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Introducción 

En la siguiente revisión se analizarán los aspectos más importantes de la regeneración muscular, 

en el marco del envenenamiento por la serpiente Bothrops asper. Con esto se pretende mostrar 

cuál es el estado de las investigaciones más pertinentes al respecto, otorgándole especial atención 

a protagonistas celulares y citoquinas relacionadas en la producción del microambiente que se 

genera durante la regeneración normal del tejido muscular y al mismo tiempo contrastarlo con 

las observaciones experimentales de regeneración luego del envenenamiento. 

Se analizarán las acciones que podrían ser producidas por el macrófago en la regeneración y su 

injerencia, tanto en el efecto mionecrótico, como hemorrhgico del veneno. Por otro lado, se 

mostrarán los datos existentes respecto a subtipos de macrófagos para, de esta m e r a ,  guiar la 

investigación hacia su estudio. Lo anterior se justifica ya que en los eventos espacio-temporales 

que se observan en la r e g d ó n  se requiere prestar atención, no solo al número de macrófagos 

sino también a su fenotipo. 

En el caso de los macrófagos, es importante indicar su importancia como célula estromal en la 

regeneración de músculo esquelético y la manera en la que sus diferentes subtipos pueden afectar 

dicha regeneración por medio de actividades celulares directas (fagocitosis), indirectas o a 

distancia (citoquinas, factores reguladores y quimiotácticos). 

Justificación 

Bothrops asper es la serpiente venenosa más importante de América Central. (Gutiérrez y 

Lomonte, 1995). El daño m d a r  por mordedura de serpiente típicamente produce una pobre 

regeneración lo cual deja secuelas serias en el paciente envenenado. Esto por cuanto el suero 

antiofidico, o antiveneno, disminuye el progreso del daiío, pero los efectos inmediatos como la 

lesión de la vasculatura o la mionecrosis no pueden ser resueltos por el antiveneno lo que lleva a 



la necesidad de generar estrategias que permitan acceder de manera efectiva a una buena 

regeneracibn muscular. 

Para lograr que esa regeneracibn muscular suceda de la mejor manera, se debe primeramente, 

conocer el proceso de regeneracibn muscular natural luego del daño muscular esquelético. 

También se debe conocer los tipos celulares implicados con dicha regeneración y las moléculas 

de señaiizaoibn que penniten la comunicación entre los elementos más relevantes de dicho 

sistema, donde la rcgeslaación, lejos de ser un evento sencillo de proliferación, en realidad 

requiere de la colaboracibn orquestada de diferente tipos celulares, tanto musculares como 

inflamatonas, en constante comunicacibn. 



Objetivos: 

El objetivo principal de este trabajo es describir y analizar el papel de los monocitos/macrófagos 

en la regeneración de músculo esquelético y su relación con los datos existentes de regeneración 

luego de envenenamiento con veneno de B. asper. 

Objetivos secundarios 

1. Identificar los fadores principaies que intervienen en el proceso de regeneración muscular 

esquelética, tanto los factores celulares como los humorales (citoquinas). 

2. Establecer una relación entre la regeneración muscular observada en otros modelos 

(denervación/devascu1arización y mionecrosis inducida por notexina) y la lesión que se da en el 

envenenamiento con veneno completo, con miotoxina y con metaloproteinasas. 

3. Identificar las metodologias que han sido utilizadas para mejorar la regeneración en heridas. 

3. Sugerir alteniativas prácticas expesimentales para el estudio de1 papel de los macrófagos en la 

regeneración muscular esquelética. Lo anterior en aras de definir estrategias terapéuticas 

apropiadas para pacientes víctimas de envenenamiento por B. asper. 



1. Envenenamiento experimental por Bothrops asper 

1. Relevancia del estudio del envenenamiento 

En América Latina, la mayoría de mordeduras de serpiente son causadas por especies del género 

Bothrops, y los efectos locales son una importante consecuencia de este envenenamiento. Dichos 

efectos todavía no son n e u m  del todo por la seroterapia con antiveneno convencional 

(Avila-Agüero et al. 2001), por lo que entre las secuelas del envenenamiento se encuentran la 

pérdida permanente de tejido, invalidez y amputación de la extremidad afactada (Cardoso et al., 

1993). 

2. Fisiopatología del envenenamiento local 

La patogénesis de los efectos locales inducidos por el veneno comprende la acción combinada de 

elementos del veneno como proteinasas y fosfolipasas (Gutibez et al., 1995a) que, además de 

inducir alteraciones patológicas de aparición rhpida como hemorragia, mionecrosis y 

dermonecrosis, proáuwn una inflamación compleja, con edema, himges ia  y abundante 

infiltrado leucocitario (Gutiérrez et al., 1980; Gutiérrez et al., 1986). Así mismo, se observa una 

pobre regeneración, y un lento incremento de creatina quinasa (CK) en músculo (al utilizarlo 

como marcador de regeneración muscular) (Gutiérrez et al., 1986). 

Por las razones anotaáas anteriormente, el tratamiento del efecto local del envenenamiento 

ofidico se complica por el hecho de que el antiveneno, aun administrado poco tiempo despues 

del accidente, solo nevtraliza parcialmente dicho efecto (Gutiérrez y Bolaños, 1980). 

3. Histopatología del envenenamiento 

Experimentalmente se ha observado, luego de una hora posterior a la inyección de veneno 

completo, rnionecrosis con predominio de fibras musculares de aspecto miolítico que se vuelve 



más evidente a las 3 horas y llega a ser intensa a las 6, 9, 12 y 24 horas. En dichos cortes 

histológicos se observan fibras necróticas de aspecto miolitico y coagulativo con predominio de 

las primeras. Por su lado el cuadro hemorrhgico llega a su máximo nivel a las 9, 12 y 24 horas 

(Gutiérrez et al., 1980). 

En el infiltrado inflamatorio que sigue de la inyección de veneno de B. asper se da una 

presentación secuencial de varios tipos celulares. Se observa un aumento marcado de leucocitos 

a las 24 horas en el gastronemio de ratón inyectado con veneno respecto al ratón control y la 

elevación más prominente se observa a las 48 horas; esta se constituye casi exclusivamente de 

neutrófilos ( G u t i h  et al., 1980). El primer tipo celular en presentarse es el polimorfonuclear 

neutrófilo que se encuentra ya desde las primeras 6 horas luego del envenenamiento; es 

importante anotar que en este momento ya no hay degradación miofibrilar adicional (Gutiérrez et 

al., 1986). Dicha población celular se mantiene como predominante a las 6 y 24 horas posteriores 

al envenenamiento. Por otro lado, a las 48 horas cambia el patrón y se da un aumento de la 

población de macrófagos mientras que la de polimorfonucleares disminuye. Así, los macrófagos 

continúan siendo la población preúominmte inclusive a las 72 horas (Gutiérrez et al., 1986). 

Existe evidencia de degradación miofibrilar importante luego de 48 horas del envenenamiento. 

Dicha degradación puede ser producto de una actividad de los macrófagos, no hacia la 

mionecrosis (refiejada en el aumento de CK) sino a la degradación miofibrilar (Gutiérrez et al., 

1986). Histológicamente se o b m a n  áreas de fibrosis mezcladas con músculo en regeneración y 

diámetro de f3m m d a r e s  anormalmente pequeño aún cuatro semanas luego del 

e n v e n d e n t o  (Guti&rez et al., 1986). Aún en ausencia de la actividad hemon-tígica del veneno 

(por medio de neutralización), para el dfa 28 se observa una regeneración incompleta (Gutiérrez 

et al., 1986). 

Es importante destacar que, como producto de estas investigaciones (Gutiérrez et al., 1986), se 

ha demostrado cómo las células inflamatorias tienen un rol en la degradación y eliminación de 

material necrótico de la lesión pero no desarrollan daiio tisular adicional, sino que los efectos 

mionecróticos en el tejido se dan por cuenta de otros factores como el efecto directo del veneno, 

la hemorragia y la isquemia (Gutiérrez et al., 1986). 



Desde la histopatología de la lesión, se pueden separar dos tipos de necrosis de acuerdo con la 

apariencia de las fibras, a sabar: 

1. La miolitica: que se caracteriza por la destrucción evidente del material tisular. 

2. La coagulativa: en que las fibras musculares muestran un material intracelular de aspecto 

hialino y homogéneo. 

En este sentido se apunta que la gran mayoría de las serpientes de Costa Rica producen un 

cuadro mixto de zonas miolíticas y coagulativas simultáneamente (Gutiérrez et al., 1980b). 

3. Componentes del veneno 

Los efectos observados luego del envenenamiento se deben principalmente a dos componentes 

presentes en el veneno: metaloproteinasas dependientes de zinc (SWPs) y fosfolipasas A2 

rniotóxicas (PLA2). Las SVMPs inducen hemorragia, con arnpollamiento, dermonecrosis y 

degradación de la matriz extracelular en general. Además, las alteraciones vasculares pueden 

llevar a lesión vascular, edema y contribuir a la producción de isquemia y mionecrosis tisular. 

Por otro lado, las PLA2 inducen mionecrosis y afectan también a los vasos linfaticos (Gutiérrez 

et al., en revisión 2008). 

3.1 Fosfolipasas A2 (PLA2) 

El veneno de B. asper induce una prominente mionecrosis local (Gutiérrez y Ownby, 2003). Esta 

mionecrosis local es causada principalmente por las PLA2 (Gutiérrez et al., 1995; Gutiénez y 

Lomonte, 1997). La inyección de P W  resulta en una rápida mionecrosis que se constata por 

alteraciones histológicas e incremento de mimas de origen muscular, como la CK (Gutiénez et 

al., 1980). Tambih se ha demostrado experimentalmente que estas PLA2 producen actividad 

citotóxica en mioblastos y miotubos en cultivo (Angulo y Lomonte, 2005). 

3.1.1 Efecto miozrccrótico de las fosfolipasas 

El ataque inicial de miotoxinas de B. asper en la fibra muscular ocurre en la membrana 

plasmhtica con una rápida lesión de la integridad del sarcolerna. A nivel ultraestructural se han 

determinado abundantes interrupciones focales en la periferia de la fibra muscular (Gutiénez et 

al., en revisión 2008). Por otro lado, dlulas musculares maduras y los miotubos son los que 

muestran la mayor susceptibilidad a esas toxinas (Angulo y Lomonte, 2005). En observaciones 



experimentales, las fosfolipasas miotóxicas no parecen afectar a las células satélite miogénicas 

(Gutiérrez y Ownby, 2003). 

3.2 SVMPs 

Las metaloproteinasas dependientes de zinc (SVMPs), son la fiacción del veneno responsable de 

la actividad hemorrágica. Pertenecen a la familia M12 de las reprolisinas (Bjarnason y Fox, 

1994). 

Estas toxinas se han dividido en cuatro grupos: 

Grupo 1 : enzimas que presentan solo el dominio metaloproteinasa 

Grupo 2: enzimas que contienen un dominio metaloproteinasa y un dominio disintegrina 

Grupo 3: dominios metaloproteinasa, similar a disintegrina y rico en cisteína en una 

misma cadena polipeptidica. 

Grupo 4: heterodímeros con una subunidad correspondiente a una cadena P3 y otra que es 

un dominio lectina tipo C. 

Las hemomginas m& potentes corresponden a la clase 3. En B. asper se han descrito SVMP's 

de las clases 1 ,2  y 3. Sin embargo la tipo 1 es la que se ha determinado en mayor cantidad en 

especímenes adultos (Gutiérrez y Lomonte, 1995; Alape et al., 2008). 

El daño en la microvasculatura por parte de las SVMPs es señalado wmo el principal 

responsable de la pobre regeneiacibn muscular luego de los efectos patolbgicos inducidos por el 

veneno, que lleva a la pérdida permanente del tejido y ausencia de hcionalidad (Gutiérrez et 

d., en revisión 2008). La lesibn en el endotelio se da en vasos capilares y vénulas por la acci6n 

de las toxinas hemorrágicas con la consecuente extravasacibn. Además se da la formación de 

edema por la accibn de mediadores inflamatorios y un aumento en la permeabilidad capilar 

(Chaves et al., 1995; Gutiérrez y Lomonte, 2003; Teixeira et al., 2003). Dicho edema es 

importante ya que el aumento de fluido intersticial en el compartimiento muscular aumenta la 

presibn intracompartimental. Cuando esta presibn aumenta más de 40 mmHg se desarrolla un 

síndrome wmpartimental que lleva a deficiencia en la perfusibn de regiones distales y daño 

isquémico (Warrell, 1999). 



Las células endoteliales presentan las siguientes alteraciones bajo la accibn de SVMPs: 

1- Reduccibn del grosor celular y de las vesículas pinocitóticas. 

2- Aparicibn de pequeños blebs pmtruyendo de la célula al lumen vascular. 

3- Hinchamiento mitocondrial 

4- Pérdida de integridad de la célula endotelial. 

Además se da la pérdida de continuidad de la membrana basal en algunos lugares (Moreira et 

al., 1992; Moreira et al., 1994; Gutiérra et al., 2006). 

En estudios realizados en el tema se sugiere un mecanismo de dos pasos para la consecución de 

la hemorragia observatía in vivo (Gutietrez et al., 2005): 

1- Hidrólisis de enlaces clave en proteínas de la membrana basal y de proteínas de 

membrana que unen a las células endoteliales con la membrana basal. Lo anterior 

produce debilidad de la pared de los vasos capilares y de las células endoteliales al 

tiempo que se altera la interaccibn endotelio-lBmina basal (Gutieirez et al., 2005). 

2- Los factores bioffiioos que actiian in vivo, como la presibn üansmural que actúa en la 

pared capilar causa distensibn en la pared capilar. Además, el estrés causado por la 

tensibn de friccibn (shear), lo cual distiende a los capilares debilitados e induce una 

lesibn mecánica al eh te l io  (Gutiéaez et al., 2005). 

Como c o m e n c i a  del debilitamiento por proteólisis de la membrana basal, la presión 

tangencial induce la distensibn de la pared capilar, que resulta en la lesibn de la integridad de la 

célula endotelial y la consecuente extravasacibn de fluidos y células (Gutiérrez et al., 2005). 

