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1. RESUMEN

La reparacion del tejido muscular tras una les®mume proceso finamente orquestado
gue incluye cambios en la sintesis y degradacionodecomponentes de la matriz
extracelular (MEC). En este proceso las metalopragas de matriz juegan un papel
importante. Estudios previos han demostrado queatitias en los patrones de expresion a
través del proceso regenerativo de las metalopagas de matriz MMP-2 y MMP-9,
conocidas colectivamente como gelatinasas, deewaresultados diferentes de reparacion
del tejido. El envenenamiento ofidico @othrops asper se caracteriza a nivel local por
edema, dolor, hemorragia y necrosis muscular. Usdmo frecuente en los casos de
envenenamiento severo es una regeneracion deficieit miusculo afectado, lo que
ocasiona disfuncion del musculo, perdida de masscuatar y fibrosis, dando por resultado

secuelas permanentes en el afectado.

En estudiosn vivo realizados en raton@syectados con veneno crudo o toxinaBde
asper, se ha reportado que hay una mejor recuperacibmdeculo tras la inyeccién de
fosfolipasas Ay homélogos de las fosfolipasas, &n contraste con la recuperacion parcial
obtenida tras la inyeccidn de veneno crudo o metateinasas del veneno de serpiente. En
el presente estudio se hipotetizo que la deficeeobservada en la habilidad del musculo de
raton para regenerarse después de la inyecciérereng crudo o de la metaloproteinasa
BaP1, en comparacion con la buena regeneraciomugdadal inyectarse el musculo con la
miotoxina Mtx-1, se debe a patrones de expresiactiyacion diferentes de la MMP-2 y/o

MMP-9 a través del proceso regenerativo.

Se encontrd que tras la lesion provocada por eénery sus toxinas, las formas
inmaduras de las gelatinasas MMP-2 y MMP-9 se agpom en todos los tratamientos. Sin
embargo, el patrén de expresion temporal y activade estas proteinas varid de acuerdo
al tratamiento administrado. En el modelo de bueganeracion (inyeccion de Mtx-1), los
patrones fueron los esperados y que han sidoitbsspor otros autores. Sin embargo, en
los modelos de mala regeneracion (musculos inyestadn veneno y BaP1) se presento

una expresion tardia de la MMP-2 activada. Interesaente, la activacion de la MMP-9



solo se dio en los ratones tratados con Mtx-1.mdisimo, la regeneracion del tejido en el
estudio histolégico mostro tendencias de recup@nadistintas segun el tratamiento, siendo
mejor para Mtx-1 que para veneno o BaP1l. Los lgilszle este estudio sugieren que la
activacion a destiempo de la MMP-2 y la falla enaldivacion de la MMP-9 estan

afectando el recambio de la MEC, asi como la redaszacion correcta y en tiempo en los
tratamientos modelo de mala regeneracion. La iactarremocion de la MEC afectada
podria estar evitando la fusion de mioblastos hbkeracion de factores de crecimiento y
sefiales moleculares importantes para la regenardeidtejido muscular y vascular. Asi

mismo, la inadecuada revascularizacion tras el ranamiento se especula evitaria la
llegada de oxigeno, nutrientes y un correcto lualamtre activadores e inhibidores de las
gelatinasas en el momento adecuado, lo que poeérieers parte la casusa de una

regeneracion muscular empobrecida.



2. INTRODUCCION

Los envenenamientos por mordedura de serpientdittyes un problema de salud
publica en el area centroamericana, que afect@ipalmente a la poblacién rural. En la
mitad de los casos de accidente ofidico la sempiesdponsable es lzarba amarilla o
terciopelo,Bothrops asper (Garman, 1884). Después del envenenamiento psegtiente

hay una regeneracion muscular deficiente cuyasasaaish no han sido establecidas.

Las metaloproteinasas de matriz (MMP) son una fardi# enzimas dependientes de
zinc que han demostrado tener un papel importamtel anantenimiento de la matriz
extracelular (MEC) y en la remodelacién de tejideis.cuanto al tejido muscular, las MMP
tienen un papel regulador en el crecimiento y adebay y también son importantes en el
proceso de reparacion después de una lesion ti@am&in embargo, niveles altos o
expresion a destiempo de las formas activadastde psede llevar a estados patolégicos

de destruccion tisular.

En esta investigacion se determind el patrén deesidn y activacion de las
metaloproteinasas de matriz involucradas en regeiter muscular, MMP-2 y MMP-9,
después de la inyeccién de veneno crudo en gastroonde ratdén. Adicionalmente, se
evalud el patrén de expresion y activacion de le&smas metaloproteinasas de matriz al
inyectar el veneno crudo y dos toxinas aisladas \d&ieno: la metaloproteinasa
hemorragica BaP1 y la fosfolipasa miotoxina I, con el fin de evaluar modelos arligsa
de mala regeneracion (inyeccion intramuscular d@1Baveneno crudo), y compararlo con
un modelo animal de buena regeneracion (inyeccittarnuscular de la miotoxina I). Los
hallazgos de los patrones de expresion se compacaro el proceso de regeneracion del
musculo a través del analisis morfologico de canis®logicos tefiidos con hematoxilina-
eosina. Todo esto se llevd a cabo durante el peridel inflamacion aguda y de
regeneracion muscular posterior a la necrosis iddymor el veneno o su toxinas aisladas,

a intervalos de tiempo establecidos por hastad$ di

Con esta investigacion se obtuvo mayor informasidre la patogénesis local causada
por la mordedura de barba amarilla, que a su vemifpi desarrollar, en un futuro,

tratamientos efectivos que mejoren la regeneracidscular.



