluados a diferentes tiempos posteriores a la inoculacion del
veneno. Los asteriscos (*) indican aquellos tiempos en los cuales se observan diferencias

estadisticamente significativas (p < 0.05) con respecto a los valores observados en musculos
tratados con PBS.

6.3 Apoptosis de células musculares

Con la intencién de evaluar el efecto de los diferentes tratamientos en la
promocion de muerte celular por apoptosis en céelulas musculares regenerativas,
se realizaron tinciones dobles con la técnica de TUNEL y con anticuerpos anti
desmina (miofibras jévenes) o anti Pax7 (mioblastos).

Iniciaimente se realizé un recuento de la cantidad de células desmina
positivo con nlcleo central (células musculares regenerativas), presentes en los
musculos sometidos a los diferentes tratamientos en los diferentes tiempos de
evaluaciéon y se determind la razén de dicho tipo celular por area (mm?. Al
comparar los valores de células musculares regenerativas se observé que se
presentaban diferencias significativas (p < 0.05) a los tres tiempos evaluados,
encontrandose dichas diferencias entre Mtx y al menos uno de los tratamientos

hemorragicos a los 3 y 5 dias posteriores a la inoculacion.
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Para los musculos evaluados a los 7 dias de la inoculacién, se observé que
el valor mas alto de células musculares regenerativas correspondio a los misculos
tratados con veneno, tratamiento que presentd diferencias estadisticamente
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 area (mm?) observado en musculos
tratados con veneno completo de B. asper, Mix o BaP1 y evaluados a los 3, 5 y 7 dias posteriores
a la inocuiacién del tratamiento. Los asteriscos (*) indican la existencia de diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) entre aquellos tratamientos que se presentan a ambos
extremos de la barra horizontal.

También se realizd un recuento de la cantidad de células positivas para
desmina con nicleo central que presentaban reaccion positiva para TUNEL,
determinandose el porcentaje de las mismas en los diferentes tratamientos a
diferentes tiempos. En este caso no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas entre tratamientos. Estos resultados se presentan en la figura 8.
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Figura 8. Porcentaje de células musculares regenerativas que presentan reaccién positiva para
TUNEL en musculos tratados con veneno completo, Mtx y BaP1 y evaluados a los 3, 5y 7 dias
posteriores a la inoculacidn del tratamiento.

Con respecto a la cantidad de células desmina negativo que presentaban
una reaccion de TUNEL positiva, la determinacion de estos tipos celulares permitio
evaluar el panorama apoptédtico general del proceso de envenenamiento y
regeneracion muscular. Se observé que para los tres tratamientos evaluados, en
el dia cinco posterior a la inoculacion de los mismos, se observaron los valores
mas altos de ceélulas no musculares con reaccion de TUNEL positiva,
encontrandose diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) a este tiempo
al comparar los valores de células positivas para TUNEL en los musculos tratados
con veneno completo o BaP1 cuando se compararon con los musculos 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 area (mm’) observado en
musculos tratados con veneno completo de B. asper, Mtx o BaP1 y evaluados a los 3, 5 y 7 dias
posteriores a la inoculacion del tratamiento. Los asteriscos (*) indican la existencia de diferencias

estadisticamente significativas (p = 0.05) entre aquellos tratamientos que se presentan a ambos
extremos de la barra horizontal.

Finalmente, con la intencion de evaluar el papel de la muerte celular por
apoptosis de mioblastos, se realizé una tincion doble con la reaccion de TUNEL y
anticuerpos anti Pax7, el cual es un factor de transcripcion que se observa en el
nucleo de células satélites activadas. Esta evaluacion se realizé unicamente en el
dia tres posterior a la inoculaciéon 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 area (mmz), se observo que los tres

tratamientos presentaron niveles comparables de dicho tipo celular (Figura 10).
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Figura 10. Células Pax7 positivas por area (mm?) observado en musculos tratados con veneno
completo de B. asper, Mtx o BaP1 a los 3 dias posteriores a la inoculacion del tratamiento.

Ademas se establecid el porcentaje de células positivas para Pax7 que
presentaban una reaccion de TUNEL positiva, observandose 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 reaccion positiva para TUNEL

observadas en musculos tratados con veneno completo de B. asper, Mtx o BaP1 a los 3 dias
posteriores a la inoculacion del tratamiento.

6.4 Macrofagos

El papel de los macrofagos en la regeneracion muscular ha sido
ampliamente descrito?*°, por lo que se evalud su presencia en areas de dano y
regeneracion muscular en los musculos tratados con veneno de B. asper, Mix o
BaP1 alos 3, 5y 7 dias de la inoculacion de los diferentes tratamientos.

Inicialmente se establecio la cantidad de macrofagos por area (mm?) de
tejido danado, encontrandose que a los tiempos tempranos (3 y 5 dias), los
valores de macrofagos observados son comparables.

A los siete dias posteriores a la inoculacion del tratamiento se observo que

la cantidad de macrofagos presente en los musculos tratados con Mix es
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significativamente mayor (p < 0.05) a la encontrada en los musculos tratados con

veneno completo o BaP1. Estos resultados se presentan en la figura 12.
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Figura 12. Recuento de macréfagos por area (mm?), de tejido dafado o regenerativo observados
en musculos tratados con veneno completo de B. asper, Mtx o BaP1 y evaluados alos 3, 5y 7 dias
posteriores a la inoculacion del tratamiento. Los asteriscos (*) indican la existencia de diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) entre aquellos tratamientos que se presentan a ambos
extremos de ia barra horizontal.

6.5 Evaluacion del grado de fibrosis observado durante la regeneracion
muscular.

Inicialmente se realizd una evaluacion histolégica de los muasculos
enfrentados a los diferentes tratamientos y evaluados a los diferentes tiempos,
utilizando la tincion con los colorantes Sirius Red y Fast Green FCF, los cuales
permiten tefir de rojo las fibras de colageno y de verde las proteinas musculares®.
La utilizacién de la coloracién con Sirius Red — Fast Green FCF permitid

establecer una evaluacion del grado de fibrosis observada en los muasculos en
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funcion de la cantidad de colageno observada en los mismos durante el proceso
de regeneracion muscular.

En general, todos los fratamientos presentaron un incremento en la
presencia de coldgeno a medida que avanzaba el proceso de regeneracion
muscular. La evaluacién histologica de las zonas de dafio en los diferentes
tratamientos evaluados permitid observar que la acumulacién de colageno era
mas evidente en los musculos con una respuesta regenerativa heterogénea, esto
es, los musculos en los que se presentd la actividad hemorragica (veneno
completo y BaP1). Esta acumulacién de coldgeno fue mas evidente en las zonas
con respuesta regenerativa poco eficiente en estos musculos.

La deposicion de colageno en los musculos que recibieron los tratamientos
hemorragicos permitié observar células musculares regenerativas completamente
aisladas, atrapadas en una matriz de colageno. Estas células presentaban un
tamafio menor al observado en las regiones en las que se podia observar un
ambiente regenerativo mas eficiente y con menor deposicién de colageno (Figuras
13B y D). En el caso de los musculos tratados con Mtx (Figura 13C), se observo
que, a pesar de la presencia de una mayor deposicion de colageno, cuando se
compara con lo observado en el musculo control (Figura 13A), la distribucion del
coldgeno en estos mUsculos es mas homogénea, sin observarse acumulaciones
especificas del mismo en zonas individuales del tejido.

También se observé que la deposicién de colageno se incrementd a medida
que transcurria el proceso regenerativo, haciéndose mdas evidente este patrdon en

los musculos evaluados siete dias después de la inoculacién del tratamiento.
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Figura 13. Caracteristicas histologicas de gastronemio de raton inoculado con (A) PBS, (B)
veneno completo de B. asper, (C) Mix y (D) BaP1, siete dias después de la inoculacion de los
diferentes tratamientos, cuando el proceso de regeneracion muscular se ha establecido. Tincion
Sirius Red - Fast Green FCF, aumento 200x.

Una caracteristica de la tincidon con Sirius Red — Fast Green FCF es que
permite realizar una extraccion de los colorantes a partir de secciones en parafina
que han sido tefiidos con los mismos. Esto permite realizar una evaluacion
cuantitativa de la presencia de colageno en las muestras por la medicion
espectrofotométrica de la cantidad de colorante extraido de las diferentes
muestras™*.

En este estudio se realizd una cuantificacion de la relacion colageno /
proteina total en los diferentes tratamientos y tiempos evaluados. En general nc
se observaron diferencias significativas en cuanto a la relacion colageno / proteina
total presente en los diferentes tratamientos a los diferentes tiempos; sin embargo,
se observan tendencias de aumento en el valor de dicha relacion en los musculos
tratados cuando se compara con los musculos que Unicamente fueron inoculados

con PBS. Estos resultados se muestran en la figura 14.
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Figura 14. Relacién colageno / proteina observada en musculos tratados con veneno completo de
B. asper, Mtx 0 BaP1 y evaluados a los 3, 5 y 7 dias posteriores a la inoculacién del tratamiento.
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7. DISCUSION

El impacto del envenenamiento ofidico como problema de salud publica en
diversos paises tropicales, incluidos los paises centroamericanos, ha sido
descrito®. Si bien en la actualidad el uso de antivenenos especificos para las
especies de serpientes de mayor importancia médica en cada region representa
una opcion de tratamiento efectiva y eficiente’, se reconocen las limitantes de
dicho tratamiento en cuanto a la incapacidad de revertir el dafio tisular local
provocado por el veneno, destacandose el poco efecto que el antiveneno tiene
sobre los sintomas agudos del envenenamiento, entre ellos el dafio muscular,
especialmente cuando ocurre un atraso en la administracién de esta terapia..

El proceso de regeneracibn muscular es un evento que requiere la
participacién de diferentes elementos, tanto los localizados en el sitio de dafio, asi
como también la participacién de células y sefiales quimicas que llegan al lugar de

dafio como respuesta al mismo'®%.

Dicho proceso involucra tres etapas: dafio
muscular, degeneracién / necrosis muscular y regeneracién muscular /
miogénesis. La sucesién correcta de dichas etapas promueve un proceso de
regeneracion muscular eficiente que favorece el restablecimiento completo vy
funcional del musculo dafiado'®. Cualquier evento que altere y/o interfiera en la
consecucion correcta de dichas etapas podria promover alteraciones significativas
del proceso de regeneracion. Un proceso de regeneracion deficiente puede dar
como resultado la pérdida parcial o total, dependiendo del grado de alteracién del
proceso de regeneracion, de la funcionalidad en el masculo dafiado.