Por otra parte, se ha observado que la incubacibn con BaHl, la metaloproteinasa más fiierte y 

abundante en el veneno de Bothrops asper, no induce citotoxicidad directa al adicionarla a 

músculo gastronernio in vitro. Y se ha observado que en ausencia de circulación, la 

metalopteinasa no ejacc el efecto hemorrbgico que se observa in vivo (Gutiérrez et al., 1995b). 

Sin embargo observaciones experimentales demuestran que las SVMPs hemorrágicas como la 

BaHl y la BaPl inducen mionecrosis también (Rucavado et al., 1995). La hipótesis que lo 



explica es el daño muscular que se produce debido a la isquemia. La angionecrosis y la 

trombosis que se desarrollan también afectan la perfusión del tejido (Gutiérrez et al., en revisión 

2008). 

3.2.1 Efectos IzemowBgicos de las metaloproteinasns 

La inyección de veneno de B. usper, o SVMPs aislados en modelo animal, induce una 

hemorragia rápida Experimentos en modelo animal han evidenciado que la actividad 

metaloproteinasa es un requisito absoluto para el efecto hemorrhgico y que las SVMPs son los 

únicos componentes hemomágicos del veneno (Gutiérrez et al., en revisión 2008). También se ha 

visto como las metaioproteinasas dependientes de zinc, como la BaHl, no producen una 

citotoxicidad directa sobre las células musculares. Además se ha determinado que la lesión 

causada por la metaioproteinasa, se debe a la isquemia que se desarrolla a raíz de la hemorragia. 

Estos factores demuestmn por que las áreas de tejido m d a r  más afectadas son las que se 

encuentran más axcanamente a las zonas donde hubo ruptura de la vasculatura (Gutiérrez et al., 

en revisión 2008). 

En los estudios realizados con la fracción BaHl del veneno de B. uspr, se pueden identificar 

tres tipos de patrones histológicos: 

1- Fibras musculares en regeneración con núcleos en posición central y con un poco de 

fibrosis. 

2- Áreas con escasas fibras en regeneración de diámetro reducido y rodeadas de 

macrbfagos y fibroblastos, con fibrosis prominente en algunas regiones e inclusiones 

cristalinas. 

3- Remanentes de céluías necróticas con material miofibrilar desorganizado y macrófagos. 

Es importante recalcar que de los patrones anteriores, observados experimentalmente, en el 

segundo y el tercer tipo en mención los vasos capilares eran escasos (Gutiérrez et al., 1995b). 



4. Regeneración muscular experimental y reacción inflarnatoria luego del 

envenenamiento 

Los eventos degenerativos luego del envenenamiento incluyen una Feacción inflamatoria aguda 

asociada con dolor, edema y reclutamiento de polimorfonucleares y macrófagos (Gutiérrez et al., 

1984). Tiempo después de la lesión, se instaura un proceso regenerativo con activación de 

células satelite miogénicas y la fusión de mioblastos para la formación de miotubos (Gutiérrez et 

al., 1986). Este proceso de regeneración muscular es bastante pobre luego de inyecciones con 

veneno de B. asper, ya que produce tanto daiios mionecróticos, como las alteraciones vasculares, 

hemorragia y trombosis anteriormente mencionadas (Gutiénez et al., 1986a). 

Así, en aras de dilucidar el proceso de regeneración muscular luego del envenenamiento, se han 

conducido experimentos de mayor duración, en los que se ha observado que, en muestras 

obtenidas a los 7 días luego de la inyección de veneno completo, se observa una gran cantidad de 

fibroblastos, así como áreas de regeneración muscular con células regenerativas pequeñas y 

exudado tipo mononuclear sin presencia de áreas hemorrhgicas, (Gutiérrez et al., 1980 a) además 

de tejido adiposo escaso (Gutiérrez et al., 1986b). También, en algunas porciones se encuentran 

células musculares necróticas sin remover notándose escaso infiltrado en estas áreas y las células 

necróticas contienen material miofibrilar. Además, cabe destacar que se observaron macrófagos 

y neutrófilos presentes aun en el tejido (a los 7 días) (Gutiérrez et al., 1986). Por otro lado, en 

algunas áreas de tejido necrosado hay una ausencia casi total de células inflamatorias hasta una 

semana después del enven-ento (Gutiérrez et al., 1986). A los 7 y 14 días la imagen 

predominante es una fibrosis con infilttado granular. Más tarde, a los 28 días, se ve un 

decremento de masa muscular y áreas fibróticas periféricas con pequeñas fibras musculares en 

regeneración (Gutiérrez et al., 1986b). 

En la mionecrosis inducida por miotoxinas, que afectan solo células musculares sin inducir 

hemorragia, se observa que el tejido necrótico se elimina por fagocitosis en los primeros 2 a 3 

días (Hamis, 2003). Así mismo, se ha visto que en experimentos realizados con notexina, y otras 



toxinas únicamente miotóxicas, la regeneracibn es excelente luego de un mes (Gutiérrez et al., 

1986a). 

Una regeneracibn completa del tejido muscular requiere de factores como: buena perfusión del 

tejido, inervacibn, remocibn de fibras nectbticas, y la permanencia de la membrana basal; de ahí 

que la regeneracibn luego de la administracibn de PLA2 sea completa, ya que cumple con estos 

requisitos (Gutiérrez et al., 1984; Harris, 2003). Por la misma razón, cuando el músculo se 

inyecta con el veneno completo o la fraccibn SVMP aislada, se produce un efecto drástico en la 

microvasculatura (Gutiérrez et al., 1984) y la regeneracibn es parcial y deteriorada, ya que esos 

requisitos no se satisfacen (Rucavado et al, 1995). 

5. Papel de los neutrofilos y de las citoquinas luego del mvenenamiento 

En experimentos realizados depletando neutrófilos antes del envenenamiento y luego del mismo, 

el efecto que se observa es un retraso de la regeneración, la cual se encuentra deficiente y 

retardada (Teixeira et al., 2003). De manera que la importancia de los neutrófilos en la 

regeneracibn se atribuye a que, al ser fagocitos profesionales, los mismos remueven restos 

celulares musculares y proveen mediadores que estimulan el reclutamiento de macrbfagos al sitio 

de lesibn (Gutiérrez et al., en revisibn 2008). 

Al inyectarle veneno de B. usper en músculo de ratón, miotoxinas o toxinas hemorrbgicas, se 

incrementan las citoquina9 en tejido lesionado y músculo (Chaves et al., 2005). El mayor 

incremento descrito de citoquinas en tejido muscular es el de IL-6 e I L  1 $ mientras que el TNF-a 

no mostró elevaciones (Lomonte et al., 1993; Rucavado et al., 2002; Chaves et al., 2005). Al 

trata. a los ratones con inhibidores de la transcripcibn de TNF-a, o anticuerpos contra TNF-a, 

IL-1$ o IL-6, no se modificó el efecto hemorrágico, el edema ni la mionecrosis causada por el 

veneno de Bothrops asper en músculo esquelético (Chaves et al., 2005). 

Por las razones anteriores, se descarta a dichas citoquinas .como efectoras de daiio en músculo 

esquelético y m8s bien se indica que la reclccibn inflamatona prominente que se desarrolla parece 



participar en los procesos de regeneracibn y reparación (Gutiérrez et al., 2007). 



11. Regeneración muscular esquelética 

1. Generalidades de regeneración muscular esquelética 

Una herida es la discontinuidad de la integridad del tejido, mientras que la regeneracibn es la 

reconstitución de dicha integridad. Dicho daño induce reacciones infiamatorias, deposicibn de 

matriz y resolución, los cuales son componentes esenciales para que sane el tejido (Chargé y 

Rudnicki, 2004). Por otro lado, la cicatrización es un proceso en el que no ocurre una resolucibn 

real ya que existe una activación prolongada de genes que codifican para moléculas fibrogénicas 

que distinguen a la reparación de una herida, de lo que se observa en una cicatrización patolbgica 

(Razzaque et al., 2005). Esta última resulta de la deposicibn de proteínas de matriz que continua 

a pesar de la resolución o la desaparición del estímulo que gen& el proceso inflamatorio 

inicialmente. Así, los fibroblastos activados serían los responsables en parte de este proceso, al 

reemplazar el tejido nonnal por tejido de cicatrizacibn alterando la funcionalidad del tejido, en 

este caso, el músculo esquelético (Razzaque et al., 2005). 

Sin importar si el músculo resiste trauma directo o si es por un defecto innato, la regeneración 

muscular se caractuiza por dos fases (Chargé y Rudnicki, 2004): 

Figura 1. Fases que caracterizan ai proceso de regeneracibn muscular luego de una lesión. 

Tomado de Charg6 y Rudnicki, 2004. 



El evento inicial de la degeneración muscular es la necrosis de las fibras musculares y este es 

activado generalmente por la lesión del sarcolema que resulta en una permeabilidad 

incrementada de la miofibrilia (Chargé y Rudnicki, 2004). 

La fase inicial de la lesión m d a r  se acompaña usualmente de la activación de células 

inflamatdas y células miogénicas. En general, los mediadores inflamatorios que se producen 

localmente luego de la lesión, comienzan a reclutar neutrófilos dentro de las primeras 24 horas 

luego del insulto, con una aumentada proliferación de las células del epitelio basal. (Razzaque et 

al., 2005). Los fadores liberados por células residentes en músculo proveen de señales 

quimiotácticas a las células inflamatonas en circulación (Rappolee y Werb, 1992; Tidball, 1995). 

Así, los neutrófilos son las primeras células infiamatorias en invadir el músculo dañado, con un 

aumento significativo de su númm a las 1-6 horas luego de la mionecrosis inducida, por 

ejemplo, con bupivacaína (Orimo et al., 1991). Los neutrófilos infiltran el sitio dafiado para 

fagocitar restos celulares y pueden afectar otros aspectos de regeneración muscular al activar 

células miogenicas (Ahek idm y Gilbert 1986; Lescaudron et al., 1999; Merly et al., 1999; 

Robertson et al., 1993). 

Aproximadamente 48 horas después de la lesión, los macrófagos se vuelven la célula 

inflamatoria predominante en el sitio de lesión (Orimo et al., 1991; Tidball et al., 1995), de tal 

forma que la mayoría de los neutrófilos son reemplazados por macrófagos, al tiempo que se 

vuelve aparente el tejido granular y fibroblastos en proliferación embebidos en matriz 

extracelular y la aparición de nuevos vasos sanguíneos (Razzaque et al., 2005). De esta manera, 

la necrosis de fibra muscular y un incremento en las células mononucleares en el tejido lesionado 

son las características histopatológicas del evento temprano que se sigue de la lesión muscular 

(Chargé y Rudnicki, 2004). 

Una consideración importante respecto al proceso de regeneracibn muscular es que se da de 

forma centrípeta (de regiones extemas a internas), lo que resulta en la formación de diferentes 

zonas con músculo en regeneración, cada zona en una fase diferente de 

degeneracisn/regendón (Carlson y Gutmann, 1975). 



También es importante anotar que las propiedades funcionales del músculo esquelético dependen 

del mantenimiento de una red compleja de miofibras, neuronas motoras, vasos sanguíneos y 

matriz de tejido conedivo extracelular (Chargb y Rudnicki, 2004). Al ser el músculo esquelético 

un tejido altamente vascularizado, que provee nutrientes esenciales para la función muscular, la 

microvasculatura es esencial para diferentes funciones (Chargé y Rudnicki, 2004). Además, la 

revascularización y también la reinervación y reconstitución de matriz extracelular también son 

aspectos esenciales para el proceso de regeneración muscular (Charge y Rudnicki, 2004). 

2. Células satélite (células precursoras miogénicas) 

La regeneración del músculo esquelético resulta de la activación, proliferación y fiisión de 

células precursoras miogénicas que residen bajo la lámina basal de la fibra muscular, llamadas 

células satblite (Hawke y Garry, 2001). Las células satélite quiescentes son físicamente distintas 

de la miofibra adulta, en tanto que residen en depresiones entre la lámina basal y el sarcolema 

(Muir et al., 1965), localizadas entre la membrana plasmhtica y la lamina basal de la fibra 

muscular adulta (posición sublaminar), se consideran como los precursores del músculo 

esquelético en r e g e n d ó n  (Mamo, 1961). La célula satelite puede ser distinguida del 

mionúcleo por una lámina basal que la envuelve, por una razón relativamente alta 

núcleo/citoplasrna con pocas organelas, un núcleo pequeño comparado con el núcleo adyacente 

del miotubo y por la hetemmmatina más abundante. Por lo tanto, una de las características 

definitoria de la célula satélite es que la lámina basal que envuelve a la célula satélite y la 

miofibrilla asociada son continuas (Schultz et al., 1994). 



Figura 2. Ubicación de la célula satélite en relación con la fibra muscular. Tomado de Hawke y 

Gany, 2001. 

Esto indica que la célula satélite es quiescente desde el punto de vista mitótico, y 

transcripcionalmente más inactiva que el núcleo de la miofibrilla (Schultz et al., 1978; Snow, 

1983). Además, la especificación de los linajes miogénicos requiere la regulación aumentada de 

MyoD y M@, los cuales son activadores transcripcionales de la familia de factores reguladores 

miogénicos (MRF) (Chargé y Rudnicki, 2004), su determinación se constituye en un método 

para diferenciar células satélite quiescentes, de las que no lo son. 

Figura 3. Ciclo de las células satélite durante la regeneración. Tomado de Hawke y Gany, 2001. 

Luego de la activación, las características anteriormente mencionadas cambian para dar paso a 

células más fácilmente identificables, ya que da la impresión de que la miofibrilla se hincha con 

un proceso citoplasmtítico que se extiende de uno o ambos polos de la célula. Finalmente, las 

fibras musculares adultas son terminalmente diferenciadas de manera que se alcance el 

crecimiento y regeneración muscular (Hawke y Gany, 2001). Importante destacar que las células 

quiescentes no expresan factores reguladores miogénicos de la familias MyoD o MEF2 u otros 

marcadores de diferenciación terminal conocidos (Hawke y Garry, 2001). 