3. ANTECEDENTES

3.1. Envenenamiento porBothorops asper (Garman, 1884)

Los envenenamientos por mordedura de serpientdittgyes un problema de salud
publica en el area Centroamericana que afectaipaiincente a la poblacion rural. Casi en
la mitad de los casos de accidente ofidico la setpiinvolucrada eB. asper. La mayoria
de de mordeduras de serpiente se da mientrashegatien el campo, de ahi que el grupo
mas afectado sean hombres de entre 5 y 25 afiakadeEn cuanto a la localizacion de la
mordedura, en aproximadamente el 50% de las veceas el pie, 18% en la pantorrilla y
32% en las extremidades superiores, predominanteneemano. El veneno causa serios

dafios locales al tejido y alteraciones sistémigastiérrez, 1995)

3.1.1. Descripcion deBothrops asper (Garman, 1884)

El géneroBothrops pertenece a la familia Viperidae, subfamilia diote. A las
serpientes de esta subfamilia también se les coenceglés como “pit vipers” por
poseer fosetas loreales situadas entre el ojo origtio nasal, a ambos lados de la
cabeza. Estas fosetas loreales son sistemas deresenke calor que le permiten a la
serpiente localizar presas por las diferenciasdgératura en el ambiente que la rodea.
Ademas, poseen glandulas de veneno especializadadapcaza, defensa y promocion
de la digestion(Meier & Stocker, 1995; Campbell, 1999) Su reproduccién es
ovovivipara y su denticion tipo solenoglifa, esideon un par de colmillos retractiles
con un canal cerrado que va de la base al extrgmesto, terminando en forma de bisel,

especializados para la inyeccion de vengmstituto Bioclon, 1997)

La especieB. asper mide en promedio 120 a 180 cm cuando es adulte, jpeede
llegar a medir hasta 250 cm. Su cuerpo es modeeda delgado y su cabeza es
lanceolada. Es altamente variable en color y patEbeolor de fondo puede ser marrén
claro, café, verde olivo, gris, café grisaceo, dosa casi negro. El dorso de la cabeza

usualmente no esta marcado, aunque puede pres@riahas o rayas poco definidas en



la region occipital. La region labial y cantal n@mente no estd marcada o esta
difusamente pigmentada, y son usualmente de coiario claro. Una raya post-orbital
color café oscuro se extiende desde atras del agtakel angulo de la boca e incluso
puede llegar hasta 1-2 escamas supralabiales deéklposteriores. La parte ventral de la
cabeza es usualmente amarillo claro. El patronatiarensiste en series de 18-25
triangulos en cada lado, de color café oscuro aonegn bordes pélidos, con sus bases
anchas dirigidas centralmente y sus apices ya geastns o yuxtapuestos en la linea
ventral. Estos triangulos son invadidos centralegydr un color de fondo mas claro,
usualmente gris cenizo; este color puede extentiesalmente y dividir cada triangulo,
dejando un par de manchas basdles Anexo 1) (Campbell & Lamar, 1989;
Campbell, 1999).

3.1.2. Distribucion de Bothrops asper (Garman, 1884)

Esta serpiente venenosa conocida comunmente corba banarilla, cantil boca
dorada o terciopelo, entre otros nombres, se lolistei a lo largo de la vertiente Atlantica
de México, desde la parte central al sur de Tampasily hacia al sur en la porcion este de
la Peninsula de Yucatan; el norte de Guatemala ndttas, y las tierras bajas del
Atlantico de Nicaragua, Costa Rica y Panama. Tamlggé posible encontrar una
poblacion aislada en la vertiente del Pacifico Hagas y Guatemal@er Anexo 2) En
Sur Ameérica su distribucién incluye la vertienté Bacifico de los Andes de Colombia, a
lo largo de los flancos occidentales y tierras $aa Ecuador, e inclusive el extremo
noroeste de Perd. También habita en la parte yocentral de Venezuela al norte del
Rio Orinoco, hasta la region del Delta Amac(€ampbell & Lamar, 1989; Campbell,
1999; Cisneros-Heredia & Touzet, 2004).

Es una especie sobre todo de tierras bajas enaktésiza (0 a1300 msnm), aunque
en Sur América puede llegar méas alto (hasta 2640mn&ampbell & Lamar, 1989).
Puede ser encontrada en una variedad de habiatpjdtropical lluvioso, siempreverde,
bosque subtropical, bosque seco y nuboso. Enelgiones secas, usualmente esta

restringida a la vegetacion riparia. Se le encaeatr bosques primarios, aunque es mas



abundante en bosques secundarios cercanos a dosnicimanos por los roedores
asociados a las poblaciones humg@ampbell & Lamar, 1989; Cisneros-Heredia &
Touzet, 2004).