En el presente estudio se evalud el impacto del veneno de Bothrops asper,
asi como sus principales toxinas (miotoxinas activas e inactivas cataliticamente,
con estructura de PLA,, y BaP1, la mas abundante metaloproteinasa hemorragica
del veneno), en algunos aspectos del proceso de regeneracién muscular, como |o
son: alteraciones a la microvasculatura muscular, efecto sobre la muerte celular
por apoptosis de células miogénicas, presencia de macréfagos y fibrosis
observada en sitios de regeneracién muscular.

Para la evaluacion de estos aspectos se utilizaron técnicas histol6gicas

(hematoxilina-eosina, Sirius Red — Fast Green FCF), e inmunotinciones. Estas
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técnicas permitieron realizar una descripcion detallada de los eventos locales
observados durante la regeneracion muscular posterior al efecto del veneno o sus

toxinas.

71  Caracteristicas histolégicas asociadas al envenenamiento y Ia
regeneracion muscular

La observacion histologica de los efectos del veneno de B. asper sobre
gastronemio de raton permitioé establecer la reproducibilidad del modelo murino en
cuanto al establecimiento de los sintomas clasicos del envenenamiento: edema,
hemorragia, mionecrosis e inflamacién, entre otros®. Se conoce que los
principales componentes del veneno asociados a dichos sintomas corresponden al
efecto de las PLA; miotdxicas, asi como las metaloproteinasas hemorragicas
dependientes de zinc. La observacidn histolégica de musculos tratados con
dichas toxinas en forma individual permitid establecer los efectos de las mismas
en el musculo, distinguiéndose de forma efectiva los efectos individuales de las
toxinas.

Al comparar los efectos de los diferentes tratamientos en la etapa de
regeneracion muscular, se observd que aquelloé ;tratamientos que involucraron la
accién de metaloproteinasas hemorragicas, i.e. veneno completo y BaP1, se
asociaron con un proceso de regeneracion menos eficiente, cuando se comparan
con la regeneracion observada en los musculos tratados con Mtx. La mayor
capacidad regenerativa observada en los musculos tratados con Mtx se observa a
pesar del marcado dafio necrético observado en dichos musculos luego de un dia
de la inoculacion del tratamiento.

El efecto de las metaloproteinasas sobre la microvasculatura muscular ha

sido descrito anteriormente®'

, demostrandose el papel de las mismas en la
degradacién de componentes de matriz extracelular, situacion 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 sanguineo™, promoviendo

los eventos hemorragicos asociados al envenenamiento por B. asper.
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Al observar las caracteristicas histologicas de los mtsculos a los cinco y
siete dias posteriores a la inoculacidon de los diferentes fratamientos, destaca el
hecho de que el proceso de distribucion del veneno en el sitio de dafio es un
evento completamente aleatorio y heterogéneo, observandose la convivencia de
zonas con diferentes grados de dafio, junto con_zonas intactas. Se propone
también que la concentracion de los diferentes componentes del veneno (o sus
toxinas individuales en el caso de los muUsculos tratados con las mismas), en el
musculo afectado, se observa como un gradiente, en el cual las diferentes zonas
de tejido muscular son afectadas en diferente medida por estos componentes.

Esta observacion podria explicar la marcada heterogeneidad histolégica
que se presenta en la respuesta regenerativa en los musculos tratados con
veneno completo, principalmente, ya que ha se ha descrifo que diferentes
concentraciones de las toxinas del veneno promueven diferentes respuestas
celulares*®. Con base en esta informacion, podria interpretarse que el gradiente
de distribucién de las toxinas del veneno podria estar afectando en diferente
medida las etapas iniciales de la regeneracion en las diferentes regiones
musculares, favoreciendo la consecucién de la misma en algunas regiones con
base en a la concentracion de toxinas, y afectando negativamente la regeneracion
en otras regiones.

Es necesario realizar estudios posteriores que permitan cuantificar las
diferentes concentraciones de toxinas en diferentes zonas musculares, vy
correlacionar dichas concentraciones con la heterogeneidad de la respuesta
regenerativa observada; sin embargo, los hallazgos histologicos asociados al
proceso de regeneracidon muscular pueden apoyar esta hipdtesis de zonas o

umbrales de alteracidon patoldgica en el tejido inyectado.

7.2 Pérdidadela densidad capilar

Una de las caracteristicas del envenenamiento por veneno de B. asper es
la presencia de una marcada hemorragia en el mdsculo inyectado, la cual es
consecuencia de la accidén de las metaloproteinasas hemorragicas del veneno,

siendo la mas abundante de ellas, en el veneno de B. asper, la BaP1%"". Al
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comparar la regeneracidon muscular observada en musculos tratados con veneno
completo, frente a las caracteristicas de los musculos tratados Unicamente con
Mtx, se observa una marcada diferencia entre las imégenes histolégicas en ambos
tratamientos, presentandose caracteristicas de un proceso regenerativo eficiente
en los musculos tratados con Mtx (Figuras 2 y 3), a pesar de la evidente necrosis
observada en etapas tempranas de la inoculacion (Figura 1). Este fendmeno ha
sido descrito con anterioridad por otros investigadores, entre ellos Teixeira y
colaboradores.

Con la intencion de evaluar la severidad del dafio a la microvasculatura
muscular observado en musculos 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 regeneracion muscular.

Como se observa en las figuras 5y 6, la densidad capilar, representada
como la cantidad de vasos capilares observada por fibra muscular y la cantidad de
vasos capilares por érea (mm?), se observa significativamente disminuida, cuando
es comparada contra controles tratados Unicamente con PBS, durante la primera
semana posterior al envenenamiento. Luego de transcurridos 14 y 28 dias,
posteriores al envenenamiento, se presentdé una recuperacion de la densidad
capilar comparable con los valores observados en los controles.

Dicha disminucidén 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 dafio que se requiere un perfodo de al menos 14
dias (para los datos presentados en el presente estudio) para alcanzar
nuevamente valores de vasos capilares por fibra muscular (o por area),
comparables con aquellos observados en los controles.

Se considera que, debido a que la disminucién significativa de la densidad
capilar se observa durante las etapas en las cuales se inician los procesos de
regeneracion muscular (en la primera semana posterior al dafio muscular), este

evento podria participar de forma directa en la deficiente regeneracidon asociada al
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tratamiento experimental con veneno completo. El proceso de regeneracion
muscular involucra la participacion de diferentes elementos celulares y senales
quimicas, muchos de los cuales llegan al sitio de dafio a través del torrente
sanguineo.

Se propone que la alteracién a la microvasculatura provocada por las
metaloproteinasas del veneno es uno de los principales factores que afecta el
proceso de regeneracién, alterando la capacidad de arribo de las células del
sistema inmune al sitio de dafio, asi como promoviendo una inadecuada
senalizacion y consecucién de eventos en el proceso regenerativo. Ademas,
dichas alteraciones interrumpen la irrigacién sanguinea adecuada del musculo,
disminuyendo la disponibilidad de oxigeno, y la entrega de nutrientes y
sefalizadores quimicos. Esto se traduce en un proceso regenerativo menos
eficiente que, en base al grado de dafio provocado a la microvasculatura
muscular, puede comprometer incluso la funcionalidad del mUsculo regenerado.

Si bien se observa que con el tiempo se presenta una recuperacion
completa de la densidad capilar en los musculos tratados con veneno completo
(Figuras 5 y 6, evaluacién a los 14 y 28 dias), la cual propone una adecuada
irrigacion sanguinea al musculo afectado en estos periodos de tiempo; la falta de
correcta irrigacion sanguinea en las etapas iniciales del proceso de regeneracion
muscular puede ser un evento decisivo en el establecimiento de un proceso
regenerativo poco eficiente.

Con los datos presentados se propone la participacidn clave de las
metaloproteinasas hemorragicas en la alteracién del proceso de regeneracion
muscular. Estas alteran el proceso regenerativo por la interrupcion del adecuado
flujo sanguineo en el area dafiada, lo cual promueve el arribo a destiempo de

células inflamatorias y sefiales quimicas al sitio de dafio.
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7.3 Papel de la apoptosis

La muerte celular por apoptosis es un evento que se observa en diferentes
etapas de la vida de un organismo como parte de sus procesos fisiolégicos.
Ademads, se observa con frecuencia en tejidos que presentan una rapida tasa de
recambio celular, como un mecanismo que ayuda a mantener controlada la
poblacién celular de dicho tejido®.

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
nimero y forma de células musculares durante la miogénesis®. Sin embargo,
luego del nacimiento, el papel de la apoptosis como mecanismo normal de
recambio celular en musculo es poco conocido.

Estudios realizados en muUsculos adultos han permitido conocer
caracteristicas de las fibras musculares que les hacen ser un tejido resistente a la
muerte celular por apoptosis. Dichas caracteristicas incluyen la ausencia de
caspasa 3, ausencia de activador de caspasa 9, presencia de inhibidores de
caspasa 8, entre otros factores®™. El papel de la apoptosis en degeneracién de
tejido muscular ha sido descrito para situaciones de atrofia muscular, como la

observada con el envejecimiento, y denervacién muscular®>®

, asi como también
se observa susceptibilidad a [a apoptosis en células satélites y mioblastos durante
el proceso de regeneracion muscular™.

En el envenenamiento ofidico, 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 accion de las

610 |La necrosis muscular se ha descrito

PLA, miotdxicas presentes en el veneno
también en este modelo como un evento secundario a la isquemia provocada por
la metaloproteinasas del veneno, al interrumpir la correcta irrigacion sanguinea en
el érgano afectado®.

A pesar de la descripcion de los eventos necréticos en el envenenamiento,
no existen reportes que describan la participacién de la apoptosis en dicho
proceso o en la regeneracion muscular posterior al mismo. Con la intencion de

evaluar dichos efectos, se realizaron inmunotinciones especificas con anticuerpos



62

dirigidos contra componentes del las fibras musculares y mioblastos, junto con la
tincidn por la técnica de TUNEL, para establecer la participacion del proceso
apoptodtico en el proceso regenerativo posterior al envenenamiento.

[nicialmente se establecid la densidad de células musculares regenerativas
presentes en los musculos 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 musculos tratados con Mtx, el valor de células musculares
regenerativas por area (mm? se mantuvo constante durante los tres tiempos
evaluados (3, 5y 7 dfas), a diferencia de lo observado en los musculos tratados
con veneno Complefo y BaP1. En estos tratamientos se observa un marcado
incremento en la densidad de células musculares regenerativas con el tiempo,
exceptuando el séptimo dia después de la inoculacién para los musculos tratados
con BaP1, en los cuales se observé un valor de células musculares regenerativas
por area comparable al observado en el quinto dia.

Durante los 3 y 5, posteriores a la inoculaciéon de los tratamientos, los
musculos tratados con Mtx presentaron valores de células musculares
regenerativas significativamente mayores que los reportados para los musculos
tratados con veneno (dia 3) o BaP1 (dias 3 y 5). Por el contrario, para el dia 7, los
musculos tratados con veneno completo presentaron la mayor cantidad de células
musculares regenerativas por drea, observandose significativamente mayores a
fos valores presentados por los muisculos tratados con Mix o BaP1.