Se han tratado de desarrollar marcadores moleculares especificas para la población de células 

satélite. Uno de ellos es el gen Pax7 que se verá a continuación. Por otro lado, la laminina se 

utiliza para visualizar la lámina basa1 y la distrofina para identificar el sarcolema y de esta 



manera diferenciar por microscupia a una cclula iiiuscular de una ceiula satélite (ChargS y 

Rudnicki, 2004). 
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Figura 4. Papel de las células precursoras iniogkiiicas dentro de la regeneraciOii musci~lar 

esquelética. 

2.1 Factores de transcripci6n Pax 7 

El gen Pax7 se expresa especificaniente en cultivos de células satélite y se expresa c i ~  células 

satélite quiescentes y activadas in vivo (Hubank y Schatz, 1994; Seale et al., 2000). Por medio de 

análisis de la distribución de ARNm de Pax7, se ha demostrado la expresión de Pax7 en 

mioblastos derivados de cklulas satklite y una rápida disminución de transcritos dc Pax7 en la 

diferenciación n~iogénica (Sede et al., 2000). Así mismo, la expresión diferencial de isofoi~nas 

del gen Pax-7 y de MyoD ha sido correlacionada con la eiicicncia c11 la reparacióri del tcjido 

muscular. (Kay et al., 1993; Maley et al., 1994; Kay et al., 1995; Kay et al., 1998). 
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Figura 5. Esquema que muestra la miogénesis de las células satelite y marcadores típicos de 

cada etapa. Tomado de Zammit et al.. 2006. 

3,  Factores h u n í o ~ n l c . ~  que  afectan la regeuieuacibn rle las rniofibras y la 

3.3 C&Iulris satélite cn i . r ~ ~ ~ i i e r ~ c i i i n  n- t t i~c i - . l c~r ,  rol ale la5 h.ligFr 

Gracias a la expresilin de scñales del ambiente dañado, las células satélites son activadas y 

comienzan a proliferar en lo que se conoce como célulaq precursorus miogénicas (nípc) o 

mioblastos adultos. Luego de la proliferaciliil, las células satélite quiescentes se alojan bajo la 

lámina basa1 listas para rondas subsecuentes de regclleracibi~ (Schultz et al., 1985). En un nivel 

inolecular, la activacilin dc mpcs se caracteriza por el rtipido aunento de 2 MRFs que son el 

Myf5 y el MyoD (Fuchtbauer y Westphal, 1992; Grounds et al., 1992; Maley et al., 1994; Sinith 

et al., 1994 Yablonka-Rcuveni y Rivera, 2994; Rmtanen et al., 1995; Cornelison y Wold 1997; 

Cooper, 1999; Comelison et al., 2000; Zainmit et al,, 2002). La f a ~ ~ i l i a  MyoD juega un papel 

integral cn la miogénesis del músculo esquelético, puesto que la expresiiin de MyoD y Myf5 está 

involucrada en la determinación del desti110 miogknico de las células precursoras. De manera que 

el MyoD juega un rol importante en la salida del ciclo celular de mioblastos en diferenciucilin 

(Guo et al., 1995; Halevy et al., 1995), expresilii~ gcnética n~úsculo específica (Tapscott. et d., 

1988; Rudnicki. et al., 1993) y formacibn de miotubos (Cornclison et al., 2000). Por su parte, el 

TNF-a disminuye la abundancia de MyoD en mioblastos en diikrenciacibil (Langen et al., 

2004).Por otro lado, la expresiiin de miogenina y MRF4 esttín asociados con la difmenciacibil 
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termina1 de dichas células (Hawke y Garry, 2001). Vale destacar que en general las mpcs 

quiescentes no presentan ningún nive1 detectable de MRFs (Fuchtbauer y Westphal, 1992; 

Grounds et al., 1992; Maley et al., 1994; Smith et al., 1994; Yablonka y Rivera, 1994; Rantanen 

et al., 1995; ComeIison y Wold 1997; Coopcr, 1999; Comelison et al., 2000; Zammit et aI., 

2002). 

Figura 6.  Detalle de una célula satélite utilizando microscopía electrónica. Se observa la 

membrana basa1 alrededor de la célula satélite y la separación entre la fibra muscular y la 

célula satélite. Tomado de Muir et al., 1965. 

3.2 Papel d e  los factores secretados duran te la regeiiciraciiin di- músculo 

esqupEético 

El proceso de regeneración muscular requiere de la influencia de factores de crecimiento y una 

secuencia de eventos celulares, que resultan en la regulación de la población de células satélite 

(Hawke y Garry, 2001). Así, durante la regeneración muscular, los niveles de TGF-P y su 

receptor son expresados y resultan en la estimulacion inicial de la proliieración celular seguida 

por la diferenciación muscular (Hawke y Garry, 200 1). 

Las heridas musculares causan liberación de moléculas biológicarncntc activas cn el cspacio 

extracelular que regulan la regeneración (Chargé y Rudnicki, 2004). En dicha regulación han 

sido implicados factores tróficos, como miembros de la familia del FGF y del TGF-p, IGF, HGF, 

TNF-u e IL-6 (Hubank y Schatz, 1994; Statnler y Meissner, 2001). 



Además, los macrófagos modulan la fibrosis por medio de factores de crecimiento de varias 

maneras (Kovacs y DiPietro, 1994). Por ejemplo, el TGF-B y el PDGF pueden estimular 

directamente a los fibroblastos y la síntesis de colágeno. Los macrófagos también producen 

fibronectina, tromboespondina y otros proteoglicanos que son parte de la matriz extracelular 

(Jaffe et al,, 1985; Nathan, 1987). 

3.2.1 LIF 

La expresión & LIF en la lesión parece ubicua y se detectan transcritos & ARNm en células 

residentes no musculares como macrófagos y células de Schwann, así como en células 

musculares (Charge y Rudnicki, 2004). También, estimula el crecimiento & mioblastos humanos 

y murinos in vitro a través & un mecanismo mediado por receptor sin afectar la diferenciación y 

fusión & los mioblastos (Austin y Burgess, 1991; Awtin et al., 1992; Bower et al., 1995; 

Vakakis et al., 1995; Spangenburg y Booth, 2002). Esta sustancia es producida por mioblastos y 

macrófagos (Hawke y Garry., 2001). 

3.2.2 PDGF 

El PDGF es una citoquina que produce una gran estimulación de la proliferación de las células 

satélite y fuerte inhibición & su diferenciación (Hwmann et al., 1996). En la regeneración, el 

PDGF se libera primero por parte & los vasos sanguíneos lesionados, las plaquetas y los 

macrófagos, es entonces que estimula la angiogénesis in vivo (Noble et al., 1988). Se conoce que 

esta citoquina causa migración celular que incluye entre ellas a las células precursoras 

miogénicas (Ross et al., 1986). 

El PDGF se libera primero de plaquetas en desgranulación y luego de macrófagos (Husmann et 

al., 1996). De esta manera se tiene que las plaquetas al desgranular liberan factores de 

crecimiento, como el PDFG y el TGF-$ que son quimiotácticos para leucocitos y macrófagos, los 

que a su vez producen y secretan factores & crecimiento en el sitio & lesión (TGF-B, FGF-2, 

PDGF-AB y BB y LIF) lo que a su vez es quimiotáctico para las células precursoras miogénicas 

(Husmann et al., 19%). 



3.2.3 HGF 

El HGF se aumenta durante la fase temprana de regeneración muscular y el incremento es 

proporciond al dairo tisular (Tatsumi et al., 1998; Tatsumi et al., 2001; Suniki et al., 2002). 

También se ha probado que en extractos de milsculo lesionado, el HGF es el factor primario que 

inducía la activación de las dlulas satblite quiescentes (Tatswni et al., 1998), que comprende la 

estirnulación de las células satblite in vipo para entrar en el ciclo celular y awnentar la 

proliferación de mpcs (Allen et al., 1995; Gal-Levi et al., 1998; Tatsumi et al., 1998; Miller et 

al., 2000). Su inyección en músculo lesionado bloquea la reparación muscular al tiempo que 

aumenta aproximadamente 3 veces la proliferación de mpcs, lo que confinna al HGF como 

mitógeno de células satblite in vivo, durante la fase inicial de la regeneración (Tatswni et al., 

1998; Miller et al., 2000). Por tanto, se dice entonces que el HGF es más importante en la fase 

temprana de la regeneración muscular, mientras que, no produce efectos sobre la regeneración en 

etapas posteriores (Tatsumi et al., 1998; Miller et al., 2000). 

Entonces el HGF parece incrementar la población de mpcs por medio de actividades mitogénicas 

y quimiotácticas, posibilitando una densidad de mioblastos óptima sobre la cual la fusión puede 

comenzar (Chargb y Ruánicki, 2004). 

3.2.4 FGF 

El FGF estimula la migración de células endoteliales (Sato y Ritkin, 1988), así mismo, los 

niveles de expresión del M o r  de crecimiento de fibroblastos (FGF) también han sido 

correlacionados con la eficiencia en la reparación en músculo esquelético de Balblc y SJUJ 

(Anderson et al., 1995). In vivo, una fuente de FGF2 son los macrófagos de la reacción 

inflamatoria (Tidball, 1995) y otras son las Celdas precursoras miogénicas (Silverstein et al., 

1989). 

El papel del FGF puede residir en la revascularización a través de sus reconocidas propiedades 

angiogénicas (Baird y Ling, 1987; Grounds, 1991; Chargb y Rudnicki, 2004). Se ha demostrado 

que ambos, tanto el FGF-1 como el FGF-2 , in vifro e in vivo estimulan la proliferación y 

reprimen la diferenciación de mioblastos (Grounds et al., 1992). Según han demostrado algunos 



investigadores parece ser que el mecanismo por el cual suprime la diferenciación de los 

mioblastos es a través de la inhibición de IGF 11 (Rosenthal et al., 1991). 

Los FGF se a l m w  en matriz extracelular, unidos al proteoglican heparan sulfato hasta que 

este sea utilizado localmente (Flaumenhaft et al., 1989). Las grandes cantidades de FGF que son 

liberadas en el pequeño periodo de infiamacibn, luego de la lesión del tejido pueden por un lado 

causar la quimiotaxis de otras células precumras y por otro, inducir la proliferación de las 

primeras células satélite (Hussman et al., 19%). 

Por lo tanto, se sugiere que la principal acción de los FGFs es la activación de la proliferación de 

células pr-m musculares, lo que provee suficientes células para que ocurra la regeneración 

muscular (Hussman et al., 1996). 

3.2.5 IGF 

Se divide en dos clases: IGF 1 y 11. La IGF 1 estimula la proliferación de céiulas satélites en rata 

(Dodson et al., 1985). El IGF 11 promueve tanto la proliferación como la diferenciación de 

mioblastos. (Ewton y Florini, 1980). Son producidas por las células satélites en músculo en 

regeneración y hciona de esta manera, como un factor trófico durante la regeneración 

(Jennische et al., 1987), que se debe a la activación de células satélite para su proliferación 

(Coleman et al., 1995; Adams y McCue, 1998; Barton-Davis et al., 1999; Musaro et al., 2001) y 

a la estimulación de la síntesis de proteínas en las fibras musculares existentes (Bark et al., 1998; 

Barton-Davis et al., 1999; Musaro et al., 1999; Semsarian et al., 1999; Odelberg et al., 2000). 

Se postula entonces que el IGF-1 funciona primero como mitógeno y más adelante promueve la 

diferenciación. Este Último papel diferencia al IGF de los otros factores (FGF, PDGF) que son 

solo mitógenos durante la regeneración (Hussman et al., 1996). 

3.2.6 TGF-/? 

Esta familia de citoquinas es moduladora de la actividad rnioblástica, inhibiendo la proliferación 

y la diferenciación de las células precursom miogénicas (Allen y Boxhorn, 1987; Allen y 



Boxhom, 1989; Greene y Allen, 199 1 ; Lefaucheur y Sebille, 1 995; Lefaucheur et al., 1 996). La 

miostatina o factor de crecimiento y diferenciación 8 (GDF-8) es reconocido como un nuevo 

miembro de la familia del TGF-$ que guarda similitudes con el TGF-$1 (McPherron et al., 

1997). También se ha visto que aumenta durante la fase temprana de la regeneración en donde 

ocurre la degendbn ,  e inhibe la proliferacibn de células satélite; también se puede sugerir que 

actúa como quimioatrayente para fagocitos y células inflamatorias, como sucede con la TGF-$1 

(Chargé y RudnicLi, 2004). Más tarde durante el proceso de regeneracibn, disminuye su cantidad 

ya que las céiulas satélite activadas son m8s abundantes (Musaro et al., 1999). 

El TGF-$1, por otro lado, se libera por plaq- que se desgranulan en el sitio de la herida y 

autoinducen su propia produccibn por Celulas residentes, como células miogénicas de músculo 

liso. Se conoce que el TGF$-1 regula la quimiotaxis inflamatoria (Wahl et al, 1987) y en la 

regeneracibn, ejerce actividades quimiotácticas sobre macrófagos y leucocitos (Wahl et al., 

1987), estimula la síntesis & f i b r o ~ - c o l h g e n o ,  proteoglicanos y p r o t e h  de matriz (Ignotz 

y Massague, 1986) además de inducir angiogénesis (Roberts et al. 1986). También se mostró que 

el TGF-$ aumenta la densidad vascular en tumores y la infiltracibn de macrófagos, y que su 

inhibicibn reduce la vascuiarizacibn t u m d  (Tuxhorn et al., 2002). 