3.1.3. Composicion del veneno

El contenido y la potencia del veneno puede vaarfactores como el tamafio de la
serpiente, edad, clima, la dUltima ingesta y la pdencia geograficéGutiérrez, 1995;
Castrillén-Estrada et al. 2007) El color del veneno varia desde incoloro a ateatib,
dependiendo en la cantidad de L-aminoacido oxidasesente, una enzima con
riboflavina como parte de su grupo prostétibdeier & Stocker, 1995) Este veneno
presenta un complejo de toxinas, péptidos, nudesti aminas biogénicas,
carbohidratos, sales, acidos organicos y enzimagutantes y procoagulantes tales
como serino proteinasas “tipo trombina” y metaldpireasas que activan los factores X y
Il de la cascada de coagulacidnstituto Bioclon, 1997; Gutiérrez, 2002)

Andlisis del veneno han revelado la presencia deejras pertenecientes a al menos
ocho familias: metaloproteinasas (41-44%), fostdgs A o PLA; (29-45%), serino
proteinasas (4-18%), L-amino&cido oxidasa (5-9%3irdegrinas (1-2%), lectinas tipo C
(0.5%), proteina secretora rica en cisteina (0.§4%agmento rico en desintegrina y
cisteina (<0.1%)Alape-Girdn et al. 2010; Angulo & Lomonte 2009) Estas toxinas
son responsables de las manifestaciones localest§mgcas como la inflamacion,
hemorragia, edema, la miotoxicidad, mionecrosis efratocicidad que procede al
envenenamiento poB. asper (Castrillon-Estrada et al. 2007) En este estudio se
utilizaran de forma aislada la metaloproteinasalBafa fosfolipasa A Miotoxina I. A

continuacion se presenta una breve descripciostds dos toxinas y su accion.

3.1.3.1. Metaloproteinasas

Las metalproteinasas dependientes dé &m encuentran de forma abundante

en los venenos de serpientes, y son clasificadabasa a la composicion del



dominio en cuatro grupos estrucutrales, de P-I'd. E=n el veneno d®. asper se

ha demostrado la presencia de los tres primergmgyypero solo representantes de
los grupos P-1 y P-lll han sido aislad@&lape-Giron et al., 2008; Angulo &
Lomonte, 2009)

La metaloproteinasa BaP1, de 24 kDa (pl=8.5), estarina hemorragica
débil del grupo P-I, subclase Ic, clasificacion qaerefiere a su peso molecular
entre 20000 y 30000 Da y a su actividad hemorragiog baja. La BaP1l esta
presente en relativamente grandes cantidades eeneho deB. asper. Es una
metaloproteinasa dependiente de zinc, termolat@h®eraturas mayores de 60°C,
que hidroliza fibrindgeno, fibronectina, lamininacglageno tipo | y IV. Presenta
actividad formadora de edema y proteolitica fuee,ligeramente miotéxica, y
carece de efecto coagulante y defibrinante, y rletakincluso a dosis mayores de 5
ug/g de pesqRucavado et al. 1995; Gutiérrez et al. 1995) También se ha
demostrado que ademas de hemorragia en muscyldo/dadiposo, la BaP1 induce
necrosis moderada de las fibras musculares esigasléén modelos de raton
(Rucavadoet al. 1995) Otras actividades de esta toxina incluyen dercrases y
formacion de ampollas, activacién del complemestanduccién de la respuesta
inflamatoria incluyendo el reclutamiento de leutosi hipernocicepcion e
induccion de la sintesis de metaloproteinasas ddzmacitoquinas(Angulo &
Lomonte, 2009; Rucavadcet al., 2002)

El mecanismo de accion hemorragica de estas toxinassta totalmente
dilucidado. Sin embargo, los estudios efectuadapgren como hipdtesis que
debido a que estas enzimas son metaloproteinapasdientes de zinc, hidrolizan
algunas proteinas que componen la lamina basatagiea las células endoteliales
de los vasos capilares y de las vénulas. Estorikew desarrollo de una serie de
vesiculas y reduccion del grosor, interrumpiendointegridad y produciendo
rupturas a través de las cuales se produce lavagtteion o hemorragiaer rhexis
(Franceschiet al., 2000; Gutiérrez, 2002) Aln no esta claro si la degeneracion de

las células endoteliales observandaivo, es debida a la accion citotdxica directa de



las toxinas hemorragicas o alternativamente por rmacanismo indirecto
desconocido, ya quin vitro los efectos de la BaP1 sobre células endoteliales
humanas y murinas han demostrado no ser directanc@ntoxicas(Gutiérrez,
2002) Rucavadoet al. (1995) sugieren que la primera accion de la BaPl es
degradacion proteolitica de los componentes deslalmana basal de los capilares,
y que la degradacion de las células endotelisdegvo es un evento secundario
resultado de la desregulacion en la interacciomeeoélulas endoteliales y los

alrededores de la membrana basal.