Al comparar estos resultados con la descripcion histoldgica de los misculos
a los 3 y 7 dias posteriores a la inoculacion (Figuras 2 y 3), puede interpretarse
que los valores constantes de células musculares regenerativas por area
observados en los musculos tratados con Mtx corresponden a la homogeneidad
en cuanto al tamafio de las células musculares regenerativas observadas en este
tratamiento, las cuales van incrementando de tamafio de una forma constante.
Por el contrario, los valores bajos de este tipo celular observados a los 3 dias de fa
inoculacion de veneno completo y BaP1 pueden ser el resultado de un inicio tardio
del proceso de regeneracién muscular, posiblemente como consecuencia del

efecto de las metaloproteinasas del veneno en la microvasculatura muscular.



63

En el dia 5 posterior a la inoculacién de los tratamientos, se presenta un
incremento en la cantidad de células musculares regenerativas por area, para los
musculos tratados con veneno y BaP1, cuando se compara con los valores del dia
3; sin embargo dichos valores aln no alcanzan los reportados para los mUsculos
tratados con Mtx. Estos datos apoyarian la hipétesis de la activacién e inicio
tardios del proceso regenerativo. Por el contrario, para el dia 7, en los musculos
tratados con veneno completo, se reportan los valores mas altos de células
musculares regenerativas por drea, lo cual es también compatible con dicha
hipdtesis de retardo en el proceso.

Al comparar los patrones histolégicos observados para cada tratamiento
luego de 7 dias de inoculacién, se observa que los musculos tratados con veneno
presentan una respuesta regenerativa sumamente heterogénea, en la cual, en una
misma area, pueden distinguirse células musculares regenerativas de tamarios
muy variados. Esta puede ser la razdn por la que se esté incrementando el valor
de este tipo celular reportado para veneno en el dia 7, ya que se estan contando
tanto las pocas células que iniciaron el proceso de regeneracion a tiempo (dia 3
posterior a la inoculacion detl tratamiento), como aquellas que presentaron un inicio
retardado del proceso regenerativo, observandose de menor tamafio.

Para establecer el papel de la apoptosis en el proceso se realizé la
cuantificacién de las células musculares regenerativas que presentaban reaccién
de TUNEL positiva, reportandose 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 grafica permite observar la tendencia de aparicion de células
musculares regenerativas con tincién de TUNEL positiva (Figura 8).

Los tres tratamientos presentaron porcentaje mas alto de este tipo celular al
dia 5 posterior a la inoculacién, sugiriéndose un posible rol de la apoptosis en la
regulacién del proceso regenerativo para esa etapa. Para los dias 3 y 5, aquellos
musculos tratados con Mtx presentaron los valores mas bajos del porcentaje de
células musculares regenerativas apoptéticas, comparado con los otros

tratamientos; sin embargo, para el dia 7, a pesar que se observa en general una
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disminucion del porcentaje de este tipo celular, el valor mas alto reportado
corresponde a los musculos tratados con Mtx.

Se ha sugerido que la apoptosis de mioblastos es un proceso que permite
regular la poblacién de los mismos permitiendo la participacién de un numero
adecuado de los mismos, asi como para garantizar que Unicamente aquellos
mioblastos que no presentaron deficiencias en el proceso de divisién celular
formen parte del proceso regenerativo®®. Con base en esa informacién, podria
considerarse que parte del porcentaje de células apoptdticas que se observan en
los tratamientos podrian estar participando de! proceso normal de regulacién de
las células musculares regenerativas.

Ademas, se determiné la cantidad de células con reaccion positiva para
TUNEL que no presentaban reaccion para desmina, con la intencidn de tener una
idea general del proceso apoptético en los musculos sometidos a los tres
tratamientos y evaluados a los diferentes tiempos (Figura 9). En este caso se
observo que, en general, los valores mas bajos de células con reaccion de TUNEL
positiva se observaron en los musculos tratados con Mtx.

La cantidad de células no musculares apoptéticas fue significativamente
menor en los musculos tratados con Mtx, comparados con aquellos tratados con
veneno en los dias 5 y 7, y con aquellos tratados con BaP1 en el dia 7.
Igualmente, se observé que para los tres tratamientos, la mayor densidad de
células TUNEL positivo no musculares se presentdé al dia 5 posterior a la
inoculacién de los tratamientos, dato que refuerza la idea del papel normal de la
apoptosis en la regulacién 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 reaccion
positiva para TUNEL, se presenta una tendencia a observarse mayores valores
generales de reaccion positiva para TUNEL en los musculos tratados con veneno
completo y BaP1, (Figuras 8 y 9). Esto podria sugerir un incremento en cuanto los
niveles de apoptosis esperados en el establecimiento y regulaciéon del proceso
regenerativo, en estos tratamientos, posiblemente como evento posterior a la

isquemia que se asocia a estos tratamientos, la cual involucra la accion de las



65

metaloproteinasas hemorragicas. Estudios posteriores que permitan evaluar de
forma directa la isquemia observada en dichos tratamientos podrian proporcionar
informacion valiosa para confirmar esta hipotesis.

Finalmente, se evalud el papel de la muerte celular por apoptosis en células
miogénicas tempranas, detectandose las mismas por inmunoreaccién contra Pax7
a los.3 dias de la inoculacion del tratamiento. Pax7 es un factor de transcripcion
presente en células satélites, el cual se expresa en las mismas durante su
activacion®?®. En general, tanto las células Pax7 positivas por area (Figura 10), o
el porcentaje de las mismas que presenta reaccién positiva para TUNEL,
presentaron valores comparables entre los tres tratamientos.

Como se expuso anteriormente, tanto el dafio muscular como la respuesta
regenerativa observada luego del dafio, son eventos que se presentan en un
patron heterogéneo en los musculos. Considerando esta distribucién, es
importante hacer notar que los valores reportados en cuanto a la presencia
general de células con reaccién positiva para TUNEL, podrian estar en parte
reflejando dicha heterogeneidad de respuesta. Existen regiones de tejido donde
se observo una mayor cantidad de células TUNEL positivo, sobretodo en musculo
inyectado con veneno o BaP1; sin embargo, estas diferencias micro-regionales se

pierden al reportarse los valores promedio de todo el tejido.

7.4 Macréfagos

El papel de los macréfagos en la regeneraci‘én muscular comprende la
participacion de los mismos en etapas decisivas del proceso, tanto removiendo el
material necrético, como promoviendo el proceso de activacion y sobrevida de

células satélites? %0,

Con la intencién de evaluar la participacién de macrofagos
en los diferentes tratamientos involucrados en este estudio, se realizd una
inmunotincién de los mismos, la cual combinada con una tincidon para desmina,
permitid establecer, ademas de la preséncia de dichas células inmunes, la

proporcion de las mismas con respecto a las células musculares.
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Los valores de macrofagos por area observados a los 3 y 5 dias, son
comparables para los tres tratamientos evaluados (Figura 12); sin embargo, para
el dia 7 posterior a la inoculacién de los tratamientos, se observa que aquellos
musculos tratados con Mtx presentan valores significativamente mayores de
macrofagos por area, que los presentados en los musculos tratados con veneno
completo y con BaP1.

Considerando que la participacion de los macrofagos incluye, ademas del
proceso de remover los restos de material necroético, la permanencia en el area de
dafio durante el proceso de regeneracion enviando sefiales de sobrevida®, los
valores de macrofagos por area observados a los 7 dias de inoculacién podrian
estar reflejando una mayor participacion de los mismos en el acompafiamiento de
las células regenerativas, favoreciendo asi el proceso de regeneracién muscular
en este tratamiento.

Es importante destacar, que si bien los valores de macréfagos encontrados
en el estudio no presentan grandes diferencias entre los tratamientos evaluados,
este dato podria estar reflejando una vision global de la participacion de los
mismos en la regeneracion muscular, y no reflejar la heterogeneidad del proceso
regenerativo que se observa en general en todos los tratamientos, pero de una
forma mas marcada en los musculos tratados con veneno y BaP1.

Como se observa en la descripcién de las caracteristicas histologicas de los
tejidos, la heterogeneidad, tanto del dafio muscular como del proceso de
regeneracion, permite observar (Figuras 2 y 3), la presencia de regiones
necréticas completamente libres de células inflamatorias, las cuales persisten

hasta el dia 7 posterior a la inoculacion.

7.5 Fibrosis observada en la regeneracién muscular

Como evaluacion final, se realizd la determinacién de la cantidad de
coladgeno presente en los musculos sometidos a los diferentes tratamientos como
un indicador del grado de fibrosis observada en los musculos en regeneracion.
Durante el proceso de regeneracion muscular, los restos de [amina basal de las

células necroticas sirven de gufa para el establecimiento de la nueva fibra



67

muscular, observandose en dicho proceso la remodelacién de la matriz
extracelular, la cual implica la activacién de fibroblastos, entre otros eventos®.

El proceso de remodelacién de la matriz extracelular que acompafia la
regeneracion muscular es un proceso finamente orquestado que involucra la
participacion de diversos tipos celulares y sefiales quimicas, las cuales garantizan
la formacion de los componentes de matriz extracelular necesarios para la buena
regeneracion, asi como también la eliminaciéon del exceso de los mismos una vez
reparado el tejido muscular. Alteraciones en la consecucion correcta de estos
eventos pueden promover un exceso en la deposicion y mantenimiento de
componentes de matriz extracelular, lo cual promueve un proceso fibrético en el
musculo en regeneracién®®. Este fendmeno se ha descrito en diversas distrofias
musculares.

Al realizar la evaluacion histolégica de los musculos tratados con veneno
completo, Mitx y BaP1, evaluados durante la primera semana posterior a la
inoculacién, utilizando la tincién de Sirius Red — Fast Green FCF, se observd en
general un aumento en la cantidad de colageno observado en los musculos en
regeneracion, para todos los tratamientos (Figura 14). Sin embargo, destaca el
hecho de que en los musculos que fueron inoculados con tratamientos que
involucraban la participacién de las metaldproteinasas hemorragicas, presentaron
una mayor deposicién de coldgeno en zonas especificas, mostrandose una
distribucion mas heterogénea del mismo en el analisis histoquimico. Por el
contrario, en los musculos tratados con Mtx, si bien se observa incrementada
deposicion de colageno, este se presenfa distribuido homogéneamente en las
zonas regenerativas.