Así mismo, el TGF-$ también es qullnioatrayente para monocitos que son potentes inductores de 

angiogénesis al secretar, FGF, TNF y IL-1 (Wahl et al., 1987; Wisemann et al., 1988). Así 

mismo, los fibroblastos también son atraídos por el TGF-p, y aumentan la síntesis de proteínas 

de matriz (Roberts y McGeachie, 1990). De esta manera parece que ayuda a reconstruir la 

membrana basal y la matriz euctracclular aírededor de las miofibras dañadas y de las células 

satélite activadas (Edwards et al., 1987; Streuli et al., 1993). Así mismo, la matriz extracelular 

regula la expresibn del TGF-p (Streuli et al., 1993) y el TGF-$ a su vez estimula la producción 

de PDGF (Hamilton, 1990). Sin embargo se ha propuesto, que una excesiva deposición de matriz 

extracelular inducida por el TGF-$ puede generar fibrosis (Border y Ruoslahti, 1992). Además, 

in vivo se observa una ligera supresibn de la proliferacibn de mioblastos pero una potente 

inhibición de su difmciacibn (Olson et al., 1986; Allen y Boxhoxn, 1989). 



3.2.6.1 Efecto de la inhibición de FGF, IGF y TGFP-1 

En experimentos realizados por medio & d e n e r v a c i ó n / d e s v d ~ ó n  de músculo 

esquelético, la inhibici6n de FGF e IGF al día sexto luego de lesión, reduce el número de 

miofibrillas en regeneración y el número de fibrillas sobrevivientes así como el diámetro 

promedio de la miofibrilla se va reduciendo significativamente (Lefaucheur y Sebille, 1995). A 

los 11 días, el panoratna es diferente ya que la neutralización de bFGF da resultados similares a 

los del control, es decir, la inhibición de bFGF no reduce la regeneración de manera observable, 

mientras que, la inhibición del IGF-1 produjo una disminución significativa de esos valores y la 

inhibición de TGFB-1 produce un aumento de manera significativa de esos valores (Lefaucheur y 

Sebille, 1995). 

El TNF-a, es una citoquina pminflamaioria producida por los macrófagos activados, que tiene un 

rol importante en la reparación muscular (Li, 2003). Existen datos que sugieren que el TNF-a 

activa células satélite para entrar en el ciclo celular y acelera la transición de G1 a S (Li, 2003). 

Además de los macrófagos, los miocitos tambih son fuente de TNF-a ya que estos le sintetizan 

constitutivamente (Li, 2003). 

Así mismo, el TNFs, causa un retraso en la salida del ciclo celular de los mioblastos (Langen et 

al., 2004), esto es, inhibe la diferenciación miogénica a través de la desestabilización de proteína 

MyoD de manera NF+ dependiente (Langen et al., 2004). El MyoD pertenece a los factores 

reguladores musculares (junto con MyfS, miogenina y MRF4), una familia de factores de 

tmsdpción (Langen at al., 2004). Por lo tanto, el MyoD es reconocido como la clave en la 

regulación de la diferenciación miogénica (Comelison et al., 2000). 

Durante la lesión muscular, el TNF-a no solo se libera en grandes cantidades por macrófagos que 

infiltran sino que se sintetiza en niveles aumentados por las fibras musculares lesionadas (Li, 

2003). Así, en la regeneración, el TNF-a es capaz de activar células satélite para entrar en el 

ciclo celular desde su atado normal quiescente (Li, 2003). 



Es importante rescatar que la mayoría de los factores de crecimiento estimulan la proliferación 

dc cclulas satélite e inhiben su diferenciacióii. Esto con excepción de los IGFs que logran la 

proliferación y la difmenciaciói~ durante la regcncracióii muscular (Husinann ct al., 1996). 

4. Papel de  la  vasculatura en la regení~rarribn del niúscul.> esquelético. 

La estabilidad de la inicrovasculatura es importante porque asebwra Ia provisión de inacrófagos, 

importantes para ei aclaramiento de restos muscuiares, ia presentación de factores reguladores, 

de factorcs de crecimiento y la entrega de oxígeno para sostener Ia intensa fasc de rcgciicración 

metabóIica (Harris, 2003). 

Factores :uimiotdcticos 
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Figura 7. Relevancia de la integridad vascular en la regeneración de tejido muscular 

5. Regeneracibn del miáscul o esq rrelc t ico dañado par un 3 toxina 

inioriecráti ca, 

Luego de la inyeccióii de notexiiia, las células satélite inigran y foima~i cadenas lo~igitudir-iales de 

células ordenadas en el tubo de ia lámina basal. La fusión de esas células, tiende en última 

instancia a la formación de nuevas fibras inusculares muitiiiucleadas (Snow, 1977). Con la 



administracibn de notexina, las células satélite se activan entre las 6-12 horas luego de iniciado el 

daiio por las toxinas (Grounds et al.,. 1992; Vater et al., 1994) y esa lesibn, en el caso de la 

notexina, resulta en una gran respuesta inflamatoria, lo que puede ser un importante factor en la 

activacibn de células satélite (Lefauchew y Sebille, 1995). De la misma manera, se ha observado 

que las células satélite localizadas cerca de un área de inflamacibn, se activaban de una manera 

más marcada que las que no se encuentran próximas a un área inflamada (Klein-Ogus y Harris, 

1983). 

6. Comparación entre los efectos de una toxina mionecrcrtica y un 

procedimiento que interrumpe la vascularización de inúsculo 

esquelético 

En experimentos realizados por Lefauchew y Sebille (1995) utilizando la metodología de 

denervacibnídesvascularizacibn @/D), encontraron un escaso infiltrado de células inflarnatorias 

que h e  observado hasta los 11 días. Los macrófagos representaban el mayor subtipo de esas 

células, según h e  mostrado por la tincibn con fosfatasa hcida y la citometría con anti-F4180. Por 

el día 2-4 luego de la lesibn, se presentaron miofibras en necrosis. Por otro lado, la fagocitosis 

alcanzb su punto máximo para el día 3-4 y no se observó más desde el día 6, mientras que 

durante el día quinto se obwaron las primeras fibras regenerativas (Lefaucheur y Sebille, 

1995). 

Por otra parte, la degeneracibníregeneracibn muscular seguida de la inyeccibn con notexina tomó 

lugar más rápidamente que en la D/D. Unas cuantas horas posteriores a la lesión, se observó un 

extenso infiltrado inflamatorio, principalmente de macrófagos, que se mantuvo por 2 días. Desde 

el día 1, muchas miofibrillas exhibian un patrón necrótico y ya sufiían fagocitosis. Para el día 2, 

ese aspecto se había extendido por todo el músculo y pocas fibrillas sobrevivieron a la acción 

tbxica de la notexina, las cuales se encontraban dispersas principalmente en la periferia. Las 

fibras necrbticas no se observaron sobre el día 3, mientras que algunas fibras degeneradas 

calcificaron. La células musculares en regeneracibn que se encontraron más temprano en la 

lesibn, fue al día 3 (Lefaucheur y Sebille, 1995). 



Además, estudios in vifro muestran como las células satélite quiescentes resisten drogas 

miotóxicas como mar& o los venenos de serpientes. Por otro lado, las células satélites no 

sobreviven en zonas diseminadas de isquemia en músculos transplantados. Las células satélites 

tampoco sobreviven en la zona de denw8ción-desvascularización (DD), por lo que, la mejor 

resistencia en la periferia se atribuye a que la regeneración sigue un patrón centrípeto por lo que 

los efectos regenerativos suceden primero en la periferia (Lefauchew y Sebille, 1995). 

Por lo tanto, las células satélites resisten mejor la acción de venenos a sustancias miotóxicas que 

la isquemia, ya que las mpcs no soportan la isquemia, pero sí son particularmente resistentes a la 

acción de las toxinas (LeEaucheur y Sebille, 1995). 



Estudios recientes ya d a n  la implicacibn del macrófago en la plasticidad muscular 

(Pimorady-Esfahani et d., 1997). El macrófago tiene un rol importante en el proceso de 

regeneración muscular y varios estudios han demostrado que los macrófagos son capaces de 

liberar factores angiogénicos y tróficos (Gimbrome, 1984; Nathan, 1987), estimulan la 

proliferacibn y difmciacibn de prewmres musculares en cultivo primario y ejercen un efecto 

quimiotáctico en células miogénicas (Robertson et d., 1993). Por lo tanto, los macrófagos no 

solo actúan como células fagocíticas, sino que producen gran variedad de factores involucrados 

en la proliferacibn y diferenciacibn por ejemplo de fibroblastos productores de matriz (Razzaque 

et d., 2005). Como se había mencionado anteriormente, los macrófagos son el tipo celular 

predominante dentro de las áreas de lesibn aírededor de 48 a 72 horas posteriores d insulto. Al 

finalizar el prirner mes, la herida generalmente se encuentra sana y presenta tejido de 

cicatrizacibn cubierto por epitelio. Sin embargo, en heridas de gravedad, puede existir lo que se 

conoce como regenexticibn de segunda intencibn, que es un proceso dinámico acompañado de 

respuestas infiamatorias intensificadas y formación de tejido de granulación (Razzaque et d., 

2005), se entiende que el proceso es rnás crónico que el que se detalla primero. 

Se ha observado que la regeneracibn muscular nunca precede a la infiltracibn de MOIMP, pero 

ésta se desarrolla concomitante con la progresibn de macrófagos, que proceden de la periferia 

hacia el centro (Lescaudron et d., 1999). En experimentos por medio de trasplantes de músculo 

esquelético (modelo de desvdarizacibddenerydón), los macrófagos son visibles en el tejido 

a los 2 días luego del trasplante. Ademb, se ha observado que la infiltración de macrófagos en el 

trasplante procedib de la perifea al centro, del tercur día en adelante (Lescaudron et d., 1999). 
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Figura 8. Funciones del macrófago dentro de la regeneracibn muscular. 

1.1 El rnacrbfagu como céliila estromi! ' 

Las células estronlales son células definidas por su habilidad para respaldar el desarrollo, 

mantenimiento, proliferación y diferenciación de tipos celulares tejido especificas. (Muller- 

Sjeburg y Deryunira, 1995) 

Dentro de las células estromales, los macrbfagos juegan un papel primordial en el mantenimiento 

de la homeostasis de los tejidos. Sus funciones además de comprender fagocitosis y presentacióri 

de antígenos, incluyen el sostén a través de moléculas de mcilibrana plasmática y secretadas 

(Gordon, 1995). De manera que el daño muscular induce infiltración masiva del macrófago al 

sitio de lesión. Así mismo, macrófagos reclutados remueven activamente los restos necróticos y 

facilitan la regeneración muscular subsecuente (McLennan, 1996; Pimorady-Esfahaili ct al., 

1907). Además, cuando los neutrófilos entran en la herida, poco tiempo después se vuelven 

apoptóticos y seguidamente, los macrófagos son los encargados de remover a esos neutrófilos eii 

apoptosis así conlo los restos celulares de la lesión (Leibovich aiid Ross, 1975). 



Por lo tanto, es importante anotar que alteraciones en la población de rnacrófagos pueden resultar 

en regeneración anormal del tejido acompañada de pobre debridación (Razzaque et al., 2005). 

2. Citoquinas producidas por los macrófagos relacionad as con la 

regeneración muscular 

Los macrófagos seaetan numerosas citoquinas que actúan como agentes activadores de la 

regeneración (Cantini et al. 2002). Los mediadores liberados por los macrófagos que infiltran los 

tejidos son capaces de estimular la proliferación y diferenciación de células precursoras 

miogénicas (Li, 2003). 

3. Factores que regulan la quimiotaxis de los macrófago!; 

Se ha mostrado que el macerado de músculo esquelético & ratón produce la quimiotaxis de 

macrófagos peritoneales (Robeatson et al., 1993). 

En cultivos, se ha observado como mpcs humanos atraen células mononucl~es periféncas 

desde la circulación. En experimentos realizados por Chazaud et al., (2003), la actividad 

quimiotáctica ejercida por las mpcs en cultivo celular fue alta a los 3 días y se redujo a los 7 días, 

luego de los cuales continuó declinando en estados subsecuentes de diferenciación. La 

quimiotaxis ejercida por mpcs se redujo en un 42% del día 3 al 7 y del día 7 al 14 está declinó un 

18%, lo que confirma que las mpcs exhiben su actividad individual quimiotáctica máxima poco 

después de libenuse de su estado quiescente (Chazaud et al., 2003). Así mismo, la actividad 

quimiotáctica & las mpcs cultivadas en un medio que induce su diferenciación a miotubos tuvo 

la caída más abrupta. Lo anterior confirma que la diferenciación está asociada a una caída de la 

actividad quimiotáctica. También se apunta que la quimiotaxis ejercida sobre los MPs es 

dependiente de la magnitud del gradiente de citoquinas que se genere (Chazaud et al., 2003). 



Por medio de arreglos de ADN, se localizaron 5 productos conocidos por ser quimiotácticos para 

monocitos que eran expresados sobre el día 7 y 14 de cultivo de mpcs y son los siguientes 

(Chazaud et al., 2003): 

1. MPC-1 

2. MDC 

3. FKN 

4. VEGF 

5. UPAR 

Por lo anterior, es que en el estudio se dice que MCP-1, MDC, FKN y VEGF y el sistema 

UPAR/UPA son los principales efectores de la quimiotaxis de monocitos ejercida por mpcs 

(Chazaud et al., 2003). 

Ensayos de inhibición realizados en el día 14 (que es donde se muestra la actividad global más 

alta, no así la actividad individual) mostraron una importante redundancia de los mecanismos por 

los cuales actúan las quimioquinas que se mencionaron anteriormente. 

Cuadro 1. Disminución de la qwmiotaxis fiente a la inhibición de diferentes citoquinas en 

modelo expezbental. 

La utilización de una combinación de anticuerpos contra MCP-1, MDC, FKN y VEGF y el 

sistema UPARIUPA produjo una inhibición de 77% en la quimiotaxis de los monocitos (Chazaud 

et al., 2003). Este comportamiento se basa, en la observación de que los macrófagos integran las 

geííales que reciben de manera promiscua utilizando múltiples receptores (Foxman et al., 1999). 