Otras metaloproteinasas presentes en el veneBoa$per son BaH1, BH2,
BH3, G e |. Las primeras tres son proteinas aa$déon actividad hemorragica en
raton (Borkow, Gutiérrez & Ovadia, 1993) Mientras que las proteinasas G e |, a
pesar de tener actividad proteolitica no inducemdreagia (Aragon-Ortiz &
Gubensek, 1987)

3.1.3.2. Fosfolipasas A

El veneno deB. asper contiene una proporcion significativa de enzimas
fosfolipasas A (PLA,), tanto acidas como basicas. Las formas basicatasanas
abundantes y se ha demostrado que son las priesipasponsables del cuadro
mionecraotico inducido por el veneno completoBlasper (Angulo & Lomonte,
2009. Las PLA basicagpueden dividirse en dos subgrupos segun la seeudeci
aminoacidos: aquellas que presentan aspartato essidlo 49 (Asp49) y las que
presentan lisina en dicha posicion. Esta diferetierge implicaciones drasticas en la
catalisis, ya que el Asp49 juega un papel centrdhecapacidad de estas proteinas
de unir el ion calcio, el cual es requisito paradtividad catalitica al estabilizar el

intermediario tetraédrico caracteristico de esaagi®n(Gutiérrez, 2002)

El veneno deB. asper contiene miotoxina | y Ill, ambas con Asp49; y las
miotoxinas Il y IV con Lys4qGutiérrez et al., 2009) Estas toxinas, ademas del

efecto miotoxicdn vivo, producen edema, accion anticoagulante imyvitrduccion



de citoquinas, accion citotoxica, efecto bacteacithduccion de hiperalgesia,
activacion de macrofagos, efectos apoptoticos, pteoces KDR/VEGF, y

contraccion de vasos linfaticgdngulo & Lomonte, 2009)

Las observaciones experimentales indican que ejuatanicial de las
miotoxinas deB. asper sobre la fibras musculares ocurren en la membrana
plasmatica, con una rapida y drastica perturbaeivha integridad del sarcolema,
originando un influjo de calcio hacia el citosa,dual pone en marcha una serie de
eventos degenerativos que culminan con lesion areltieversible(Gutiérrez &
Ownby, 2003) Estas miotoxinas también se ha visto tienen kilidad de afectar
la integridad de la membrana celular de una vadietatipos celulares ademas de
las musculares. Aun no se conoce a detalle los msnas por los cuales las
miotoxinas afectan la integridad del plasma celuleero se sabe que hay
involucrados eventos dependientes e independidetestio de catalisis fosfolipasa
A, (Gutiérrez, 2002; Gutiérrezet al., 2009)

En el caso de la miotoxina I, cataliticamente actal igual que la miotoxina
[ll, la hidrélisis de fosfolipidos juega un rol immgiante pero no Unico en la
desestabilizacion de la membrana plasméatica déta muscular, ya que al ser
inhibida la actividad fosfolipasa,Asu miotoxicidad disminuye drasticamente, pero
no desaparece por compld@iaz-Oreiro & Gutiérrez, 1997). Esto sugiere que
una region molecular distinta al sitio cataliti®@a@paz de interactuar y afectar la
integridad de la membrana plasmatica de la fibrgsowlar. La identidad de esta
regibn molecular aun permanece desconocida, aumgugrobable que este
comprendida de residuos catidnicos e hidrofébigndages a los presentes en el C-

terminal de las miotoxinas con LyséQutiérrez et al., 2009)

3.1.4. Patologia del envenenamiento

Dependiendo de las circunstancias del accidentgidea de veneno inoculado, el

sitio anatémico de la mordedura, peso, talla ydesfassioldgico general de la persona



mordida) la severidad del envenenamiento puedarvé&sta puede ir de leve a grave con
efectos locales inmediatos y, en los casos modergdseveros, con alteraciones
sistémicas. La sintomatologia asociada al dafnd lesade edema, dolor, sangrado y
necrosis, mientras que las posibles alteracionst®nsicas son nauseas, hematuria,
oliguria, sangrado gingival, coagulopatias, choqaoardiovascular, hemorragia,
hipotension e insuficiencia renal agudautiérrez, 1995; Gutiérrez, 2002; Castrillon-
Estrada et al., 2007) Los dafios locales caracteristicos como miones;rhsimorragia y
edema inician 1 a 20 minutos después de la mordetas alteraciones sistémicas como
hemorragia, coagulopatias, disfuncion renal y chogardiovascular tienen lugar
usualmente entre 1 a 6 horas después de la inyedeldvenendCastrillon-Estrada et

al., 2007)

El edema es la consecuencia mas comun del enveiramEl veneno afecta
directamente las células endoteliales promovieh@s@pe de plasma al intersticio. Asi
mismo, el veneno induce la liberacion de mediadarpartir de precursores enddgenos
(Gutiérrez, 1995; Gutiérrez, Rojas & Aymerich, 200%. En ratas y ratones se ha visto
gue el edema sigue un patron de dos fases, unairfasal rapida producida por
mediadores como histamina y serotonina, y una skgfese mas tardia mediada por
prostaglandinagBadilla et al., 2006; Chaves, Barbosa & Gutiérrez, 1995)La
liberacion de histamina, serotonina y prostaglaaslse da por la accion de componentes
como proteasas tipo “calicreina” (quininogenasakberadoras de quinina) y PLA
(Gutiérrez, 1995)

La mionecrosis se da a nivel local en envenenansenbderados y severos. Esta se
debe a la acciobn de miotoxinas con estructura ,PEAtas inducen dafio celular
muscular agudo por la disrupcion directa de lagimdad de la membrana plasmatica de
las células del musculo esquelético, ocasionand®d emtrada masiva de calcio al
citoplasma. Este aumento de calcio intracelularesponsable de una gran cantidad de
alteraciones que pueden llevar a las células degitn irreversibl¢Gutiérrez, Rojas &
Aymerich, 2005) Probablemente las células musculares son tanafemadas por la

isquemia que resulta de la hemorragia e hinchazdmiribuyendo a incrementar la

1C



extension de la necrosis muscular. No existe ecidede miotoxicidad sistémica
(Gutiérrez, 1995; Rucavadoet al, 1995) Se ha reportado que la necrosis del tejido
muscular es seguida por una pobre respuesta deerageén probablemente como
resultado del dafio a la microvasculatura produpatdas toxinas hemorréagicas, lo cual
deja una serie de secuelas permanentes, como adiuwtel tejido y pérdida importante

de masa musculé6Gutiérrez & Lomonte, 2003)