Las alteraciones en la secuencia y tiempo correcto de sefializacién en el
proceso de regeneracion muscular, pueden promover alteraciones en la formacion
y eliminacién de componentes de matriz extracelular. Los depdsitos. de colageno
observados en zonas puntuales en los musculos tratados con veneno completo y
BaP1 podrian estar reflejando el resultado de la alteracidon de sefializacion quimica

en el sitio de dafio promovida en los musculos que incluyeron la accién de toxinas
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hemorragicas, como consecuencia del dafio especifico a la microvasculatura
muscular en las etapas tempranas posteriores a la inoculacion de los tratamientos.

El papel de las metaloproteinasas hemorragicas del veneno en el deterioro
de componentes de lamina basal ha sido estudiado con respecto al rol que ejerce
sobre el deterioro de los vasos capilares''. Sin embargo, el papel del deterioro de
dichos componentes en la lamina basal de células musculares no ha sido
estudiado, desconociéndose el impacto que este efecto podria tener en cuando al
proceso de regeneracion muscular.

Finalmente se evaludé de forma cuantitativa el grado de fibrosis observada
en los musculos sometidos a los diferentes fratamientos, durante la primera
semana posterior a su inoculacion (Figura 15). Esto se realizdé por medio de la
extraccidon y cuantificacion de los colorantes utilizados para la tincion de colageno
y proteinas totales, estableciéndose la relacion colageno / proteina para cada
tratamiento a cada tiempo.

En general, no se observaron diferencias significativas en la razon coldgeno
/ proteina observada para los tratamientos o tiempos; sin embargo, se presenta
una tendencia a un aumento en cuanto a dicha relacién en Jos musculos que estan
participando del proceso de regeneracion, cuando se comparan con musculos
normales (inoculados con PBS), ademas de observarse que dicha relacién se
presenta incrementada para los musculos tratados con veneno, comparado con
los valores observados en los muUsculos tratados con Mtx. Con respecto a los
musculos tratados con BaP1, a los cinco dias el valor de la relacién colageno /
proteina cae a un nivel similar al observado en los musculos control para ese
tiempo. Es posible que la presencia de un menor grado de dafio en las secciones
de los musculos que fueron evaluados a los cinco dias 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
cuantificacién de colageno por este proéedimiento puede ser una consecuencia de
la poca cantidad absoluta de coldgeno presente en las muestras de tejido a partir

de las cuales se efectla esta cuantificacion.
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En general, es importante destacar que los hallazgos descritos en este
estudio reflejan parte de los evenios que se observan en el proceso de
regeneracion muscular; sin embargo, no los abarca todos debido a la complejidad
de la regeneracion muscular y a la participacion conjunta y consecutiva de una
amplia variedad de elementos celulares y sefalizadores quimicos. Ademas, la
heterogeneidad de dafio, asi como de la distribucion de las toxinas y la respuesta
regenerativa observada, son caracteristicas que deben tomarse en cuenta al
momento de observar e interpretar los resultados presentados.

Si bien la observaciéon global de panorama de la regeneracién muscular
posterior al envenenamiento ofidico nos permite conocer de forma general el
proceso y suglere las posibles alteraciones que el envenenamiento puede
promover en el proceso de regeneracion, es importante destacar que la
heterogeneidad del dafio y la respuesta regenerativa observada son elementos
que deben ser tomados en cuenta al interpretar el efecto del envenenamiento en
el musculo, existiendo la necesidad de evaluar las diferentes zonas de dafio y
regeneracion, para obtener una interpretacion mas.real del fenémeno regenerativo
en el envenenamiento ofidico. No obstante, los resultados evidencian el papel
relevante que juega la lesion en la microvasculatura muscular, provocada por las
metaloproteinasas hemorrégicas', en el desarrollo de un proceso regenerativo

deficiente.
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8. CONCLUSIONES

En general se observa una disminucion en la capacidad regenerativa de los
musculos inoculados con tratamientos que incluyeron la presencia de
metaloproteinasas hemorrggicas (veneno completo y BaP1), cuando se
compararon con la regeneracién observada en musculos inyectados con miotoxina
sola.
8.1La alteracién de la densidad capilar por efecto del veneno de B. asper

observada en los primeros dias posteriores al envenenamiento, coincide con
las etapas iniciales del proceso de regeneracién muscular, promoviendo de
esta forma una alteracion en el establecimiento adecuado del proceso
regenerativo.
8.2Se demostrd la presencia de células de origen miogénico con reaccion positiva
para TUNEL en la primera semana posterior al envenenamiento o inoculacion
de las toxinas.
8.3La mayor presencia de células TUNEL positivas (miogénicas y no miogénicas)
se observo en el dia cinco para los tres tratamientos evaluados.
8.4Se observé un patron heterogéneo de alteraciones tisulares en todos los
tratamientos, siendo mas evidente en los tratamientos que involucraron la
accién de la toxina hemorragica.
8.5El analisis del musculo como un todo no permite evidenciar claramente las
variaciones regionales observadas en las zonas que presentan diferente
grado de dafio / regeneracién muscular en funcién del tratamiento evaluado
8.6.El estudio de la regeneracion muscular posterior al envenenamiento ofidico
debe considerar la evaluacién tanto de los patrones generales observados en
el musculo, como las caracteristicas individuales de [a regiones afectadas en

diferente grado, considerando la heterogeneidad histolégica observada.
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10.ANEXOS
Anexo 1

Efecto de factores de crecimiento en células satélites

Factor de Efecto sobre células satélite en misculo
crecimiento Activacion | Proliferaciéon | Diferenciacion Fusidn
Factor de Promueve Promueve Inhibe No datos

crecimiento de
hepatocitos (HGF)

Factor de No datos Promueve Inhibe No datos
crecimiento de
fibroblastos 6

(FGF8)

FGF1 No datos Promueve No datos No datos
Factor de No datos No datos No datos Promueve
crecimiento

transformante 3
(TGFB),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 informacién presentada por Chargé S. B. y
Rudnicki M. A."®, Zammit P. S.2' y Shefer G., y Yablonka-Reuveni Z.%*.




Anexo 2

Anticuerpos y fluorocromos utilizados en el estudio

Anticuerpos primarios

Concentracion

Fuente

Rata anti raton CD31 1:100 Cymbus Biotechnology
Ratén anti humano desmina 1:100 Dako Cytomation
Ratén anti humano Pax7 1:100 Abcam

Rata anti raton macrofagos / 1:100 Chemicon / Millipore

monocitos

Anticuerpos secundarios y
fluorocromos

Concentracién

Fuente

IgG policlonal conejo anti rata 1:200 Dako, Cytomation
biotinilada. .
“lgGpoliclonal cabra anti ratén 1:200 Dako, Cytomation
biotinilada.

1:500 Dako, Cytomation
Conjugado Alexa Fluor 555 / 1:500 Dako, Cytomation
estreptavidina
Conejo anti  ratén  IgG 1:150 Dako Cytomation

conjugado con FITC
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Anexo 3

Protocolo general de tincion por inmunohistoquimica de fluorescencia

~No gk WS

10.
1.
12.
13.

14.
16.

16.
17.

18.
19.

20.

Colocar las laminas a tefiir en incubadora a 60°C por 45 minutos.

Sumergir en xilol, 3 veces, 5 minutos cada vez.

Sumergir en alcohol absoluto, 3 veces, 5 minutos cada vez.

Sumergir en alcoho! al 90%, 5 minutos.

Sumergir en alcohol al 70%, 5 minutos.

Sumergir en agua destilada 1 minuto.

Exposicion de antigenos:

a. Colocando las ldminas en una solucién de acido citrico 0.1M — citrato de
sodio 0.11 M, pH 6.0 y calentando en horno microondas por 5 minutfos.
Dejar enfriar, o

b. Colocar sobre cada corte 25 pl de una solucién de proteinasa K, incubar por
5 minutos a temperatura ambiente en camara humeda.

Lavar 3 veces en PBS, 1 minuto cada vez.

Bloqueo con avidina en TNB (1:10), incubar 10 minutos.

Lavar 1 vez en PBS, 1 minuto.

Blogueo con biotina en TNB (1:10) incubar 10 mintuos.

Lavar 2 veces en PBS, 1 minuto cada vez.

Blogqueo con dilucién suero del animal en que fue realizado el anticuerpo

secundario, 20 minutos.

Lavar 2 veces en PBS, 1 minuto cada vez.

Colocar el anticuerpo primario, en TNB (calcular la dilucién correcta para cada

anticuerpo), incubar 1 hora TA, o toda la noche a 4°C.

Lavar 3 veces en PBS, 1 minuto cada vez.

Colocar el anticuerpo secundario biotinilado en TNB (calcular la dilucion

correcta para cada anticuerpo), incubar 1 hora TA.

Lavar 3 veces en PBS, 1 minuto cada vez.

Colocar estreptavidina-peroxidasa en TNB (1:100), incubar 30 minutos TA,

proteger de la luz.

Lavar 3 veces en PBS, 1 minuto cada vez.



21.
22.
23.

24.
25.

79

Colocar Tyramida en solucion amplificadora (1:100), incubar 10 minutos TA.
Lavar 3 veces en PBS, 1 minuto cada vez.

Colocar fluorocromo estreptavidina (1:500), incubar 30 minutos TA.  Proteger
de la luz.

Lavar 3 veces en PBS, 1 minuto cada vez, proteger de la luz.

Realizar el montaje con medio de montaje con Dapi, sellar el cubreobjetos con

esmalte de ufias transparente.

Notas:

La determinacién de protocolo de exposicién de antigenos depende del
anticuerpo a utilizar.
Los pasos 19 al 22 solo aplican a protocolos que incluyen el uso de Tyramida

para amplificar la sefial del anticuerpo.



80

Anexo 4

Protocolo de tincion doble apoptosis y desmina

N ok e

10.

1.
12.

13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.
20.

21.

Colocar las [aminas a tefiir en incubadora a 60°C por 45 minutos.

Sumergir en xilol, 3 veces, 5 minutos cada vez.

Sumergir en alcohol absoluto, 3 veces, 5 minutos cada vez.

Sumergir en alcohol al 30%, 5 minutos.

Sumergir en alcohol al 70%, 5 minutos.

Sumergir en agua destilada 1 minuto.

Exposiciéon de antigenos en una solucién de acido citrico 0.1M — citrato de
sodio 0.11 M, pH 6.0 y calentando en horno microondas por 5 minutos. Dejar
enfriar.

Lavar 2 veces en PBS, 1 minuto cada vez.

Eliminar el exceso de PBS y agregar 14 pi de solucion tampdn equilibrante,
dejar reposar un minuto.

Eliminar el exceso y agregar 12 ul de una solucién que contenga 30 pl de
enzima TdT y 70 pl de solucién tampon de reaccion.

Incubar en camara himeda a 37°C por una hora.

Lavar 10 minutos en solucion tampén de lavado y detencién de la reaccion,
agitar los primeros 15 segundos de lavado.