Quimiocinr inhibida 

MCP- 1 (citoquina) 

MDC (citoquina) 

FKN (citoquina) 

VEGF (factor de 

crecimiento) 

UPAR (sistema proteolítico) 

Decremento de 

quimiotaxis 

45% 

50% 

62% 

44% 

26% 



Al comparar cultivos & mpm clásicos (donde sólo se utiliza medio de cultivo) y cultivos de 

mpcs condicionados por rnacrófagos, se observa un incremento del efecto quimiotáctico sobre 

los monocitos de un 31%. La inhibicibn de ese condicionamiento por parte de los macrófagos 

produce un decremento de 67% de la actividad quirniotáctica. Sin embargo, macrófagos 

cultivados en medio condicionado por mpcs aumentaron su quimiotaxis en un 94% (Chazaud et 

al., 2003). Así mismo, en d t i v o s  de MPs con mpcs se observó que se produce un aumento de 

la densidad de mpcs que es dosis dependiente. Dicho aumento es aún más pronunciado cuando se 

permite el contacto entre las células, en comparación con un cultivo en el que dicho 

acercamiento no se permite, gracias a la utilizacibn de una membrana porosa. 

Por lo que se ha detennlliado, que los macrófagos promueven la proliferacibn de mpcs por 

factores solubles y la supervivencia por contactos directos (se explica más adelante) (Chazaud et 

al., 2003). También se ha observado que a los cultivos de mpcs que se les agrega medio 

condicionado por MPs, que contiene los factores secretados por los macrófagos en medio de 

cultivo pero que no contiene macrófagos, no se ve aumentada la supervivencia, por lo que no se 

trata entonces de factores solubles (Chazaud et al., 2003). 

Los experimentos realizados por Chazaud et al. (2003) muestran que las mpcs pueden atraer 

monocitos a través de la capa endotelial. De manera específica y selectiva en forma dosis 

dependiente (Chazaud e$ al., 2003). 

4. Efecto antiapoptótico de los macrófagos sobre miotu-bos y mioblastos 

Los macrófagos liberan factores de crecimiento mitogénicos para células precursoras miogénicas 

y establecen interacciones célula-cblula que las protegen de apoptosis (Arnold et al., 2007). 

Observaciones realizadas por Chazaud e$ al. (2003) muestran como el efecto antiapoptótico 

ejercido por los MPs es más pronunciado en los miotubos que en los mioblastos al inducirlos a 

apoptosis por medio de tawosporina (STS). Los MPs lograron disminuir la actividad de la 

caspasa 3 ea ambos tipos celulares con afecto mayor en los miotubos (Sonnet et al., 2006). 



El efecto antiapoptótico de los macrófagos se asocia a la activacibn de seííales de supervivencia. 

La expresibn de Bcl-2 (proteína antiapoptútica) es importante para la supervivencia de células 

miogénicas en expansi6n. Entonces, el efecto protector de los MPs se observa de manera más 

pronunciada en los miotubos, en vista de que ellos se encuentran en mayor riesgo de entrar en 

apoptosis ya que tienen una pobre expresibn de Bcl-2. AdemBs, solo un pequeño porcentaje de 

células miogénicas expresan Bcl-2 y esas dlulas Bcl-2 positivas resisten apoptosis y se 

encuentran en una fase temprana del proceso que lleva a la formacibn de miotubos a partir de las 

células precursoras miogénicas. En ratones knock-out para Bcl-2, los miotubos se forman 

normalmente, sin embargo las colonias musculares producidas por clonacibn de células Bcl-2 

null sólo contienen la mitad & las dlulas que tienen las colonias que produce el fenotipo 

silvestre del ratón (wild type). El resultado anterior sugiere que, durante la expansibn clonal de 

las células precursoras miogénicas, la progenie obtenida, en número, es mayor cuando Bcl-2 está 

presente (Dorninov et al., 1998). 

En cocultivos de dlulas precunoras miogénicas y macrófagos se observa un aumento 

significativo de Bcl-2 respecto a cultivos de células precursoras miogénicas y de macrófagos por 

separado. Este y otros resultados sugieren que los macrófagos inducen sedíales de supervivencia 

y disminuyen la apoptosis de dlulas precursoras miogénicas in vitro (Son.net et al., 2006). 

Cuatro sistunas antiapoptóticos (CX3CL1 and CX3CR1, VCAM-1 and VLA-4, ICAM-1- LFA- 

1, PECAM-1-PECAM-1) median el efecto antiapoptbtico que los macrófagos ejercen sobre las 

células precursoras miogbicas. Al inhibir cada uno de esos sistemas, se eliminaron los efectos 

positivos que ejercen los MPs sobre las mpcs. Así mismo, el influjo de MPs en músculo 

inyectado con notexina (in vivo) y la desaparicibn de células apoptóticas en el tejido es 

sincrbnico. Al avanzar el influjo de los macrófagos en el tejido, la presencia de células 

precursoras miogénicas apoptóticas disminuye drásticamente. A las 48 horas luego del 

envenenamiento la infiltracibn con macrófagos es masiva y la presencia de mpcs apoptbticas es 

sumamente escasa. En ese momento los efectores (CX3CL1, VCAM- 1, ICAM- 1, PECAM- 1 ), y 

sus receptores (CX3CR1, VLA-4, LFA-1, PECAM-1) se expresaron en mpcs y MPs 

respectivamente (Sonnet et d., 2006). 



5. Papel de los macrófagos en angiogénesis 

El hallazgo de células positivas para el marcador CD45 en el frente de avance de capilares en 

formación en embrión de ratón, por ejemplo, sugieren el papel de los macrófagos en 

angiogénesis. La presencia de MOIMP fue considerada hasta hace un tiempo como s610 

pertinente a la liberación de factores reguiadores del proceso de angiogénesis por parte de los 

mismos. Sin embargo, se ha observado que los macrófagos ejercen actividades mecanísticas y 

estructurales durante la formación de capilares (Moldovan y Moldovan, 2005). 

Durante la estimulación del crecimiento capilar, los macdfagos producen mediadores in situ, 

que incluyen a ILl ,  TGFa, TGF$, PDGF, EGF (factor de crecimiento epidermal), quimiokinas 

CXC, VEGF e IGF-1 (factor de crecimiento insulínico) (DiPietro y Strieter, 2002). El FGF 

(factor de crecimiento de fibroblastos) y VEGF (factor de .crecimiento vascular endotelial) son 

dos de los factores de crecimieoto que ejercen efectos angiogénicos en las células endoteliales y 

la neovascularización subsecuente, éstos y otros factores serh analizados con detalle más 

adelante (Razzaque et al., 2005). 

Cuadro 2. Productos de los macrófagos que infiuencian la angiogénesis. Tomado de Dipietro y 

Strieter, 2002. 



1 Positive mediators 
Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) 
Transforming growth factor-a (TGF-a) 
Basic fibroblast growth factor (FGF-2) 
Angiotropin 
Platelet-derived growth factor (PDGF) 
Platelet-derived growth factor-like compounds 
Vascular endothelial growth factor (VEGF) 
lnterleukin-6 (11-6) 
Prostaglandins 
ELR+ CXC chernokines (ag. IL-8 and ENA-78) 
Interleukin-10 (IL-10) 

2 Mediators that have been observed to be both positive and negative 
Tumor necrosis factor-a (TNF-a) 
Interleukin-1 (IL-1) 
Transforming growth factor+ (TGF-$) 

3 Negative mediators 
Interferorr-a, interferon-y 
Thrombospondin 1 (TSPI ) 
Interferon-inducible ELR- CXC chemokines (ag. IP-10 and MIG) 

5.1 Efecto quimiotáctico sobre macrófagos y angiogénico c el VEGF 

El VEGF es uno de los factores proangiogénicos más importantes (también se conoce como 

Factor de permeabilidad vascular), el cual promueve la migración y proliferación de las células 

endotelides y permeabilidad vascular aumentada, que también contribuyen con la angiogénesis. 

Se creía que la funcibn de la VEGF estaba restringida a las células endoteliales. Sin embargo, se 

ha visto que los macrófagos expresan VEGFR-1 y responden de diversas maneras a la exposición 

de VEGF (Clauss et d., 1990). 

En escenarios fisiolbgicos y patolbgicos con condiciones locales, como la hipoxia o la 

concentracibn de lactato, las células endotelides y los macr6fagos son atraídos y activados 

(Razzaque et al., 2005). Por ejemplo, la hipoxia induce la produccibn de VEGF por parte de los 

macrófagos, de manera que el ambiente de hipoxia generado por la lesión puede ser importante 

en la expresibn local de VEGF (Shweiki et al., 1992; Xiong et al., 1998). Así mismo, el VEGF 

sintetizado y bioactivo es reguiado por los niveles de lactato (Zabel et al., 1996; Xiong et al., 

1998). En condiciones de hipoxia, los niveles dtos de lactato, pueden inducir la producción de la 

actividad angiogénica de los macrbfagos. De esta forma, el macrófago responde a los niveles de 

lactato y a la hipoxia y genera factores proangiogénicos hasta que el oxigeno tisular y el lactato 



regresan a la normalidad (DiPietro y Strieter, 2002). Por otra parte, existen otros inductores de la 

producción de VEGF por parte de los MO/MP, por ejemplo la relaxina, el lipopolisacárido y las 

prostaglandinas (Moldovan y Moldovan., 2005). 

La importancia del rol que tienen los macrófagos en el proceso angiogénico se podría inferir al 

observar que las células endoteliales y los macrófagos comparten receptores funcionales para 

VEGF. Lo anterior en vista de que una cantidad importante de rnacrófagos en sangre periférica 

expresan Flt-1 en la superficie celular, el cuaí está implicado en la respuesta quimiotáctica 

inducida por VEGF (Sawano et al., 2001). El significado que tiene esto reside en que el VEGF 

tiene implicaciones no sólo en angiogénesis, sino también en la infiltración de macrófagos. 

5.2 Efecto quimiotáctico sobre macrófagos y angiogénico del MCP-1 

Cuando se expone a las células endotelides a VEGF o a isquemia breve, estas sintetizan MCP-1 

(Manuno et al., 1999). 

Es interesante señalar que el MCP-1 si bien es importante para la angiogénesis y la regeneración 

del tejido por parte de los macrófagos (lo cual se probó con ratones deficientes de MCP-1) la 

ausencia de MCP-1 produjo una lenta angiogénesis y regeneración pero el número de 

macrófagos infiltrando tejido no cambió, lo que sugiere que el efecto sobre los macrófagos no es 

aumentar su número en el tejido sino infiuenciar el estado efector del macrófago. Se mostró que 

el TGF-a es angiogénico in vivo (Schreiber et al., 1986). 

Cabe resaltar que los rnacrófagos son células que producen citoquinas y demás factores de 

crecimiento en relación con el ambiente en que se encuentren. Asf, en humanos los macrófagos 

en cultivo celular secretan TNF-a e IL l$  si son estimulados con LPSIIFNy, mientras que el 

tratamiento con dexametasoaa/IL- 10 induce la secreción de IL- 1 O (Arnold, 2007). 

En experimentos utilizando el procedimiento de DD, ambos, MIP l$ y VEGF utilizados solos o 

en combinación, aumentaron la infiltración de MOIMP en el trasplante. Además, ambos factores 

aceleraron la r e g d ó n  en el trasplante. (Lescaudron et al., 1999). Desde los 3 días se vieron 

células satélite activadas en el trasplante en los que fberon tratados con VEGF y MCPl. Sin 



embargo, a las 24 horas, los músculos tratados con MCP-1 no aumentó más la regeneración y 

esta se volvi& coxnparable a la observada en el control. Por el contrario, sólo los músculos 

tratados con VEGF continuaron regenerando el tejido & manera significativa (Lescaudron et al., 

1999). 

Al tercer y cuarto día, luego & la implantacibn, el factor quimiotáctico MCP-1 no tuvo efecto en 

la formacibn de miotubos. Mientras, el tratamiento con VEGF produjo un efecto significativo en 

el número de miotubos en regeneracibn de aproximadamente 6 veces (L,escaudron et al., 1999). 

5.3 Papel de las enzimas degradativas de la matriz de los niacrófagos en la 

angiogénesis 

Los macdfagos también producen degradadores de matriz extracelular en la herida como son las 

metaloprotehasas, activadores de proteinasas e inhibidores tisulares de metaloproteinasas 

(Fukasawa et al., 1989; Welgw et al., 1990, Porras-Reyes, 1991 ; Falcone et al., 1993). Los 

estudios sugieren que el macrófagos en un participante activo en el remodelado & la matriz 

extracelular. Es importante recalcar que la proliferación de células endoteliales, la migración y la 

formacibn capilar, son dependientes de la composición de la matriz extracelular, de manera que 

la influencia de los macrófagos en dicha matriz extracelular es crítica para la angiogénesis 

(DiPietro y Strieter, 2002). 

Para fonnar nuevos capilares, las Cclulas endoteliales necesitan migrar. Como el tejido opone 

resistencia mecánica, las Celulas deben de generar un camino al degradar matriz extracelular 

(MEC). MEC contiene la membrana basal y el estroma intersticial y tiene una estructura 

molecular compleja. Se sugiere por tanto que en fases más tardías & la angiogénesis, luego de 

que las colagenasas m& comunes han ejercido su efecto, los macrófagos liberan las 

metaloproteinasas específicas. De esta manera el macrófago se encuentra activo y presente 

durante la penetracibn de la MEC por los capilares (Madlener et al., 1998). 

5.4 Cooperación intercelular 

En modelos ex vivo de crecimiento capilar de vasos adultos en matrices de fibrina se mostró que 

la habilidad de las Celulas andoteliales de uisertsrse entre células endoteliales cercanas dependía 



de la existencia de un lumen capilar, aunque sea inmaduro. Al proceso se le llamó migración 

guiada (Nehls et al., 1998). 

Durante la infiltracibn de tejidos, los macrófagos penetran a la matriz extracelular activamente, 

por lo que se sugiere que en ciertas condiciones, el primer paso para la formación de capilares 

que es la excavacibn de un túnel, puede ser ejecutado por un macrófago además o en vez de una 

célula endotelial (Anghelina et al., 2002). 

Por tanto, se apunta hacia una hipótesis que sugiere la cooperacibn de los MOMP por su 

actividad fagodtica y penetrante con la proliferación y colonizacibn del tejido por células 

endoteliales, que al final resulta en angiogénesis (Moldovan, 2002). 