La hemorragia ocurre a nivel local y, en casos mamttes a severos, también a nivel
sistémico. Localmente la hemorragia es causadéa@mcion de toxinas hemorragicas y
metaloproteinasas dependientes de zinc que degtadacomponentes de los vasos
capilares y vénulas del sitio afectado, y como eomencia los capilares colapsan y se
produce extravasacion. A nivel sistémico, estasnasstoxinas pueden llegar a afectar
los capilares de mudltiples 6rganos, originando angeado sistémico (gingivorrea y
hemoptisis son comdnmente observadas). En cas@soseypuede llegar a ocurrir
accidente cerebro vascular, hipovolemia y choquei@aascular(Gutiérrez, 1995;
Gutiérrez, Rojas & Aymerich, 2005) Se ha encontrado que los venenos de serpientes
de B. asper recién nacidas son mas hemorragicos, edematizgntetales que los
venenos de serpientes adultas, los cuales son méw®liticos y mionecroéticos
(Gutiérrez, Chaves & Bolafios, 1980; Chaves, Gutiéez & Brenes, 1992; Castrillon-
Estradaet al., 2007)

Las coagulopatias que induce el venenoBdeasper agravan los cuadros de
sangrado sistémico. El veneno produce una dedditidn, con la disminucion de los
niveles de fibrindbgeno y con prolongacion de lesippos de coagulacion, de protrombina
y tromboplastina parciglBorrantes, Solis & Bolafios, 1985; White, 2005)Por otra
parte, el veneno también afecta el numero y fuatidad de las plaquetas. En modelos
de raton Rucavadet al. (2005) demostraron que hay una reduccion del nimero de
plaguetas circulantes, o trombocitopenia, debido etdcto de diversas toxinas,
principalmente la aspercetina, una proteina d@nhélia de las lectinas tipo C que induce
la agregacion plaquetaria. Asi también, observaumn otros componentes del veneno,

como las enzimas defibrinantes jararacussin-l (pra@teinasa de tipo trombina) y
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basparin A (una metaloproteinasa activadora de@nttina), indujeron hipoagregacion

plaguetaria.

Puede haber insuficiencia renal aguda en el casndenenamientos severos. Las
principales causas del dafio renal son la hipovalgmia inadecuada perfusién renal,
como consecuencia de la perdida de sangre y posghte por la accion de toxinas en las
células de los tubulos renales. En estos casoalnusnte a las seis 0 mas horas después
de la mordida aparece oliguria o anuria. Estudies patologia en humanos han
demostrado la presencia de nefrosis de las nefrdiséeles, necrosis tubular aguda y

necrosis corticalGutiérrez, 1995; Gutiérrez, Rojas & Aymerich, 200%.

3.2. Matriz Extracelular

La matriz extracelular (MEC) es una compleja redpdsteinas y polisacaridos que
contribuyen a la estructura y funcionamiento det&gglos. La MEC no solo une a las
células entre si y provee soporte mecanico, tidras dunciones diversas. Esta ayuda a
organizar las células en tejidos y a coordinarflesciones celulares activando vias de
sefalizacion y de control de crecimiento celulaoliferacion y expresion genética. Asi
también, la MEC provee un entramado por el cual ddkilas se pueden mover,

especialmente en las primeras etapas de conformdeldejido(Lodish et al., 2003).

La matriz estd compuesta de una gran variedad tecatas que incluyen a la familia
del coladgeno, elastina, glicoproteinas adhesieas fibronectina, laminina, vitronectina),
proteoglicanos y glicosaminoglican@kodish et al., 2003; Lewin et al., 2006) Estos
componentes son secretados localmente y ensambkadosna red organizada en
asociacion cercana con la superficie de las célgles los producen. Las diferentes
combinaciones, inmovilizacion y organizacion esplade estas moléculas dan como
resultado diferentes tipos de tejidos y orgahaslish et al., 2003; Karp, 2006)

La familia del coldgeno consiste de mas de 20ralifes proteinas de la matriz

extracelular, que juntas son las proteinas masdamies del reino animal. Todas se
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caracterizan por estar organizadas en una tripileerae espirales enrollados compuesta por
tres subunidades de colageno, unidas por enlacealeates y no covalentes. La
organizacion que toman los colagenos forma el pah@ndamio de la matriz extracelular
del tejido. Otras proteinas de matriz se unen lalgemo y siguen el patron establecido por
ellos. De ahi que la funcién principal de los cel&ms es proveer soporte estructural a los
tejidos(Lewin et al., 2006)

La elastina por su parte, es la responsable pardarimpartir elasticidad a los tejidos.
La elastina se organiza en fibras elasticas queoaibinarse con los colagenos dan
felixibilidad y fuerza a la MEC de cada érgdiarp, 2006).