Lavar 3 veces en PBS, 1 minuto cada vez.

Blogueo con avidina en TNB (1:10), incubar 10 minutos.

Lavar 1 vez en PBS, 1 minuto.

Blogueo con biotina en TNB (1:10) incubar 10 mintuos.

lL.avar 2 veces en PBS,1 minuto cada vez.

Bloqueo con dilucién suero del animal en que fue realizado el anticuerpo
secundario, 10 minutos.

Lavar 2 veces en PBS, 1 minuto cada vez.

Colocar el anticuerpo primario, en TNB (calcular {a dilucién correcta para cada
anticuerpo), incubar 1 hora TA, o toda la noche a 4°C.

Lavar 3 veces en PBS, 1 minuto cada vez.



22.

23.
24.

25.

26.

27.
28.

81

Colocar el anticuerpo secundario biotinilado en TNB (calcular la dilucion

correcta para cada anticuerpo), incubar 1 hora TA.

Lavar 3 veces en PBS, 1 minuto cada vez.

Colocar flucrocromo estreptavidina (1:500), incubar 30 minutos TA.  Proteger
de la luz.

Lavar 3 veces en PBS, 1 minuto cada vez, proteger de la luz.

Agregar 14 pl de una solucién que contenga 53 ul de conjugado rodamina anti
digoxigenina y 47 pl de solucién de bloqueo, incubar 30 minutos, proteger de
la luz. ‘

Lavar 4 veces con PBS, 1 minuto cada vez, proteger de la luz.

Realizar el montaje con medio de montaje con Dapi, sellar el cubreobjetos con

esmalte de ufias transparente.
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Anexo 5

Protocolo de tincién para determinacién de colageno y proteina total

1.

10.
11.
12.

Realizar dos cortes, de 14 um cada uno, de cada uno de los musculos a
utilizar.  Colocar cortes pertenecientes al mismo musculo en un tubo
eppendorf de 0.5 ml.

Agregar 300 ul de xilol, dejar reposar por 3 minutos, centrifugar, descartar
sobrenadante. :

Agregar 200 ul de xilol en etanol absoluto (1:1), dejar reposar por 3 minutos,
centrifugar, descartar sobrenadante.

Agregar 200 ul de etanol absoluto, dejar reposar por 3 minutos, centrifugar,
descartar sobrenadante.

Agregar 200 ul de etanol en agua destilada (1:1), dejar reposar por 3 minutos,
centrifugar, descartar sobrenadante.

Agregar 200 ul de agua destilada, dejar reposar por 3 minutos, centrifugar,
descartar sobrenadante.

Agregar 200 ul de solucién saturada de écido picrico, 0.1 por ciento de Sirius
Red y 0.1 por ciento de Fast Green FCF, dejar reposar por 30 minutos
protegido de la luz, centrifugar, descartar sobrenadante.

Lavar 200 ul de agua destilada, agitar suavemente, centrifugar y descartar
sobrenadante, repetir este paso de lavado hasta garantizar que el agua no
toma mas color.

Agregar 200 ul de NaOH 0.1 N en metanol absoluto (1:1), mezciar
suavemente, dejar reposar un minuto, centrifugar

Recuperar el sobrenadante coloreado y colocar en una placa de ELISA.

Leer absorbancia a 540 nm (Sirius Red) y a 605 nm (Fast Green FCF).
Establecer la relacion colageno (Sirius Red) / proteina total (Fast Green FCF),
reportar dicha relacién para cada uno de los tratamientos y tiempos evaluados

como una medida de la fibrosis observada.
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Abstract

Background: Viperid snakebite envenoming is characterized by prominent local tissue
damage, including muscle necrosis. A frequent outcome of such local pathology is deficient
skeletal muscle regeneration, which causes muscle dysfunction, muscle loss and fibrosis,
thus provoking permanent sequelae that greatly affect the quality of life of patients. The
causes of such poor regenerative outcome of skeletal muscle after viperid snakebites are not
fully understood.

Methodology/Principal Findings: A murine model of muscle necrosis and regeneration
was adapted to study the effects of the venom and isolated toxins of Bothrops asper, the
medically most important snake in Central America. Gastrocnemius muscle was injected
with either B. asper venom, a myotoxic phospholipase A, (Mtx), a hemorrhagic
metalloproteinase (SVMP), or saline solution. At various time intervals, during one month,
tissue samples were collected and analyzed by histology, and by immunocytochemical and
immunohistochemical techniques aimed at detecting muscle fibers, collagen, endothelial
cells, myoblasts, myotubes, macrophages, TUNEL-positive nuclei and axons. A successful
regenerative response was observed in muscle injected with Mtx, which induces
myonecrosis but does not affect the microvasculature. In contrast, poor regeneration, with
fibrosis and atrophic fibers, occurred when muscle was injected with venom or SVMP, both
of which provoke necrosis, microvascular damage leading to hemorrhage, and poor axonal
regeneration.

Conclusions/Significance: The deficient skeletal muscle regeneration after injection of B.
asper venom is likely to depend on the widespread damage to the microvasculature, which

affects the removal of necrotic debris by phagocytes and the provision of nutrients and
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oxygen required for regeneration. In addition, deficient axonal regeneration is likely to

contribute to the poor regenerative outcome in this model.

Key words: Snake venom; Myonecrosis; Hemorrhage; Basement membrane;

Microvasculature; Muscle regeneration; Fibrosis



WO W 1oy U= W

MMM NMNNNRRRE R PR R RP P
MW POV IYE WP O

26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65

94

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

Author summary

Envenomings by snakes of the family Viperidae, such as those of the genus Bothrops, are
characterized by local tissue damage, including necrosis of skeletal muscle. In many of
these patients, local necrosis is followed by a poor regenerative outcome, thus resulting in
permanent sequelae, thereby affecting the quality of life of these patients. The causes
behind this poor regeneration are only partially understood. This study was designed to
investigate, in a rodent experimental model, the characteristics of skeletal muscle
regeneration after injection of the venom of Bothrops asper, which induces necrosis and
hemorrhage, as compared with a myotoxic phospholipase A, (Mtx), which induces
myonecrosis but not hemorrhage. The main goal was to have an integrative analysis
combining quantitative and qualitativeparameters in the study of tissue alterations. Results
show that muscle injected with Mtx had an overall good regenerative outcome. In contrast,
regeneration was deficient in muscle injected with venom and with a hemorrhagic
metalloproteinase. The latter drastically affects the microvasculature and the basement
membranes of capillaries, muscle fibers and axons. It is concluded that venom-induced
microvascular damage, together with alterations in muscle and nerve basement membranes,
generate a tissue microenvironment that partially precludes a normal regenerative process,

resulting in fibrosis and atrophied muscle fibers.
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Introduction

Snakebite envenomings constitute a highly relevant and neglected public heaith
problem on a world wide basis, atfecting particularly the rural settings of Latin America,
Africa and Asia [1-3]. In Latin America, the majority of snakebites are inflicted by species
classified in the genus Bothrops [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, cardiovascular shock and renal faifure [6-10]. 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 sequelae associated with tissue
loss and dysfunction, and their consequent social and psychological implications [, 11,

12).

Skeletal muscle regeneration is a complex and finely orchestrated process that
involves the interaction of myogenic cells, other resident cells, inflammatory cells, blood
vessels, nerves and extracellular matrix [13]. It starts after the injury of muscle fibers, with
the activation ot a population of quiescent myogenic cells, satellite cells, located at the
periphery of the fibers between muscle sarcolemma and the basement membrane [13-15].
Once activated, satellite cells become myoblasts which, after various cycles of replication,
undergo a process of cell fusion leading to the f(;nnalion of multinucleated myotubes which
then mature to becone adult myofibers [16], For this process to procecd successfully,

.
several requirements must be met in the microenvironment where regeneration takes place.
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After muscle fiber necrosis, an inflammatory reaction ensues, with invasion of the tissue by
neutrophils and macrophages. Besides removing necrotic debris, these cells, especially
macrophages, synthesize various cytokines and growth factors which modulate the tissue
regenerative response, and also support myoblast survival in various ways [17].
Furthermore, an intact microvascular supply is required for regeneration [13], together with
a restitution of the neuromuscular junction in the regenerative fibers [18]. The persistence
of a structurally intact basement membrane around necrotic muscles is also important for
the demarcation of the space where myoblast replication and fusion occurs [13, 19].
Various muscle pathologies are associated with a good regenerative outcome, especially in
conditions where blood supply and innervation are not affected, whereas in other diseases,
such as ischemic lesions and some muscular dystrophies, regeneration is deficient [13, .20].
Unveiling the factors associated with deficient muscle regeneration in various diseases,
including snakebite envenoming, is highly relevant for the design of interventions aimed at

improving this process.

In the case of snake venom-induced myonecrosis, two clearly different patterns of
regeneration have been described: when tissue is affected by venoms or toxins that induce
muscle necrosis but do not affect the integrity of blood vessels, such as after injection of
isolated myotoxic phospholipases A, (PLA,) or cardiotoxins, regeneration proceeds
successfully [21-23]. Some of these myotoxins have been used as models to investigate
particular aspects of muscle regeneration [21]. In contrast, when muscle is affected by
venoms which, in addition to affecting muscle fibers also damage the microvasculature,
inducing hemorrhage, such as many viperid snake venoms, the regenerative process is

tmpaired, with substitution of muscle tissue by fibrosis in some areas, and with the
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presence of regenerating fibers of reduced diameter [22, 24-26]. In the case of Bothrops sp
venoms, these experimental observations constitute an excellent correlate of the clinical
situation, where tissue loss and dysfunction are common consequences of these

envenomings {6, 7, 9].

From the medical standpoint Bothrops asper is the most important snake in southern
Mexico, Central America and northern areas of South America [5, 27]. Envenomings by
this species are associated with local tissue damage which often leads to sequelae
associated with impaired muscle regeneration [6, 7, 9]. Such phenomenon has been

mvestigated at the experimental level, and it has been proposed that microvascular damage

——provoked by hemorrhagic snake venom metalloproteinases (SVMPs) is a key factor in the

poor regenerative outcome [22, 24, 28]. However, the majority of these studies have been
based on a qualitative histological assessment of tissue alterations; moreover, other factoré,
such as damage to nerves and myogenic cells, have not been studied. It is necessary,
therefore, to further investigate this phenomenon from a Quantitative perspective, and to
assess the participation of various factors involved in tissue damage and repair, in order to
identify the critical processes being affected that preclude a successful regenerative
outcome. This study examined, using a combination of qualitative and quantitative
approaches, the skeletal muscle regeneration in murine skeletal muscle injected with the
venom of B. asper, and with some purified toxins. It was found that critical events occur
within the first days after tissue necrosis, with microvascular damage occupying a central
role in the stage. In addition, a poor regeneration of axons is described, which is likely to

affect muscle regeneration. The characterization of this deficient regenerative scenario may
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become a useful experimental model to assess interventions aimed at improving the process

of muscle regeneration in this and related pathologies.