6. Subtipos de macrófagos e n  la regeneración muscular esquelética 

6.1 Separación fenotípica de los macrófagos en subtipos 

En adelante se analiza el cambio fenotípico & monocitos en el tejido durante la regeneración 

muscular esquelética según las observaciones de Geissmann et al. (2003). 

Los monocitos se definen como células mononucleares sanguíneas con núcleo en forma de ffijol, 

expresión de CD 1 1 b, CD 1 1 c y CD 14 en humanos y CDl 1 b y F4/80 en ratón, y ausencia de 

marcadores B, T, NK y DC (Muller 2001). Existen dos subtipos distintos de esos monocitos en 

sangre de ratón diferenciables por su expresibn de CX3CR1 (Geissmann et al., 2003). 

Las células CX3CRlb son células mononuclcares de 10-14 pm de diámetro. Mientras que las 

células CX~CRI", células más pequeñas mononucleares con diámetro de 8-12 pm (Geissmann 

et al., 2003). Además, las poblaciones de monocitos expresan las siguientes moléculas de 

adhesibn de manera difedencid. Por ejemplo, las células cX3cRlb expresan CD62L (L 

selectina) LyóC/G (GRl), a2 y a4, integrina (VLA2 y VLA4), LFAl y CCR2; mientras que 

monocitos CX~CRI" solo expresan LFAl y VLA4 (Geissmann et al., 2003). 

En humanos hay 2 subtipos de monocitos análogos a los presentes en ratón. Los de ratón 

CX~CRI' son similares a los CD16+ en humanos. Los CX~CRI' corresponden a los CD14+. 



Se ha demostrado que los rnacrófagos derivados de monocitos auinentan el crecimiento celular 

(Geissmann et al., 2003). 

El criterio para diferenciar monocitos de otros tipos de leucocitus cs su monoiiuclearidad, que se 

cntiende como su separación ortugonal, que en este caso es baja. La separación ortogoiial es la 

que permite poder diferenciar elementos @anulares dentro de la célula su naturaleza inicloide 

indicada por niveles altos de expresión de C'DlIb-Mac.1. Alta actividad fagocítica y la 

capacidad de desarrollarse eií macrófagos (Geissmann et al., 2003), 

De particular importancia es el Ly6C (EWMPSO), que es marcador de membrana diferencial para 

los subtipos de monocitos que se encuentran en sangre, esto cs, los ~ y 6 C ~ '  y los L~OC'". Los 

inoiiocitos L ~ G C ~ '  presentan ese marcador de membrana en una inayor cantidad y son 

inmigrantes de medula Ósea, que tienen la capacidad de migrar a sitios de inflamación periférica. 

En contraste con ~ y 6 ~ "  que presentan el niarcador de membrana en menor cantidad y hall 

pcrdido el potencial de expresar ese receptor (Geissmann et al., 2003). 
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Figura 9. Patrones observados en citometria de flujo utilizados para separar los dos subtipos de 

inonocitos presentes en sangre. Tomado de Geissmann et al., 2003. 

Cuadro 3. Equivalentes de los subtipos celulares observados en tres especies diferentes. 

Animal Fenotipo 

inflamatorio 

Fenotipo 

regenerativo 



Los SSC" CD 1 1 bb" son negativos para marcadores T (CD3) y B (CD 19) y NK (NK 1.1) pero son 

positivas por M-CSF R (Geissmann et al., 2003). 

El crecimiento del subtipo de M 0  Ly6C* en medio cni M-CSF fbe mayor que el observado para 

MOIMP Ly6C'. Todos los subtipos proliferaron pero los que más capacidad proliferativa 

mostraban eran los Ly6C' (Geissmann et al., 2003). 

CD 1 4 9 ~ ~  16+ 

C X ~ C R ~  "ny-6Cb 

ED2+ 

Humano 

RaMn 

Rata 

Los monocitos entran a la circulación desde la médula bsea como MOL~K' y se convierten en 

la circulación m M O L ~ ~ C "  autes de emigrar a tejidos perifencos. Estudios ira viho sugieren que 

luego de que un monocito Ly6~'  entra a cimilacibn, pasan de 24 -48 horas para que regule la 

disminución del marcador Ly6C y que se convierta en Ly6C (Geissmann et al., 2003). 

CD 1 4 ' 1 ~ ~  16- 

CX~CRI 10ny-6Chi 

EDI+ 

Estudios han comprobado que los monocitos reclutados a sitios de inflamación perifénca 

típicamente muestran una elevada expresión de Ly6C (Geissmann et al., 2003). 

Se ha encontrado que los subtipo & monocitos representan diferentes etapas en una vía continua 

de maduración (Geissmann, 2003). Esto es, que el subtipo ~ y 6 ~ '  evoluciona en el subtipo Ly6C 

, como se vera a continuacibn. 

Cuadro 4. Fenotipo de los dos subtipos de monocitos que se encuentran en sangre. Tomado de 

Geissmann et al., 2003. 



6.2 Cinética de los subtipos de macrófagos durante la regeneracicrn muscular 

Luego del daño muscular, los monocitos L*C+ son reclutados de sangre y se convierten en 

MOIMP antiinflamatorios Ly6C' MO/MP que proliferan in situ y más tarde se diferencian en 

macrófagos maduros (Arnold, 2007). La fagocitosis de células musculares degeneradas o 

necrosadas (debris) participa en esa transicibn fenotípica de los macrófagos de L*C' a Ly6C- 

(Arnold, 2007). Cabe destacar que los macrófagos llamados residentes no fagocitan material 

dañado sino que atraen macrófagos al sitio de lesión (McLennan, 1993). 

A - Kinoticrr of MOMP 8ubí.t~ during muscle mgeneratkn 

Day post injury 



Figura 10. Cantidades difc~enciales de los dos subtipos de M O M  en diferentes tiempos, luego 

de la administraci6n de mtexina. Tomado de Geissrnann et al., 2003. 

Se ha observado tambiáil que los MO/MP se presentan secuencialmente durante esta 

regeneracibn muscular. Es importante anotar que el músculo normal contiene pocas células 

CX~CRI'IL~~C- ( a p r o w c n t e  200 céluladmg de músculo) (Amld et al., 2007). Se ha 

observado también que, cuando se induce inflamacibn con notexina ya desde los 90 minutos 

postdor a la inyaxih de la toxina se observan MO/MP C X ~ C R I ~ I L ~ ~ C '  en músculo que 

invaden el tejido y alcanzan un punto máximo 24 horas luego de la lesibn (Arnold et al., 2007). 

Dicha población de c X ~ C R I ~ / L ~ ~ C +  declina dpidamente mientras que la de C X ~ C R ~ ' & ~ ~ C -  

se mantiene y alcanza una meseta a los 7 días (Arnold et al., 2007). Entre el día 1 y 4 posterior a 

la lesibn se ha notado un aumento de los macrófagos C X ~ C R ~ ~ ~ I L ~ ~ C '  de 20 veces contra un 

incremento de 2 veces de los C X ~ C R ~  k/Ly6c+ (Amold et al., 2007). 

Se ha observado también que los moaocitos Ly6C+ son reclutados rápidamente por el tejido 

lesionado. Es importante recalcar que la MCP-1 es la quimioquina que estuvo más relacionada 

con el reclutamiento de macrbfagos por parte del músculo. En experimentos de deplecibn de 

macrófagos llevados a cabo por Arnold et al. (2007) no hubo más reclutamiento de macrófagos 

luego de la depleción transitoria de macrófagos durante las O a las 24 horas luego de la lesibn 

muscular aún cuando el pool de monocitos ya se habia reconstituido. Lo que sugería que el 

fenotipo CX3CRllOn,y-6C+ MO/MP se reclutaba rápidamente luego del dafio (entre 2 y 3 días 

clespueS de la lesibn) (Arnold et al., 2007). 

También se ha mostrado que los monocitos marcados con látex CX3CRlloILy-6C+ se 

convertían al fenotipo CX3CRlhi/Lyy6C' desde el día 2. La célula pierde progresivamente la 

expresibn de LyóC que se acompaña de expresión de TNFa y de IL-1 fl, para expresar TGF-Pl e 

IL- 10 como célula Ly6C', lo cual estuvo de acuerdo con el análisis de ARN mensajero de 

citoquinas en el extracto muscular afectado, que muestra que el TNF-a y el IL-1 tienen un pico 

de expresión entre los 2 y 3 días. Mientras que desde el dia 2 aumenta la expresibn de I L  1 O y de 

TGF-fl1 y se mantiene a través de toda la regeneracibn (Amold et al., 2007). 



Los macrófagos reaparecen en la circulacibn desde el segundo día posterior a la lesión. Cuando 

la DT utilizada para depletar de macrbfagos se inyectó 4 días después de la inyección de 

notexina, no se observó diferencias respecto al control, lo que indica que los monocitos 

circulantes no fueron reclutados en el tejido más allh de los 4 días (Arnold et al., 2007). 

Tinciones realizadas con Ki67 muestran como los CX~CRI'O/L~~C' nunca proliferan mientras 

que los CX3CRl"/Ly6~ entran al ciclo celular desde el día 2, duplican en número al día 4 y su 

tasa de crecimiento disminuye a la mitad al dfa 7 (Arnold et al., 2007). 

6.3 Secreción diferencial de citoquinas por parte de los sul~tipos de macrófagos 

Estudios realizados con RT/PCR demuestran que 4 días después de la lesión los 

C X ~ C R I ~ / L ~ ~ C '  expresan ILlb  y en mmor medida TNFa mientas que los C X ~ C R I ~ ~ L ~ ~ C -  

presentan TGF-b e IGlO más fuertemente que el inflamatorio. Lo anterior indica que 

cX~CR~'O/L~~C' time un perfil proinflamatorio y que c X ~ C R ~ ' / L ~ ~ C -  tiene un perfil 

antiinflamatorio (Arnold, 2007). Como se vio anteriormente, los subtipos de macrófagos en 

humanos parecen conesponder a los observados en ratón, en lo que respecta a su estimulación 

(Arnold, 2007). 

6.4 Fagocitosis de debris celular en relación con el cambio fenotípico de los 

subtipos de macrófagos 

Luego de la fagocitosis de mpc, los MPs tratados con LPS disminuyen la secreción de TNF-a y 

aumentan la secrecibn de TGF-b (Arnold et al., 2007). La inhibicibn de la fagocitosis con 

citocalasina D o a n 6  V recombinante produce que la secreción de TNF-a y de TGF-B no 

cambie en presencia de restos celulares. Se sugiere por lo tanto que la fagocitosis de restos 

celulares induce el cambio fenotipico de macnbfago inflamatorio a regenerativo (Arnold et al., 

2007). 



6.5 Papeles diferenciados de los subtipos de macrófagos sobre mpcs 

Los macr&fagos c X ~ C R ~ ~ / L ~ ~ C +  aumentan el crecimiento de mpc mientras que los MPs 

C X ~ C R ~ ~ ~ / L ~ ~ C -  estimulan su diferenciacibn. Los macrbfagos sin tratamiento estimulan el 

crecimiento y la proliferacibn, así como la difmenciacibn y la fusión de miotubos (Arnold et al., 

2007). 

Los macrófagos tratados con LPSIIFNy fueron más eficientes aumentando la proliferación de 

mpc que los MPs no tratados. Al mismo tiempo se redujo la expresión de miogenina y la 

formacibn de miotubos, en relacibn con experimento utilizando MPs no tratados, por lo que se 

puede indicar que hay uua inhibicibn de la difctenciacibn. Al contrario, los MPs tratados con IL- 

4, respecto a los MPs no tratados, disminuyen ligeramente la proliferación de mpcs pero 

estimulan la expresión de miogenina y la formacibn de miotubos (Arnold et al., 2007). 

6.6 Papeles diferenciados de los subtipos de macrófagos en la regeneración 

muscular esquelética. 

Cuando se depletmn MO/MP con toxina diftérica (DT), 12 horas antes de inducir lesibn con 

notexina en músculo & ratbn CDl lb DTR', se observó una regeneración tarda y disminuida, 

con aparicibn de células adiposas. En cambio la inyeccibn doble con DT que logra una depleción 

de 24 horas, result& en la ausencia de indicadores de regeneracibn, así como la presencia de 

fibras n d t i c a s  hasta d día 7 inclusive (Arnold et al., 2007). 

Cuando la DT se inyectó 4 horas después de la notexina, no se observó diferencia en la 

r e g e n d b n  con el control. Lo que indica que los MOMP no entran luego a los tejidos ya que la 

DT intravenosa no afecta a los MP en tejidos (Arnold et al., 2007). 

Es importante que, cu& se administra la DT intramdarmente luego de que se da la 

fagocitosis en el tejido, se observb una disminución del diámetro de las miofibrillas en 

regeneracibn (Arnold et al., 2007). 

' En esta cepa de raúms, los MO/MP tienen un receptor para la toxina dütérica @T) y su administración los mata 
selectivaniente. 



6.7 Estudios espacio-temporales 

La infiltración de macrófagos y la inducción de la regeneración ocurren en paralelo. Se ha 

observado que el VEGF fúe más efectivo en mantener un aumento & la regeneración que el 

MCP-1. Podría ser porque el VEGF produce una mayor disponibilidad de factores séricos 

(Lescaudron et al., 1999). Se ha visto que el infiltrado de monocitos/macrófagos y la 

revascularización son conspicuos (Roberts et al., 1989; Roberts y McGeachie, 1990) y que la 

extensión de la regeneración muscular depende de la cantidad de macrófagos presentes en el 

tejido (Ishiura et al., 1983). 

Sin embargo el contacto directo entre macrófagos y células satélites no es requisito para la 

activación de las células satélites (Lescaudron et al., 1996; Creuzet et al., 1998), ya que en 

cocultivo de ambas líneas celulares se observan efectos similares a los anotados con células 

satélites que crecen en medio de cultivo acondicionado por macrófagos. (Cantini et al., 1994). 