La fibronectina es una proteina con al menoss@fbimas cuya principal funcion es
conectar las células a matrices que contengan exadéfjbrilar. Otras funciones de esta
proteina es regular la forma y la organizaciénaitelesqueleto de las células que conecta,
asistir en la formacion de coagulos sanguineoyuga a controlar el comportamiento de
varias células durante el desarrollo y reparac@heatidagUitto & Larjava, 1991; Karp,
2006) En los sitios de lesiones, la fibronectina se @nlas plaquetas durante la
coagulacién sanguinea, y mas tarde en la reparaeda herida, asiste la migracién de
nuevas células al area a reparar. Asi tambiérataginas tienen la funcion de proveer un
sustrato de adhesion para las células y la ddirdsisrzas tensiles en los tejidos. Al igual
que las fibronectinas, estas influyen notablemehtpotencial migratorio, crecimiento y

diferenciacion de las célul@sarp, 2006).

La vitronectina es otra glicoproteina adhesiva gede encuentra circulando en el
plasma sanguineo y en heridas y areas donde hagdetacion de tejidogUitto &
Larjava, 1991). Esta glicoproteina tiene la habilidad de unirsewshos otros tipos de
proteinas, incluyendo coladgenos, receptores dgrintg factores de coagulacion, factores
de lisis de la respuesta inmune, y a proteasasuicnaalas en la degradacion de la MEC. En
lugares donde hay dafio tisular la vitronectinalifadia coagulaciéon sanguingbewin et
al., 2006)
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Los proteoglicanos son mas de 40 diferentes puig@s unidos a
glicosaminoglicanos. La funciébn de estos es la tlaea agua para formar geles que
mantengan hidratadas a las células y que a lanoeeg a los tejidos de resistencia a la
compresion(Karp, 2006). Entre los glicosaminoglicanos que conforman laQVEe
encuentra el acido hialurénico. Este forma enorooesplejos con los proteoglicanos en la
MEC. Al tener una carga altamente negativa ayudasaproteoglicanos a aglutinar
moléculas de aguaewin et al., 2006)

3.3. Metaloproteinasas de Matriz

Las metaloproteinasas de matriz (MMP) constituyea gran familia de enzimas
proteoliticas que median la degradacion de vaosponentes de la MEC. Estas enzimas
son endopeptidasas dependientes de calcio y zedumeionan principalmente de forma
extracelular. Son importantes factores de regutaeibun amplio rango de actividades que
incluyen el mantenimiento de la MEC. Las MMP degradran cantidad de substancias en
la MEC para facilitar la migracién de células, Epdsicion de nueva MEC, y el desarrollo
de nuevo tejidqArmstrong & Jude, 2002; Carmeli et al., 2004) Colectivamente son
responsables de la degradacion de la MEC duramtesalrollo embrionario, la migracion
celular, morfogénesis y remodelacion de tejidos.mMismo, juegan un papel esencial en el
funcionamiento normal de diversos tejidos durante ceecimiento, desarrollo y
envejecimiento, o estan involucradas en procesasiocoemodelacion de hueso,
funcionamiento del Utero y glandulas mamarias yolalacién. Las MMP también
participan en varios procesos fisiologicos y pamds que involucran a la MEC,
incluyendo la inflamacion, angiogénesis, invasidelular, enfermedades del rifion,
progresion de tumores, metastasis, mala cicatémagi muerte celulaNagase &
Woessner, 1999; Carmelet al., 2004; Murphy & Nagase, 2008)

La actividad de las MMP parece estar controladdres niveles basicos: (1) a nivel
genético por control transcripcional; (2) a nivebletular, al necesitar factores que
conviertan la proenzima en la forma activa; y (3)a@és de enzimas de tejido inhibidoras

de metaloproteinasas (las TIMP por sus siglas gl@shArmstrong & Jude, 2002) Las

14



MMP son inducidas por factores de crecimiento,qtitoas, estrés fisico y algunos agentes
quimicos é.g. ésteres de forbol). Ademas, son activadas, unaasppor furina, y la
mayoria por otras proteasas y por agentes no fitate® como compuestos mercuriales y
oxigeno reactivgJohnson, Dyer & Hupe 1998; Nagase & Woessner, 1999a compleja
interaccion entre las MMP, otros receptores y ndtigs circulantes en la MEC, resulta en
un eficiente mantenimiento de la matriz. No ob&tafdllas en la regulacion de las MMP
estan relacionadas con numerosos procesos patmégmmo cancer, heridas crénicas
distrofias musculares, artritis, ulceraciones e, miefritis, fibrosis en el higado y pulmon,
entre otragJohnson, Dyer & Hupe 1998; Nagase & Woessner, 1998rmstrong &
Jude, 2002)