Methods

Animals, venoms and toxins

Mice (CDI, 18-20 g body weight) were used throughout the study. Venom was obtained
from a collection of adult B. asper specimens from the Pacific versant of Costa Rica,
maintained at the serpentarium of Instituto Clodomiro Picado. Immediately after collection,
venom was lyophilized and stored at -20 °C. The hemorrhagic SYMP BaP1 was isolated
from this venom, as previously described [29, 30]. A myotoxic fraction (Mtx) was isolated
from this venom by ion-exchange chromatography. on CM-Sephadex C-50 [31]. This
fraction was a mixture of the two types of basic myotoxins present in the venom, i.e. a
catalytically-active Asp49 PLA, and a catalytically-inactive PLA, homologue, in a 1:2
approximate molar ratio, which roughly corresponds to the proportion of these types of
myotoxins in the venom [32]. This myotoxic fraction was utilized in order to reproduce the
combined action of these molecules in the crude venom, since a synergistic effect has been
described for these Asp49 and Lys49 myotoxic PLA,s [33]. Venom and toxin solutions
were prepared in 0.14 M NaCl, 0.04 M phosphate, pH 7.2, solution (PBS) immediately

before use.

Ethics statement
The experimental protocols involving the use of animals in this study were approved by the
Institutional Committee for the Care and Use of Laboratory Animals (CICUA) of the

University of Costa Rica (protocol CICUA-27-10) and adhere to the International Guiding
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Principles for Biomedical Research Involving Animals of the Council of International

Organizations of Medical Sciences (CIOMS).

Histological analysis

Mice were injected intramuscularly, in the right gastrocnemius, with either crude venom
(50 png), Mtx (100 pg), or BaPl (50 ng), dissolved in 50 pl of PBS. These doses were
selected since .they induce a similar extent of tissue damage. Muscles injected with PBS
under otherwise identical conditions were used as controls. For histological analysis, mice
were sacrificed at different times (1 and 6 hr, and 1, 3, 7, 14 and 28 days) and the injected
gastrocnemius muscles were dissected out and placed in a zinc fixative solution (BD
Pharmigen, USA), for at least 48 hOL;I‘S at 4 °C. The tissue was then dehydrated in ethanol,
placed in xylene, and embedded in paraffin using conventional protocols [34]. For
quantitative assessment of tissue changes, three non-consecutive sections of 4 um were
obtained from the mid-belly region of each muscle, placed in glass slides, deparafﬁnized in
xylene, hydrated in distilled water and stained with hematoxylin and eosin fof microscopic
evaluation. Three images were captured from each section using an Evolution MP camera
(Media Cybernetics, USA). The extent of necrosis was estimated in samples collected 24
hr after injection as the percentage of the examined area corresponding to necrotic fibers,
which were identified by characteristic morphological alterations, i.e. hypercontraction or
coagulative necrosis. The extent of regeneration was estimated in samples collected at 28
days as the percentage of the examined area corresponding to regenerating fibers, i.e. fibers
having a centrally-located nuclei. In addition, the diameters of regenerating fibers in tissue
samples collected 28 days after injection were determined. Both types of analyses were

performed using an image analysis software (Image Pro 6.3, Media Cybernetics, USA).
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Sirius Red staining of collagen

Groups of three mice were injected in the right gastrocnemius muscle with either PBS,
venom, Mtx or BaP1, at the doses described above, and sacrificed 3, 5 and 7 days after
treatment. In order to detect fibrosis, i.e. increments in collagen in the tissue, sections were
stained with Sirius Red dye CI 35780 (Polyscience Inc, USA), which stains collagen. The
procedure described by Montes and Junqueira [35] was followed, with some modifications.
In brief, sections were stained with picro Sirius red (0.1% in a saturated picric acid
solution) and Fast Green FCF 0.1% (for staining proteins) (Sigma, USA), for one hr at
room temperature. The slides were washed twice with acidified water (5 ml of glacial acetic
acid per liter), dehifdrated, cleared in xylene and mounted (Shandon Xylene Substitute

Mountant, Thermo Scientific, USA).

Changes in the capillary density and the capillary/muscle fiber ratio

Groups of three mice were injected in the right gastrocnemius muscle with crude venom
(50 pg), dissolved in 50 pl of PBS, and sacrificed at various time intervals covering the
degenerative and the regenerative phases (1, 6 and 24 hr, and 3, 7, 14 and 28 days). In some
experiments, groups of mice were injected with 100 g Mtx, and sacrificed at 24 hr and 28
days. Control muscles were obtained from groups of mice injected with 50 pl of PBS at all
time intervals studied. Muscles were dissected out and processed as described above.
Three non-consecutive sections of 4 pm were obtained per muscle, placed in positive
charged glass slides (Erie Scientific, USA), deparaffinized and hydrated. The detection of
capillary vessels was performed by fluorescence immunohistochemistry. Antigen retrieval

was carried out by incubating tissue sections with Proteinase K (Dako, USA) for 5 min at
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room temperature. Blockage steps were performed with avidin and biotin solutions (Biotin
blocking system, Dako Cytomation, USA), according to the manufacturer’s instructions, as
well as with rabbit immunoglobulins, for 10 min each. Then, sections were incubated with
rat anti-mouse CD31 monoclonal antibody (Cymbus Biotechnology, USA), at 1:100
dilution for one hr at room temperature. After washing with PBS, sections were incubated
with polyclonal biotinylated rabbit anti-rat IgG (Dako Cytomation, Denmark), at 1:200
dilution for one hr at room temperature. The reaction was amplified using the Tyramide
amplification kit (Perkin Elmer, USA), and finally sections were incubated with a 1:500
dilution of Streptavidin Alexa fluor 488 for one hr at room temperature. Nuclear staining
was performed with DAPI (4°, 6° —diamino-2-phenylindole, Invitrogen, USA). Three
ime‘lges, from randomly selected non-overlapping areas, were captured per section. The total
number of capillary vessels, the number of muscle fibers and the total area of the section
were quantified in each image using the image analysis software described above. Then, the

capillary / muscle cell ratio and the number of capillaries per area were calculated.

Immunostaining for Pax7 and desmin

Groups of three mice were injected in the right gastrocnemius with either PBS, venom or
Mtx, at the doses described above, and sacrificed 3, 5 and 7 days after treatment. The
identification of myogenic cells was performed by immunchistochemistry using antibodies
against Pax7 (to detect activated satellite cells/myoblasts at 3 days) or against desmin (to
detect myotubes and myofibers at 3, 5 and 7 days). Briefly, antigen retrieval was carried out
using citrate buffer, pH 6.0, and heating in microwave oven for 5 min. Primary mouse anti-
human Pax7 antibody (Abcam, USA), or mouse anti-human desmin antibody (Dako

Cytomation, Denmark) were used at 1:100 dilution and incubated for one hr at room
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temperature. Then, sections were incubated with polyclonal biotinylated goat anti-mouse
IgG (Dako Cytomation, Denmark), at 1:200 dilution for one hr at room temperature.
Sections were then incubated with a 1:500 dilution of Streptavidin Alexa fluor 488 for one
br at room temperature. Three images, from non-overlapping areas affected by the
treatments, 1.e. showing necrotic fibers, fibrosis or regenerating fibers, were captured per

muscle section.

Evaluation of TUNEL-positive nuclei in regenerating muscle fibers

Groups of three mice were injected in the right gastrocnemius musc.le with either PBS,
venom or Mtx, at the doses described above, and sacrificed 3, 5 and 7 days after treatment.
These time intervals were selected because critical steps involving inflammatory and
regenerative events occur during these days in experimental models of acute muscle
damage [13, 21]. Three non-consecutive sections of 4 pm were obtained per muscle, and
were evaluated for the presence of TUNEL-positive cells by using the ApopTag® Red In
Situ Apoptosis Detection Kit (Millipore, USA), following the protocol described by the
manufacturer. Sections were also immunostained for either Pax7 or desmin, as described
above, to detect activated satellite cells or myotubes and regener_ating myofibers,
respectively. Pax7-positive and desmin-positive cells containing TUNEL-positive nuclei

were quantified.

Quantification of nerves in muscle tissue
Groups of five mice were injected in the right gastrocnemius muscle with either PBS,
venom, Mtx or BaP1, at the doses described above. Animals were sacrificed 3 and 28 days

after injection, in order to detect changes in the density of intramuscular nerves after the
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degenerative and regenerative phases, respectively. Three non-consecutive sections of 4 um
were obtained per muscle, placed in positive charged glass slides (Erie Scientific, USA),
deparaffinized and hydrated. The immunohistochemical detection of nerves was performed
using a mouse anti-human neurofilament protein (Dako, Denmark). The staining protocol
was similar to that described for Pax7 and desmin, except for the primary aatibody.
Structures of 10 - 40 um diameter showing internal fibers positively stained for
neurofilament protein were identified as intramuscular nerves. The total number of nerves
and the area of muscle tissue examined were determined, in order to estimate the number of
nerves per area. In addition, the number of axons within nerves was quantified and the
axonal density per area of nerve was determined. Both analyses were performed using the

image analysis software described.

Statistical analysis
Data were analyzed by the statistics software SPSS 15.0. Means, variance and standard
deviation were calculated for each parameter and treatment, and compared using the

Friedman test. When appropriated, an additional Wilcoxon test was carried out.

Results

Muscle regeneration is deficient in tissue affected by hemorrhage

Histological observations showed that all treatments, except PBS, induced evident
myonecrosis in the injected gastrocnemius one day after injection (Fig 1). In the case of
muscle injected with venom or BaPl, hemorrhage was also observed, whereas no

hemorrhage was induced by Mtx. An inflammatory infiltrate was present in muscles
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injected with venom or toxins by 1 and 3 days. Small regenerating fibers, characterized by
centrally-located nuclei, were present at 3 days and thereafter, although differences were
noticed among the various treatments. In the case of muscle injected with Mtx, by 7 days,
regenerating fibers were distributed uniformly in the tissue (Fig 1). In contrast, muscle
injected with venom or BaP1 showed areas of regenerating fibers intermixed with areas of
remnants of necrotic cells, which had very low numbers of phagocytes, and areas of fibrosis
(Fig 1). Therefore, the histological pattern at 7 days in muscle injected with venom was
characterized by heterogeneity, whereas in the case of tissue affected by Mtx, a
homogeneous pattern predominated (Fig 1). Fibrosis was corroborated 7 days after
injection, by staining with Sirius Red, in the endomysium and perimysium in muscle
injected with venom or BaP1 (Fig 1), whereas the extent of collagen deposition was less
evident in Mtx-injected muscle, being nevertheless higher than in PBS-injected muscle. By
28 days, tissue injected with Mtx presented a pattern of successful regeneration, with
abundant regenerating fibers of similar size having centrally-located nuclei, and with little
fibrosis, albeit with an increment in the interstitial area as compared with PBS-injected
muscle (Fig 1). In contrast, in the case of muscle injected with venom or BaP1l, which
induced hemorrhage, regenerating fibers of small size were observed, and were intermixed
with areas of fibrosis and, in some cases, with areas in which the remnants of necrotic

fibers had apparently become calcified (Fig 1).