Cuando se aumentó el llamado a tejido de los macrófagos incremento la regeneración. Se 

demostró de esta manera que los requisitos para la regeneración no están contenidos dentro del 

músculo sino que dependen de factores ambientales originados en otros lugares (Lescaudron et 

al., 1999). 

7. Estrategias utilizadas para alterar la función de los miicrófagos en la 

regeneración de las heridas 

7.1 Efecto de la alteración de la función de los macrófagos en 'a regeneración 

Al observar la importante h c i ó n  regenerativa del macrófago en el tejido, se sugiere que al 

aumentar la actividad de los macrófagos en la lesión, llevaría a una mejora marcada en la 

reparación de la herida. Es por esto que el aumento en la actividad de los macrófagos se ha 

sugerido antes. Las metodolo~as que se ensayaron incluían la adición de macrófagos 

directamente en la herida. También la estimulación de los macrófagos por medio de agentes 

activadores y la aplicación de factores de crecimiento purificados o de citoquinas que son 



producidas por los macrófbgos. La mayoría de estos estudios se h a .  probado en ensayos pre 

clínicos pero algunos de ellos han alcanzado la esfera clínica (DiPietro y Strieter, 2002). 

7.1.1Efecto de la aplicación de macrójagos directanzente m a lesión 

En experimentos conducidos por Danon et al, (1989), se demostró que la inyección de 

madfagos en la herida, corregía las deficiencias en la regeneración de las heridas relacionadas 

con la edad. Seguidamente, se d i z ó  la aplicacibn autbloga de macrófagos como una terapia 

para heridas con pobre regeneración. También se demostró que macrófagos derivados de 

monocitos obtenidos de sangre perifOrica mejoraron el proceso de regeneración en heridas 

decúbito (Danon et al., 1997). 

7.1.2 Efecto de la nylicaciórt directa de fi$ctores estimiiliztite ; de rnacrófclgos cri la 

lesión 

Se ha observado un aumento de macrófagos en lesiones en que se ha inyectado glucan, el cual es 

un factor activador & macrbfagos. El tratamiento también induce fibroplasias y re- 

epitelialización de la herida y una mayor fortaleza del tejido (Leibovich and Danon, 1980; 

Browder et al., 1988). 

Por otro lado, se ha aplicado proteínas recombinantes como el PGDF y ha demostrado un efecto 

beneficioso en ensayos pre clínicos y estudios clínicos y ahora se encuentra comercialmente para 

su uso clínico para promover la reparación de heridas dificiles de sanar (DiPietro y Strieter, 

2002). Esta acción se ha probado que proviene del efecto que tiene el PDGF de aumentar la 

funcibn de los macrófagos (Mustoe et al., 1989; Pierce et al., 1989). 

La aplicación del Factor estimulador de colonias de macrófagos (CSF-M) se mostró que acelera 

la reparación de la henda al aumentar la fwición de los macrófagos (Wu et al., 1997). También, 

la administración tópica o sistémica de factor estimulador de colonias de granulocitos y 

madfhgos (CSF-GM), también aumenta la tasa de reparacibn de la herida, presuntivamente por 

la estimulación de la fwición de los macrófagos (Jyung et al., 1994). 



Estos estudios provem argumentos para continuar la investigación del uso de macrófagos y de 

citoquinas derivadas de macc6fagos en el tratamiento de heridas (DiPietro y Sbieter, 2002). 



Conclusión 

A través & este trabajo, se analizaron los efectos del veneno de B. usper en tejido muscular así 

como la infiamacibn que produce. Se abordaron los elementos de la regeneración muscular 

normal, dicho esto como la regeneracibn en el evento de daíío muscular únicamente y no de daño 

vascular. También se identificó al macrófago como célula protagbnica de la regeneración 

muscular y la producci6n de sus citoquinas a m o  seííaies necesarias para la buena regeneración 

del tejido. 

De este trabajo se desprende que en el e n v e n d e n t o  con B. asper, una de las características 

más limitantes de la actividad regenerativa es la actividad hemorrágica del veneno que dificulta 

la llegada del infiltrado inflamatorio al sitio de lesión. De manera que, la llegada deficiente del 

infiltrado inflamatorio podría producir un retardo en la entrega de sustancias quimiotácticas o 

mitogénicas. Así mismo, la activación de células satélite por cuenta de los macrófagos se vería 

afectada. También, las citoquinas quimiotácticas producidas por las mpcs no surtirían tanto 

efecto debido a que la destrucción vascular dificultaría el tráfico ordenado de estas sustancias y 

su difusión hacia una vasculatura normal, donde existen monocitos que pueden ser activados por 

esos factores. 

Por otro lado, el ambiente actiwdor del macrófago en el tiempo (espacio-temporal) se pierde ya 

que cuando se restaura la vasculatura, dicho ambiente activador se ha difundido. De manera que 

el macrbfago recién ll& no se encuentra frente a los activadores apropiados y posiblemente 

el cambio fenotipico no suceda de una manera ordenada en el espacio y el tiempo (como sucede 

en la regeneración completa). Así mismo, se dificulta la llegada de factores angiogénicos 

liberados por macrófagos que producirían una mejor infiltración del tejido. 

Las metodologías que se podrían utilizar para determinar los subtipos de marrófagos y las 

citoquinas implicadas se detallan en el apéndice. Sin embargo, brevemente se puede indicar que 



el primer paso para dilucidar el problema consiste en investigar si los macrófagos tienen un papel 

relewinte en el proceso regenerativo. Dicho problema puede abordarse al utilizar la depleción de 
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Figura 1 l.. Progreso de la regeneración observado luego de la inyección con notexina en relación 

con los subtipos de macrófagos, Se observa como una población de neutrófilos es sustituida por 

macrófagos que gradualinente cambian su fenotipo, lo que coiilleva a uiia secreción diferencial 

de citoquinas. 
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Figura 12. Progeso hipotético de la regeneración luego de la inyección con rniotoxina cil 

relación con los subtipos de macr6fagos. Subtipos celulares de monocitos/macrófagos 

desconocidos así como su perfil dc citoquinas y factores de crecimiento. 
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Figura 13. Progreso hipotético de la regeneración luego de la inyecci8n con hemorragina en 

relación con los subtipos de macrófagos. Subtipos celulares de monocitos/macrí>fagos 

desconocidos así como su perfil de citoquinas y factores de crecimiento. 



Figura 14. Esquema que muestra los factores de crecimiento y las citoquinas más implicadas en 

la regeneración muscular y su relación con los macrófagos, Modificado de Hussinan et al., 1996, 

Hawke y Garry, 2001 y Chargé y Rudnicki, 2004. 



macrófagos por medio de clodronato encapsulado en liposomas, según la técnica de Van Rooijen 

(1994), en la que se podría contrastar la regeneracibn luego del envenenamiento en presencia y 

en ausencia de macrófagos. 

Es de particular importancia contrastar los resultados de la aplicacibn de hemorraginas con las de 

una lesibn enteramente miotóxica. Esto por cuanto se esperaría que la cinética de la infiltración 

en la lesibn con miotoxina fuera similar a la observada con la notexina puesto que sus 

características histolbgicas son semejantes. Por otro lado, el realizar el experimento con 

hemorraginas poMa dateminar hasta que grado la presencia de macrófagos influye en la 

regeneracibn luego de la hemorragia. El significado que tendría una regeneración disminuida en 

un ratón depletado de macr&fagos e inyectado con hemorraghas, indicaría que, de alguna forma, 

el macrófago todavía es capaz de ejercer funciones durante la regeneración aunque exista 

hemorragia Mientras que si los resultados obtenidos fueran similares a los del control, querría 

decir que para el tejido es lo mismo si hay macr&fagos que si no los hay, ya que estos no estarían 

en la capacidad & llegar a la zona de lesibn. Además, se podría analizar en qué grado la 

presencia de macrbfagos es importante en la regeneración luego de restaurada la vasculatura. 

Es importante enhtizar que los eventos en el músculo lesionado, ya sea por miotoxina o 

hemorragina, no se detienen por la ausencia de los macr&fagos; la liberación de citoquinas y 

factores de crecimiento por parte de los tejidos no es peqetu, por lo que una hipótesis que se 

podría plantear es que si el macrófago no arriba a la zona de lesibn, cuando las citoquinas y 

factores de crecimiento que lo activan se encuentran en su concentracibn activadora para el 

macrbfago, entonces el macr&hgo no será activado de la manera que el orden de los eventos 

regenerativos lo requieren. Ese orden si se observa en el tratamiento con notexina o con 

miotoxinas de Bothrops asper, de manera que el momento en el que sucede la activación del 

macr&fago y el microatnbiente que genera dicha activación son los necesarios para una buena 

regeneracibn, en la medida que los tiempos de activacibn de las células no se retardan ya que la 

vasculatura se encuentra integra en su mayoría. Por lo tanto, esta hipótesis podría plantear que en 

el caso de las hemorraginas la activacibn del macrbfago seria diferente, ya que las citoquinas 

presentes serán distintas en el tiempo, unas aparecen mientras que otras se difunden o son 



degradadas. Y de esta manera, un d f a g o  que arriba al tejido en un momento 1 encontrará un 

microambiente posiblemente difeccnte en un momento 2. Como se discutió anteriormente, el 

macrófago define su fenotipo basado ea la información que recibe del entorno, por lo que, si la 

información es diferente, evidentemente su activación o su evolución hacia otros subtipos se verá 

afectada. 

En la literatura, es evidente que la hemorragia podría producir un retraso en la llegada del 

macrófago, y ese retraso en un evento o r d d o  podría traducirse en fibrosis. Lo anterior por 

cuanto, el macrófago como célula estromal, no sólo secreta factores de crecimiento o citoquinas 

sino que interactúa con el ambiente, es decir, se autoregula por medio de su microambiente, así 

como define y regula el ambiente en su entorno. 

Si se toma en cuenta la hipótesis reciente de la migración guiada para la revascularización de 

tejidos, sería interesante realizar un experimento para intentar aumentar la infiltración de 

macrófagos en el sitio de lesión por medio de la utilización de citoquinas que produzcan un 

incremento en la migración de macrófagos que, según lo que se ha visto, tendría los siguientes 

efectos: 

Producción de nueva vascularización del tejido por factores humorales y celulares. 

Producción de actividades fagocíticas de restos celulares. 

Actividades regenerativas por medio de la secreción de productos mitogénicos 

angiogénicos y reguladores. 

Otro punto interesante es que metaloproteinasas de B. asper degradan matriz extracelular 

(Gutiérrez y Rucavado, 2000) de manera que se debería de analizar hasta qué grado esa 

degradación colabora con la liberación de citoquinas y íkctores de crecimiento que se encuentran 

embebidos en la matriz extracelular, como se explicó anteriormente. 

Respecto a la detenninación del aumento de las citoquinas posterior al envenenamiento con 

veneno completo, se conocen los niveles de IL-1, de IL-6 y de TNF-a en cavidad peritoneal 

(Zamuner et al., 2005). Así mismo, se ha investigado el efecto en la liberación de citoquinas de 

la inyección de metalopmteinasa BaPl intrapcaitonealrnente, en la que se encontró una elevación 



del TNF-a in vivo (Femandes et al., 2006). Sin embargo, para el estudio de subtipos de 

macrófagos en la regeneración, se deberfa de analizar su expresión en los diferentes subtipos de 

macrbfagos, debido a que su determinaciba a nivel local en músculo es importante, puesto que es 

el microambiente al que d mscrófago se enfrenta cuando llega al tejido. 

Además, se ha investigado la produccibn de ILl$, IL-6, CXCL1, CXCL2, IL-8 en cultivos de 

fibroblastos (Gallagher et al., 2005), más no existen datos respecto al grado de produccibn otros 

mediadores infiamaiorios y factores de crecimiento por parte & los macrófagos. 

Uno de los aspectos importantes, es que se podría realizar determinaciones por medio de RT- 

PCR para las poblaciones de células inflamatorias presentes en el infiltrado luego del 

envenenamiento. Esto podría suministrar más datos acerca de los niveles de expresibn de TNF-a, 

TGF-$, IL-6, IL1 y otros, que permitan determinar si sus comportamientos se ajustan o se 

desvían de los observados en otros tipos de lesibn muscular. Si se desviaran, podría sugerir 

cambios en la cinética de la infiltración o por otro lado, de la expresibn fenotípica de los 

monocitos/macrbfagos en el tejido. 

También se podría realizar experimentos & damacibnldevascularizaci6n en el que se induzca 

miotoxicidad, y de esta manera se podría comparar este efecto con el de la accibn del veneno 

completo ya que reproduciría de alguna manera la miotoxicidad y la isquemia & las células 

satblite además de la dificultad que presentaría para los macrófagos el poder llegar a la zona de 

lesibn en ausencia dc: v d a t u r a .  

Es importante rescatar que el TGF-$ aumenta en el tejido en el evento de daño muscular y no 

requiere necdamente  de la presencia de macrófagos para su regulacibn. Por lo tanto, en vista 

de las propiedades fibrogénicas que se le atribuyen al TGF-$, sería interesante determinar hasta 

qub punto la infiltracibn del macrófqo en el tejido lesionado regularía la expresión de TGF-P 

por parte de las células satélite, axpresibn que de otra manera sería constitutiva en el tejido a falta 

de regulacibn. Lo anterior implica que también es necesario investigar los niveles de TGF-$ por 

parte de las células &elite en el tratamiento con veneno completo, con miotoxinas y con 

hemorraginas aisladamente, ya que con~~ntraciones elevadas y constantes de TGF-$ en el 



tratamiento con veneno completo o con hemorraginas podría sugerir una ausencia de regulación 

de dicho factor de crecimiesito. Más aún, si se utilizara depleción de macrófagos por medio de 

clodronato y luego una miotoxina, y si se encontraran niveles de expresión aumentados de TGF- 

$, podría sugerir la implicación de los macrófagos como reguladores de la actividad 

fibrinogénica en el tejido y por lo tanto la implicación del retraso de la infiltración de los 

macrófagos en la cicatrizsción observada durante el envenenamiento. 