Hasta el momento se han identificado y caractesizz#idmenos 23 MMP diferentes,
cada una con especificidad a un sustrato difef@hbephy & Nagase, 2008) (ver Anexo
3). De acuerdo a esta especificidad de sustrats sstpueden agrupar en al menos 4 tipos
de enzimas(Villalonga, 2001; Armstrong & Jude, 2002; Lewin et al., 2006) las
colagenasas, las gelatinasas, las estromelisindes typo estromelisina, y las MMP de
membrana. Entre las colagenasas se encuentran B-MNMIMP-8 y MMP-13. Estas
tienen la capacidad de adherirse a la triple héledecolageno fibrilar (con mayor afinidad
al colageno tipo I, 1l y lll) y son secundariameatdivas con otros materiales en la matriz
extracelular. Las gelatinasas comprenden la MMP-la MMP-9 que se adhieren
preferentemente a colageno tipo IV, V, VII, y X;gdadan elastina, fibronectina,
basamento de membranas y coladgeno desnaturalizadoestromelisinas y las de tipo
estromelisina (MMP-3, MMP-7, MMP-10, MMP-11, MMP-12VMIMP-26) han sido
asociadas a la degradaciéon de colageno tipo IVIXVy X; elastina, fibronectina,
vitronectina; y algunos proteoglicanos. Finalmetas, MMP de membrana (MMP-14 o
MT1-MMP, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-24 y MMP-25)esencuentran en las
membranas celulares y parecen funcionar ligandosgaa metaloproteinasas de matriz,

activandolas o ayudandolas a localizar su activetadsa membrana especifica.

Es de especial interés para esta investigaciogdiginasas MMP-2 y MMP-9 por lo

gue a continuacion se presenta mas detalle sotare dMP.
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Las gelatinasas difieren de otras MMP en que eligionctatalitico se encuentra
separado del dominio tipo hemopexina por un dondeidipo fibronectina que contribuye
a la especificidad de sustrato. La MMP-9 posee adeun dominio de tipo colageno
(Nguyen, Arkell & Jackson 2001; Giogiaet al., 2009) La expresion de la MMP-@ vivo
se restringe principalmente a células inflamatosiasndoteliales, y esta relacionada a
estados patoldgicos como artritis inflamatoria,etds en la cérnea, y la enfermedad de
Alzheimer (Nguyen, Arkell & Jackson 2001; Murphy & Nagase, 208). La MMP-2 se
expresa constitutivamente en varios tipos celulageseralmente de origen fibroblastico,
células endoteliales y células tumorigenas; ntaaddiMP-9 cuya expresidn y secrecion por
celulas inflamatorias (neutrofilos, macréfagosgctmitos polimorfonucleares, eosinéfilos y
linfocitos) es altamente reguladiherif et al., 1999; Carmeliet al., 2004; Gioiaet al.,
2009) La expresion de la MMP-9 es regulada principabemea nivel transcripcional,
mientras que la MMP-2 esta regulada principalmamneével de activacion de la proenzima
e inhibicion por las TIMP. La activacion de la MNPacurre en la membrana celular y es
mediada por MT1-MMP y TIMP-2, aunque también sevieio que la proteina C
endotelial activada puede activar directamente préeeMMP2 en la ausencia de células
(Nguyen, Arkell & Jackson, 2000; Ruangpanitet al., 2001; Itoh & Seiki, 2004)
Mientras que la activacion de la pro-MMP-9 se dsaaés de cascadas de activacion de
otras MMP, incluyendo la MMP-2 activada a travesadMT1-MMP (Toth et al., 2003)y
la MMP-3 activada por plasmirf&amos-Desimonest al. 1999)

Las MMP de membrana tienen una secuencia en eh@A@ que reconoce furina para
Su activacion. Estas son activadas intracelularengrexpresadas en su forma activa en la
superficie celula(Murphy & Nagase, 2008) La MT1-MMP tiene un domino catalitico,
un dominio tipo hemopexina y un dominio transmemard.a enzima activada es inhibida
por TIMP-2 TIMP-3 y TIMP-4. Entre estas la TIMP42rte un rol dual al inhibir la MT1-
MMP y promover la activacion de proMMP-2. En estegeso una MT1-MMP forma un
complejo inhibitorio con TIMP-2, la cual se une a proMMP-2 por su dominio
hemopexina. De esta forma la proMMP-2 queda enposicion Optima para que otra
MT1-MMP en la proximidad la activfitoh & Seiki, 2004). Adicionalmente, la MT1-

MMP también puede actuar junto a varias serinogprasas, como trombina y plasmina,
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para activar la proMMP-ZZucker et al., 1995; Nguyen, Arkell & Jackson, 1999;
Pekovich, Bock & Hoover, 2001; Shamamianet al., 2001) La MT1-MMP tiene
actividad catalitica contra varios componentes aléMEC como colageno tipo | y Il,
fibronectina, vitronectina, laminina, fibrina y peoglicanogSouni et al., 2002; Lodishet

al., 2003) Esta enzima ha sido propuesta como critica ess rfisioldgicos y procesos
patolégicos como cicatrizacion de heridas, dedardd huesos, angiogénesis, inflamacion,
artritis reumatoide, aterosclerosis y cangtéolbeck et al., 1999; Zhouet al., 2000; Souni

et al., 2002; Seiki, 2003)