The extent of muscle necrosis and regeneration was quantitatively assessed by measuring
the area corresponding to necrotic fibers in gastrocnemius muscle 24 hr after injection of
venom or isolated toxins, and the area of regenerating fibers, i.e. fibers with centrally

located nuclei, 28 days after injection. As shown in Fig 2, all treatments induced acute
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muscle damage which ranged from 30% necrotic muscle in the case of SVMP BaP1 to 55%
necrotic muscle in tissue injected with of Mtx. Muscle regeneration was significantly
affected in the case of treatments that induced hemorrhage besides local myonecrosis, i.e.
venom and BaP1 (Fig 2A). In contrast, a successful regeneration was observed in tissue
injected with Mtx alone (Fig 2A). In addition, the diameter of regenerative fibers 28 days
after injection greatly differed among the various treatments. The diameters of regenerating
fibers in tissue injected with Mtx did not differ from those of control, PBS-injected muscle
fibers (Fig 2B). In contrast, the diameter of regenerating fibers in tissue treated with either
venom or BaPl, both of which induced hemorrhage, were smaller than those of control
fibers (Fig 2B). On the basis of these results, the rest of the study was focused mostly on

the comparison of two experimental groups: muscle injected with venom;as-a-model of

poor regeneration, and muscle injected with Mtx, as a model of successful regeneration.

B. asper venom induces rapid damage fo capillary vessels followed by revascularization

Injection of B. asper venom, at a dose that induces prominent hemorrhage, resulted in a
drastic and rapid drop in the number of capillary vessels in gastrocnemius muscle, as
judged both by the capillary / muscle fiber ratio and by the number of capillaries per tissue
area. Both parameters of capillary density remained significantly reduced, when compared
with control values, during the first week (Fig 3A and B). Muscle injected with PBS had a
normal pattern of capillaries, as evidenced by immunostaining for CD31 (Fig 3C). A
spatially heterogeneous pattern of capillary damage was observed rapidly after venom
injection (Fig 3D). The number of capillaries increased by 7 days (Fig 3A, B and E) and
reached values similar to those of control tissue by 14 and 28 days (Fig 3A and B), thus

evidencing a revascularization process. In contrast, when Mtx was administered, the
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number of capillaries was not affected (results not shown), in agreement with the lack of

hemorrhagic activity of this toxin.

A spatially heterogeneous pattern of regenerating fibers with TUNEL-positive nuclel was

observed in muscle treated with venom

As described above, both histological and immunohistochemical analyses evidenced
profound differences during the first 7 days after injection between muscles treated with
Mtx and those injected with venom. Thus, it is likely that critical events occur during these
early stages in the reparative and regenerative scenario. In order to assess whether
myogenic and regenerating fibers undergo cell damage, tissue sections were stained with
TUNEL, together with Pax7 or desmin, which are markers of activated satellite
cells/myoblasts and regenerating muscle cells, respectively [36]. No significant differences
were observed in the number of Pax7-positive cells per area, at 3 days, between muscles
injected with venom and with Mtx (not shown), thus revealing a similar extent of activation
of satellite cells after these treatments. Moreover, there were no significant differences in
the percentage of Pax7-positive cells showing positive TUNEL staining at this time interval
(venom: 7.3 = 4.9 %; Mtx: 43 £ 2.4 % (mean £+ SEM, n=9); p > 0.05). When the
percentage of desmin-positive cells having at least one TUNEL-positive nucleus was
quantified, no significant differences were observed between treatments at 3, 5 and 7 days,
despite a trend showing more TUNEL-positive nuclei in venom-injected muscle at 3 and 5
days (Fig 4A). Examination of tissue sections revealed a noticeable spatial heterogeneity in
the pattern of TUNEL staining, especially in muscle injected with venom, since there were

areas in which many myonuclei were TUNEL-positive, whereas this staining was lower or
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largely absent in other areas in venom-injected and, especially in Mtx~-injected tissue (Fig

4B, C and D).

Intramuscular nerves are affected by venom, Mtx and BaPl

Since an adequate innervation is a requisite for successful muscle regeneration, the integrity
of intramuscular nerves was assessed by immunostaining with anti-neurofilament protein.
A similar drop in nerve density was observed at 3 days in tissue injected with either venom,
Mtx or BaPl, as compared with tissue injected with PBS (Fig SA), thus reflecting acute
damage to axons. A reduction in the density of nerves in control samples injected with PBS
was observed at 28 days, as compared with 3 days, probably reflecting the normal growth
of muscle tissue in mice. The number of nerves per area showing immunostained axons in
tissue injected with venom, Mtx or BaP1 increased at 28 days, as compared with the same
treatments at 3 days, and no difference was detected between control muscle and muscles
injected with venom, Mtx or BaP1 at 28 days (Fig 5A). However, a conspicuous difference
was noticed in the density of axons within ne;ves in the various treatments observed in
immunostained sections. At 28 days, the density of axons within nerves was significantly
lower in all treatments, as compared with muscle injected with PBS (Fig 5 B, C, D, E and
F). However, the reduction in axons in venom-treated muscles was more pronounced than

in Mtx-and BaPl-injected muscle (Fig 5B).

Discussion

Local tissue damage in viperid snakebite envenomings is mainly due to the action of

myotoxic PLA,s and hemorrhagic SVMPs, with the possible involvement of other
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components such as hyaluronidases and non-hemorrhagic SYMPs [9, 37-39]. In turn,
skeletal muscle regeneration is a highly orchestrated phenomenon whereby resident cells,
phagocytic cells and extracellular matrix interact in a complex scenario. The present work
used experimental procedures that allowed the study of muscle regeneration, microvascular
density, fibrosis, inflammatory infiltrate and nerve density, thus providing a greater depth
in the analysis of this model of muscle regeneration. One consistent finding was that
treatments involving the direct damage to the microvascular network resulting in
hemorrhage, i.e. crude venom and BaP1, provoked prominent acute tissue damage followed
by a deficient regenerative response associated with insufficient removal of necrotic debris,
fibrosis and atrophic regenerative fibers. In contrast, tissue injected with Mtx alone
developed acute myonecrosis without hemorrhage, followed by a largely successful
regenerative process. These observations agree with previous findings with various snake
venoms and toxins evidencing poor regeneration in conditions where microvascular

damage, i.e. hemorrhage, occurred [22, 24-26, 28, 40].

Our immunohistochemical observations on capillary vessel density corroborated the rapid
damage to the microvasculature and the subsequent revascularization process. Therefore, it
is likely that the inflammatory reaction that followed acute tissue damage contributed with
angiogenic factors, the nature and source of which remain to be investigated. Nevertheless,
capillary density remained low during the first days in venom-injected muscle, as compared
with control values and with capillary density in Mtx-injected muscle. This observation is
relevant because critical events occur in the process of regeneration during those first days,
associated with myoblast replication and fusion [13, 36]. Thus, the concept that particular

tissue events have to occur at a proper ‘timing’ is of paramount importance in muscle
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regeneration. In the case of muscle injected with hemorrhagic venom, a deficit in capillary
vessel density at critical times during the first days after necrosis is likely to preclude
relevant steps in this process, regardless of the fact that there is a successful process of

revascularization at later time intervals.

Two main consequences of the acute microvascular damage in this model are: (a) an
impairment of the inflammatory infiltrate in areas of widespread microvessel damage, and
(b) a reduced supply of oxygen and nutrients to the regenerating tissue in these areas. The
drastic damage to the microvasculature is likely to preclude the timely arrival of neutrophils
and macrophages in some regions, as shown in this study. This, in turn, may bring at least
two implications: First, there is a deficient removal of necrotic debris, a pl-'mnomenon
evidenced by the presence of remnants of necrotic cells 7 days after venom injection in
some tissue sections. Neutrophils and ‘inflammatory’ CD68 macrophages play a key role in
necrotic cell removal and a reduced population of these inflammatory cells in some affected
areas precludes the completion of this step [17]. Depletion of neutrophils resulted in a
deficient removal of necrotic debris and impaired regeneration after myonecrosis induced
by B. asper venom and myotoxin in a mouse model [41]. Moreover, depletion of
phagocytic macrophages was agsociated with a slower clearance of necrotic debris in a
model of freeze injury [42]. Thus, without a timely removal of necrotic debris by

phagocytosis, regeneration is impaired.

On the other hand, phagocytes, particularly macrophages, are known to promote muscle
regeneration by synthesizing various mediators in the tissue microenvironment. After

removal of necrotic debris, by neutrophils and ‘inflammatory’ CD68 macrophages, a
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population of ‘anti-inflammatory” CD163 macrophages invade the tissue 2 to 4 days after
injury, releasing anti-inflammatory cytokines, such as IL-10, and factors that promote the
proliferation and differentiation of myoblasts, including diverse growth factors and
cytokines [13, 17, 43, 44]. The adequate balance in these mediators determines whether
myogenesis or fibrogenesis predominates [43]. Furthermore, macrophages are known to
prevent myoblasts and myotubes from undergoing;r apoptosis, through direct cell-cell
interactions mediated by a set of adhesion molecules [46]. A deficit in this population of
CD163 macrophages in some areas of damaged muscle would jeopardize the provision of

growth factors and survival signals.

Another consequence of microvascular damage, in the context of muscle regeneration, is
ischemia, with a reduction in the supply of oxygen and nutrients, which are essential
requirements for the metabolically-demanding regenerative process [13, 21]. This does not
occur in tissue injected with myotoxic PLAgs, where capillary density and blood supply are
not impaired [21, 22]. The possible effect of microenvironmental factors favouring
apoptosis in myogenic cells was assessed by TUNEL staining of Pax7 and desmin-positive
cells. No differences occurred in Pax7 cells, thus suggesting that variations in apoptosis of
activated satellite cells/myoblasts is not the cause of the different regenerative response
between treatments. Moreover, no significant difference was observed in the overall extent
of TUNEL staining in desmin-positive cells between muscles treated with either Mtx or
venom. Nevertheless, there were areas in venom-injected tissue showing high numbers of
TUNEL-positive myonuclei in regenerating fibers, suggesting that myonuclei damage is
more prone to occur in some areas, perhaps where the microvasculature is more severely

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
process. Apoptotic nuclei have been described in a number of muscle pathologies, such as
denervation-induced atrophy and dystrophies {47-50]. The observation of tissue areas with
abundant TUNEL-positive nuclei in regenerating fibers, vis-a-vis the lack of overall
quantitative differences between treatments, underscores the heterogeneous nature of tissue
damage and repair in this model. This supports the concept that a proper analysis of these
phenomena should consider, in addition to the overall quantitative tissue changes, the

qualitative assessment of this heterogeneous pattern [51].