Finalmente, se puede indicar los aspectos positivos que ofrece la investigación de este problema 

En primer lugar, guarda relación con resultados obtenidos de investigaciones previas realizadas 

en el envenenamianto agudo y crónico utilizando veneno completo o hemorraginas y miotoxinas 

de Bothrops asper. Permite abordar la regeneración muscular, al analizar subtipos de macrófagos 

por medio de una herramienta novedosa mediante el rastreo de macrófagos (desde el estado de 

monocito) por medio de marcaje con partículas de lhtex (ver apéndice Chazaud et al., 2003). La 

obtención de valores para las citoquinas implicadas y los subtipos de macrófagos presentes 

permitiría predecir cómo se comportaría la regeneración del tejido en diferentes escenarios 

inflamatorios. 

Además tomando en cwnta las metodologías que se han aplicado con éxito a la resolución de 

úlceras, es importante realizar los protocolos que permitan la dilucidación del papel del 

macrófago en la regeneración muscular luego del envenenamiento ya que si se probara relevante, 

se podrSan dar pasos importantes en el desanollo de estudios clínicos que busquen una mejor 

regeneración por activación o adición & macrófagos en el sitio afectado. Dicho proceso ha 

iniciado asi pata el tratamiento de algunas dolencias donde estas metodologías se han probado 

útiles, y es mi parecer que se debe buscar respuesta a estas preguntas dirigiéndolas hacia el 

desarrollo de ensayos pre clínicos y clínico8 que permitan no solamente la debridación y 

posterior cicatrización del tejido, como sucede hasta la fecha, sino una adecuada regeneración 

del tejido muscular, con los beneficios que conlleva para la rehabilitación del paciente. 
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Anexos 



Liposomas 

Los liposomas son esferas artificialmente preparadas que consisten en bicapas fosfolipídicas 

concéntricas separadas por compartimentos acuosos (Van Rooijcn, 1994). Los liposomas 

multilamelares grandes son más eficientes eliminando macrófagos que los unilarnelares 

pequeños (Van Rooijen N, 1994). Parte de la solución acuosa en que se disuelven los liposomas 

junto a moléculas hidrofllicas como CUMBP, será encapsulada durante la formación de los 

liposomas (Van Rooijen, 1994). 

Mecanismo de acción de los liposoinas con clodronato 

El CL2MBP es una droga no tóxica en si misma ni dentro de liposomas. La droga libre no 

traspasa membranas facilmente y tiene una vida media muy corta. Una vez que el clodronato 

entra a las células fagocíticas, usando liposomas como vehículo, la droga no escapa de la célula. 

El CL2MBP l i b d o  de liposomas o de macrófagos muertos no reingresa a las células en 

cantidades que afecten su metabolismo (Van Rooijen, 1994). 

Luego de la dimpción de bicapas fosfolipfdicas de los liposomas por la influencia de 

fosfolipasas lisosomales en el macrófago, la droga, es liberada dentro de la célula. El mecanismo 

exacto por el cual concentraciones altas de clodronato afectan el metabolismo celular aún no se 

conoce (Van Rooijea, 1994). 

Fisiología de los liposomas 

El clodronato es un bifosfonato de bajo peso molecular y soluble en agua, cargado 

negativamente. Esto puede explicar por que el atrapamiento de clodronato en liposomas 

cargados negativamente es menor que en liposomas neutros. El atrapdento de los liposomas 

confeccionados con fosfatidilcolina y colesterol es cercano al 2,9% del clodronato en la solución 

original. Por ello se utilizan ciclos de congelamiento/descongelamiento (freezelthaw) que 

aumentan la eficacia del atrapamiento de clodronato en los liposomas. Los liposomas EPCIChol 

(7:1.3) son la formulación óptima de liposomas cuando se pretende depleción de macrófagos 

(Buiting et al., 1996). 



La concentración de clodronato en sangre disminuye rápidamente luego de la inyección con 

liposomas con clodronato. Se ha observado que el aclaramiento de liposomas de la sangre ocurre 

principalmente en los primeros minutos luego de la inyección y se completa a las 3 horas 

(Buiting et al., 19%). 

Por otro lado, los restos celulares sólo estuvieron presentes durante los primeros 2 días luego de 

la depleción de los d f a g o s .  Lo que implica que experimentos in vivo pueden realizarse 48 

horas luego del tratamiento con liposomas con clodronato (Buiting et al., 1996). De manera que 

los experimentos comiencen 2 días después del tratamiento con el CL2MBP/lip, a pesar de que 

se sabe que estos son depletados desde un día despub de la inyección. Pero 2 días después, los 

remanentes celulares han sido eliminados del bazo y las moléculas liberadas por los macrófagos 

estarían en su valor normal (Van Rooijen N, 1994). 

Ha sido bien establecido que tras un breve influjo inicial de neutrófilos en el músculo, los 

macrófagos se vuelven la célula inflamatoria dominante por el día 1 y con niveles pico en el día 

3 luego de la lesión (Summan et al., 2006). 

De manera consistente con un rol de los m b f a g o s  en los mecanismos regenerativos, están las 

observaciones in vivo que indican que la regeneración muscular posterior a la lesión inicia 

aproximadamente en el momento en que hay un pico de infiltración de los macrófagos (Summan 

et al., 2006). 

La tinción con hematoxilina y eosina indica un considerable infiltrado inflamatorio, 

principalmente muchas cúlulas mononucleares al tercer día luego de la lesión. En cambio el 

influjo de células inílamatorias al tejido lesionado, en los ratones tratados con Clo/lip fue 

significativamente reducido cun la administración de liposomas con clodronato (Summan et al., 

2006). 

Ansrlisis morfométricos confirman que a los 9 días luego de la lesión, la inflamación intersticial y 

el porcentaje de miofibrag n m ,  era si@ficativamente superior en los ratones tratados con 



CloAip, en comparación con los ratones tratados con PBSAip. Además, a los 14 días, la 

acumulación intersticial de grasa era significativamente mayor en el grupo tratado con 

clodronato que en el grupo tratado con PBS (Summan et al., 2006). 

El tratamiento con Clofiip, que tiene como blanco principalmente M O M  periféricos y resulta 

en una atenuación marcada del pico de respuesta inflamatoria en el tejido lesionado en los 

primeros 3 días. Comprende a su vez una disminución de la expresión de genes, que codifican 

por mediadores que afectan la regeneración y reparación muscular (Surnman et al., 2006). 

El tratamiento con liposomas sólo afecta a monocitos y macrófagos, porque el tratamiento no es 

tóxico para células no fagodticas. La reducción de los monocitos/macrófagos en el tejido 

también se asoció a la disminución, tanto de mediadores inflamatorios como TNF-a y MCPI1 

como de factores de crecimiento como IGFl e IGFBP. Los miembros de la familia de IGF se 

conoce que juegan un papel esencial en la regulación de la miogénesis. Dichos factores y otros 

afectan la proliferacibn y diferenciación de células precursoras musculares (Summan et al., 

2006). 

La modulación por el aumento o disminucibn del influjo de macrófagos en el tejido lesionado se 

observa como una estrategia atractiva para la intervención terapéutica (Summan et al., 2006). 

Preparación de liposomas 
Liposomas multilamelares basados en un método modificado del original de Van Rooijen 

(Popovich et al., 1999). 

1. Se disuelven 86 mg de fosfatidilcolina con 8 mg de colesterol (Sigma St Louis. MO) en 

una razón de 6: 1 en 10 m1 de cloroformo en un balón (flask) de fondo redondo. Luego se 

seca in vacuo en un evaporador rotatorio para formar un film. 

2. El film fue diqwsado en liposomas luego de la adición de 2,5 g de bifosfonato de 

diclorometileno (CUMBP) o clodronato a 10 m1 de PBS. 



3. La preparación se mantiene a temperatura ambiente por 2 horas adicionales. Los 

liposomas se centrifugan a 100000 xg por 30 minutos y son resuspendidos en 4 m1 de 

PBS. 

4. Para la depleción de macrófagos los ratones recibieron inyecciones, 2 ml por inyección 

& CLO-LIP en la vena de la cola, el día 1, 3 y 6 luego de la lesibn. Para la 

erlministracibn intravenosa, se inyecta O, 1 m1 de swpensibn por cada 1 0g de peso corporal 

(Van Rooijen N, 1994). 

ProtocoIo de inyección de los Iiposomas para obtener depleción de macrófagos 
por tiempos mayores 

Los ratones son inyectados con liposomas con clodronato o liposomas con PBS 2 días antes (0.2 

ml i.v de liposomas a trav6s & la vena & la cola) y 2 horas antes (0.1 ml i.p de liposomas) de 

inducir la lesibn muscular. De manera adicional, en los estudios de 9 y 14 días, se administró 

liposomas (0.lmL i.p) cada tercer dia luego de la lesibn (Summan et al., 2006). 

Es importante aclarar que en el estudio para evaluar el resultado de tratamiento con clodronato se 

realizaron &tis & sangre periférica que no mostraron una diferencia significativa entre el 

tratamiento con liposomas con clodronato y el tratamiento con liposomas con PBS. Por lo tanto 

este método no se debería de considerar como una estrategia cuantitativa de peso para evaluar el 

efecto del tratamiento con clodronato (Summan et al., 2006). 

En los estudios realizados en el áía 3 luego de la lesibn se observa un infiltrado masivo de 

macrófagos en el área del músculo lesionado en los ratones tratados con liposomas con PBS 

(PBS lip) mientras que se dio una disminución de más del 50% de la infiltracibn del tejido por 

macrófagos en los ratones trataíos con Clo/lip (Summan et al., 2006). 

Metodologías para determinar los subtipos de macrófagos en músculo 
esquelético 



Marcaje con ütex pan manodtos L ~ ~ c ' '  

Se administran liposomas con clodronato (i.v) que resulta en una depleción de los monocitos en 

sangre a las 18 has. La inyección de partículas de lhtex iv. 18 horas después de la 

administración de clodronato cuando los monocitos estaban ausentes en la sangre, no previene 

que los monocitos se marquen con las micropartículas. Los monocitos aparecen marcados en 

sangre luego de que los monocitos circulantes se restablecen de la depleción transitoria por 

acción de los liposomas con clodronato (Tacke et al., 2006). 

La eficiencia en el marcaje es de 10 al 15% del total de monocitos en sangre. Los monocitos en 

sangre látex positivos, que reaparecen luego & la depleción, no se transforman rápidamente en 

monocitos Ly6C a diferencia de los monocitos marcados con látex sin previa depleción con 

liposomas con clodronato. Este Último marcaje con látex sin previa depleción produce que los 

monocitos pasen rápidamente a ser LyLr. La depleción y el posterior marcaje con 

micropartículas de látex aseguran un marcaje por 7 días aproximadamente. Entonces el protocolo 

anterior guía hacia el marcaje estable de los monocitos ~ y 6 ~ '  (Tacke et al., 2006). 

Los experimentos de Tacke et al. (2006) Son consistentes con la posibilidad de que precursores 

de monocitos en médula ósea hayan engolfado linfocitos B y neutrófilos que se localizan en la 

medula ósea, luego de retirarse del bazo. Dicho engolfamiento por parte de los monocitos 

pmducs su propio marcaje antes de entrar a circulación como momcitos ~ y 6 ~ '  (Tacke et al., 

2006). 

Se ha observado que utilizando partidas de lhtex fluorescente se puede alcanzar el marcaje de 

dos subconjuntos de macrófhgos, los monocitos macrófagos Ly6C+ y los MoIMP Ly6C-. el 

protocolo se detalla a continuación: 

Se preparan las microesfents de lhtex. Se diluyen microesferas FTTC conjugadas de 0,5pm de 

ditimetro 1 :25 en PBS. 



Para conseguir el marcaje del subtipo Ly6C' se inyectan las partículas de lhtex marcadas sin 

depleción previa de los macrófagos (250 pL de la dilución en la vena lateral de la cola), dentro 

de 24 horas todos los monocitos lstex positivos en circulación son del subtipo Ly6C-. Lo anterior 

porque por una razón hasta ahora desconocida, la fagocitosis directa de las partículas de lhtex por 

parte de los monocitos en sangre produce el cambio fenotipico del subtipo ~y6C? al Ly6C' 

(Tacke et al., 2006). 

Por otro lado, si lo que interesa es marcar el subtipo LY~C' entonces se administra una dosis de 

clodronato de 250 pL previo a la inyección de las partículas de lbtex marcado (250 pL de la 

dilución en la vena lateral de la cola). El procedimiento anterior, resulta en una depleción de 

monocitos por medio de liposomas con clodronato, tanto en sangre como en hígado y bazo. 

Otras poblaciones pemanewn protegidas como se indico, anteriormente ya que los liposomas 

con clodronato no cruzan las barreras vwulares. De esta manera, se consigue un marcaje 

estable de los monocitos subtipo ~ y 6 ~ '  por alrededor de 7 días en ausencia de cualquier otra 

alteración en los ratones. 

Para la citometría de flujo se pueden utilizar anticuerpos anti LyóC y anti F4180 y las partículas 

de lhtex en un citómetro de flujo de por lo menos tres colo& separados. 

Por lo tanto, es posible estudiar el efecto que tienen los diferentes subsets en la respuesta 

inflamatoria de la sigui- manera: 

1. Depleción de macrófagos con liposomas con clodronato. 

2. Marcaje de M O M  en ratón por medio de inyección con micropartículas de látex. 

3. Inducción de lesión muscular en ratón por medio de veneno completo de Bothrops asper. 

4. Obtención de los macrófagos infiltrados en el tejido muscular en tiempos determinados, 

concomitante con la medición de TNF- a y TGF-f3 en el tejido. 

5. Marcaje de los macrófagos obtenidos en el paso anterior con anticuerpos monoclonales 

anti F4/80 y anti Ly6C. 

6. Medición por medio de citometría de flujo de los subtipos de MO/MP que se encuentren 

en el tejido muscular inflamado. 



7. Obtencibn de una gráfica que muestre células Ly6C+ y F4/80+ (monocitos del subtipo 

inflamatorio) contra células Ly6C- y F4180-t (monocitos del subtipo regenerativo). 