Another significant difference between muscle regeneration in tissue injected with venom,
BaP1 or Mtx is the abnormally small diamete.:r of regenerating fibers in the former two.
This observation may reveal the presence of atrophic fibers, since although the first stages
in myoblast replication and fusion do not require an intact nerve supply [13], the further
growth of regenerating fibers is dependent on a functional innervation [21, 52].
Quantification of nerves by immunostaining with neurofilament protein revealed a drastic
reduction at 3 days. This observation indicates that both Mtx and BaP1, and consequently
venom as well, affect the integrity of axons in intramuscular nerves. Despite the fact that
Bothrops sp myotoxic PLAss do not exert a systemic neurotoxic effect, they are known to
affect transmission in nerve-muscle preparations [53, 54], suggesting that direct contact of
these myotoxins with nerve terminals may result in axonal damage, as occurs with typical
neurotoxic PLAzs [55]. Moreover, the products of phospholipids hydrolysis, i.e.
lysophospholipid and fatty acids, are capable of affecting the integrity of nerve terminals
[56]. Thus, B. asper myotoxic PLAjs are likely to damage the integrity of axons.

Intramuscular nerve axonal damage after injection of Bothrops sp venoms has been
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previously documented [24, 57]. BaPl also induced nerve damage, indicating that this
effect is caused by SVMPs as well. Alternatively, axonal damage after injection of BaP1
and venom might be secondary to ischemia resultant from SVMP-induced microvessel
pathology. Nerve damage was followed by axon regeneration, as demonstrated by the
increment of structures showing positive immunostaining for neurofilament protein by 28
days. However, although the total number of nerves was similar at this time interval in
venom-, BaP1- and Mtx-injected muscles, the density of axons in each nerve was evidently
reduced in tissue affected by these three agents, particularly by venom, suggesting that
there might be other venom components, in addition to Mtx and BaP1, which may affect
axonal regeneration. It is suggested that the limited extent of axonal regeneration in venom
and BaPl-treated muscle might be a consequence of the effect of SVMPs on the integrity of
the basal lamina of nerves. It has been shown that when such extracellular matrix structure
is damaged, reinnervation of muscle is poor [18]. Such SVMP-induced damage to basal
lamina may affect various components including agrin, a heparan sulphate proteoglycan
that plays a key role in axon growth and the formation of neuro~muscuiar junctions [18]. In
the case of Mitx-induced axonal damage, the preservation of basal lamina is likely to
contribute to a more complete reinnervation, albeit even in this case the axonal density

within nerves is still lower than in control samples 28 days after injection.

An alternative mechanism explaining the presence of small regenerating fibers in venom-
affected muscle may be associated with SVMP-induced damage to the basement membrane
surrounding muscle fibers. The integrity of such extracellular matrix scaffold during
regeneration is highly relevant, since myoblasts proliferate and fuse within the space

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 basement
membrane components in vitro [58, 59] and in vivo [59, 60]. When proliferating myoblasts
are not confined to the space delimited by the basement membrane, they may proliferate
outside such space. In these conditions, fewer cells would undergo fusion and,
consequently, small caliber myotubes and myofibers would be generated [13]. Further
studies are required to assess the role of SVMP-induced degradation of muscle fiber
basement membrane in the process of muscle regeneration. It is hypothesized that the
presence of atrophic regenerating fibers in tissue injected with venom is predominantly a
consequence of SVMP damage to the basement membrane components of nerves and

muscle.

In conclusion, our results show that skeletal muscle regeneration is partially deficient after
acute tissue damage induced by the injection of B. asper venom and by a hemorrhagic
SVMP, whereas a successful regenerative response occurs after myonecrosis induced by a
myotoxin which affects muscle fibers but not thelmicrova'sculature nor the basement
membranes of muscle fibers and nerves. These results support the hypothesis that SYMP-
induced basement membrane damage, in microvessels, muscle fibers and nerves, is the
main culprit for the poor regenerative outcome in this model. Damage to the
microvasculature is likely to induce ischemia and to affect the arrival of phagocytic cells in
some necrotic areas. In addition, axonal regeneration is impaired. As a consequence of this
complex tissue scenario, fibrosis substitutes muscle tissue in some areas, and the diameter
of regenerating fibers is abnormally small. These observations reproduce clinical findings
and provide an experimental frame to assess the mechanisms involved in such poor

regenerative outcome and to test therapeutic interventions aimed at improving muscle
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regeneration in people suffering from snakebite envenoming. Moreover, our findings
underscore the potential usefulness of inhibiting SVMPs in sifu after venom injection, in
order to prevent tissue damage and to facilitate regeneration. Since similar pathological
effects are induced by many viperid snake venoms in different parts of the world, our
observations and conclusions may have broader implications in the context of snakebite

envenoming.
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Figure legends

Fig 1. Light micrographs of sections of mouse skeletal muscle at 1, 7 and 28 days after the
injection, in the gastrocnemius muscle, of phosphate-buffered saline solution (PBS), B.
asper venom, Myotoxin (Mtx), and metalloproteinase BaP1l. First, second and fourth
horizontal rows of figures correspond to hematoxylin-eosin-stained sections, whereas the
third row corresponds to sections stained with Sirius Red and counterstained with Fast

Green FCF. Bar represents 100 pm.

Fig 2. (A) Quantitative assessment of the extent of myonecrosis and regeneration in mouse
gastrocnemius muscle injected with either B. asper venom, Mtx or BaPl. Histological
sections stained with hematoxylin and eosin were analyzed one and 28 days after injections.
The extent of necrosis was estimated in samples collected one day after injection as the
percentage of the examined area corresponding to necrotic fibers, whereas the extent of
regeneration was estimated in samples collect.e(‘i. ﬁt 28 days as the percenfage of the
examined area corresponding to regeneratfrig fibers, i.e. fibers having a centrally-located

nuclei. *p < 0.05 when comparing the percentage of necrosis and of regeneration for a

- single treatment. (B) Quantitative assessment of the diameter of regenerating muscle fibers,

i.e. fibers presenting centrally-located nuclei, 28 days after intramuscular injection in the
gastrocnemius of PBS, B. asper venom, Mtx or BaPl. Regenerating fibers in tissue
injected with venom and BaP1 showed a reduced diameter when compared with control

fibers in tissue injected with PBS (p < 0.05), whereas no significant difference was
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observed in the diameter of regenerating fibers in muscle injected with Mtx (p > 0.05). In

both graphs, results are presented as mean & SD (n=9).

Fig 3. Time-course of changes in capillary/muscle fiber ratio (A) and in capillary density
(capillaries per mm?, B) in mouse gastrocnemius muscle injected with B. asper venom;
control mice were injected V'Vith PBS. Capillaries were visualized by immunohistochemistry
with a rat anti-mouse CD31 monoclonal antibody, as described in Materials and Methods.
A reduction in both parameters of capillary density occurred rapidly after venom injection,
followed by a revascularization process. Results are presented as mean = SD (n=9). ¥ p <
0.05 when compared with capillary/muscle cell ratio and capillary density of muscle
injected with PBS. (C—]l%) Immunohistochemical staining of endothelial cells in sections of
mouse gastrocnemius muscle one day after injection of PBS (C), or one day (D) and seven
days (E) after injection of B. asper venom. Endothelial cells were detected with anti-CD31
antibody, followed by a polyclonal biotinylated rqbbit anti-rat IgG and Streptavidin Alexa
fluor 488 (see Materials and Methods for details). Notice the loss of endothelial cell
immunostaining in some areas in muscle injected with venom (asterisk). Bar represents 50

pm.

Fig 4. Apoptosis in regenerating skeletal muscle after the injection of either B. asper venom
or Mtx. Sections from muscle tissue samples collected 3, 5 and 7 days after injection of
venom or Mitx were immunostained with anti-desmin antibodies and with TUNEL (see
Materials and Methods for details). (A) The percentage of desmin-positive regenerating
muscle fibers showing at least one TUNEL-positive nuclei, in relation to the total number

of desmin-positive regenerating muscle fibers, was estimated. Results are presented as
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mean + SD (n = 9). (B) TUNEL-positive nuclei in desmin-positive cells 5 days after
injection of either venom or Mtx. To highlight the pattern of spatial heterogeneity, each
point corresponds to the density of TUNEL-positive nuclel per area in separate microscopic
fields in different areas of the tissue. (C) and (D) Micrographs of muscle tissue sections
from mice 5 days after injection of Mtx (C) or B. asper venom (D) immunostained for
desmin (green fluorescence) and with TUNEL (reddish coloration in nuclei). No TUNEL-
positive regenerating fibers, showing cen_trally—locate nuclei, are observed in muscle
injected with Mtx, whereas several regenerating fibers present TUNEL-positive nuclei in

tissue injected with venom (arrows). Bar represents 50 pm.

Fig 5: (A) Changes in the density of intramuscular nerves in muscle tissue of mice 3 and 28
days after injection of either PBS, B. asper venom, Mtx or BaP1l. Axons in nerves were
visualized by immunostaining with a mouse anti-human neurofilament protein, as described
in Materials and Methods. The number of intramuscular nerves per mm? of tissue area
showing at least one immunostained axon Waquuantiﬁed. Results are presented as mean =+
SD (n = 5). A significant drop (* p < 0.05) in nerves per area was observed at 3 days in
samples injected with either venom, Mtx or BaP1, as compared to samples injected with
PBS, whereas no differences in the number of nerves per area were detected between
treatments at 28 days. (B) Axonal density in intramuscular nerves 28 days after injection of
the various agents. The number of axons within each nerve was determined and expressed
in terms of axons per nerve area. Results are presented as mean £ SD (n = 11). * p <0.05
when compared with axonal density in control muscles injected with PBS. **p <0.05 when
compared with axonal density in muscles injected with Mtx. (C to F) Light microgra.ph/'

sections of mouse muscle tissue collected 28 days after injection of (C) PBS, (D) B. asper
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venom, (E) Mtx, and (F) BaPl. Sections were immunostained for neurofilament protein to
detect axons in nerves (arrows). Notice the evident drop in the number of axons in samples

from tissue injected with venom or BaP1. Bar represents 50 pm.
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