3.3.1. Rol de las MMP en el musculo esquelético duranta fregeneracion

La cicatrizacion de heridas se caracteriza pousarsecuencia de eventos altamente
organizados, en la que acttan diferentes célutaapanentes de la MEC y moléculas
biol6gicamente activas para reestablecer la irdagrdel tejidoKossi et al., 2001) En
caso de lesion del mdusculo esquelético la regeldersse da en dos fases: una fase
degenerativa donde se induce inflamacion y la sécde las miofibras afectadas; y una
fase regenerativa donde se da la proliferacion deblastos, la diferenciacion,
elongacion y fusiéon de los mismos en miotuf@kargé & Rudnicki, 2004; Ohtake,
Tojo & Seiki, 2006) Células musculares satélite, es decir célulascolares
indiferenciadas que se encuentran en la musculaetgaelética (entre la lamina basal y
el plasmalema), son activadas tras la lesion yaactomo precursores de mioblastos,
regenerando las miofibras por un proceso similadalla miogénesis embrionaria
(Musaro et al., 2007) Esta regeneracion resulta de la activacionjfpration y fusion
de mioblastos mononucleados en miotubos centraémeattinucleados que maduran en
miofibras (Kherif et al., 1999; Chargé & Rudnicki, 2004) Durante la fusion de
mioblastos se da una remodelacion de la MEC, edealen ratones y cultivos celulares
se ha visto que las MMP estan involucrag@serif et al, 1999; Ohtake, Tojo & Seiki,
2006).

En la investigacion llevada a cabo por Khetidl. (1999) sobre la expresion de

MMP-2 y MMP-9 en musculo esquelético en regeneraaé ratones tratados con
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cardiotoxina y ratones mdx, correlacionan la expresle MMP-9 con la respuesta
inflamatoria y con la activacion de células sat¢linientras que la activacion de la
MMP-2 es concomitante con la regeneracion de ladilonas. En otro estudio llevado a
cabo en cultivos celulares y ratones genéticangeifieientes en MT1-MMHROhtake,
Tojo & Seiki, 2006) se identificé la actividad de la MT1-MMP como uonpo de
chequeo critico en la fase de elongacion de loslastos como prerrequisito para
completar su fusion. Esto seria a través de sui@ati proteolitica sobre la fibronectina,
un posible factor de inhibicion de la fusion deut@ miogénicas. A su vez, la presencia
de MT1-MMP es necesaria para la activacion de laRviM e indirectamente para la
activacion de MMP-9 via MMP-2 activagg@hamamianet al., 2001; Tothet al., 2003;
Itoh & Seiki, 2004).

No obstante su importante papel en la regenerabgbmmusculo esquelético, la
sobreexpresion de estas mismas gelatinasas estidd@s@ procesos patoldgicos del
tejido. Por ejemplo, tanto la MMP-2 como la MMP-¢hsaltamente sobreexpresadas en
heridas por isquemia/reperfusion, lo que conllesgradacion de la ldmina basal que se
correlaciona con una mayor severidad en el dafitatidRoachet al., 2002; Muhset al.,
2003) También se ha demostrado que en distrofia mustal®dMP-9 se encuentra
sobreexpresada y que su inhibicion en ratones maxielo de distrofia muscular en
murinos, aumenta significativamente la regeneraomscular y mejora la patogénesis
del musculo esquelétichi et al., 2009) De igual forma hay evidencia de que diferentes
patrones de activacion de la MMP-9 y MMP-2 puedewal a diferentes resultados de

regeneracion musculé&imowska et al., 2008)

Por otra parte, estas tres metaloproteinasas dentgnen un papel importante en
la revascularizacion y angiogéneiduhs et al., 2003; Carmeliet al., 2004) lo cual
favoreceria la regeneracion del tejido. La angiegénrequiere la invasién de células
endoteliales y la modificacion proteolitica de [&E®1 La protedlisis de la MEC, mediada
las MMP, permite la migracion de células y la ldmén moléculas sefalizadoras
almacenadas en la misrf\u et al., 1998; Kiran et al., 2006) Las dos gelatinasas vy la
MT1-MMP han sido implicadas en este proceso de ficadion de la MEQVu et al.,
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1998; Nguyen, Arkell & Jackson, 2001; Sounkt al., 2002; Carmeliet al., 2004).Sin
embargo, una protedlisis excesiva también puedarlla la desintegracion de la MEC
minima necesaria para el anclaje de las célulasantigs, anulando asi la angiogénesis
(van Hinsbergh, Engelse & Quax, 2006)

3.3.2. Expresion y activacion de las MMP en envenamiento por serpiente

El veneno de serpientes puede contener altas moac®nes de metaloproteinasas,
algunas de las cuales inducen hemorragia afectatidectamente a los capilares
sanguineos, lo cual secundariamente produce dafosal musculo esquelético. Las
metaloproteinasas del veneno de serpiente juegamolummportante en la respuesta
inflamatoria local, induciendo edema y activandoM® endbégenas capaces de liberar
TNF-a de su precursor anclado a la membraf@aarmeli et al.,, 2004) Las
metaloproteinasas del veneno pueden ser las resgeagle la fibrosis y cicatrices después

del envenanamiento por serpiente.

Estudios acerca del envenenamiento PBorasper en ratones indican que la
inyeccion de BaPl y miotoxina Ill aumentan la espre y, en algunos casos la
activacion de (MMP-2 y MMP-9)Rucavado, Nufiez & Gutiérrez, 1998; Rucavadet
al., 2002; Saravia-Ottenet al., 2004) Sin embargo aun no hay evidencias conclusivas

sobre el papel que estas MMP juegan en la patoigatesenvenenamiento.

En el estudio de Rucavado, Nufiez y Gutiér(®298) encontraron la presencia de
proformas y formas activadas de MMP-2 y MMP-9 gruadados de homogenizados de
piel de ratones inyectados con BaP1. Ellos sugiquenla activacion de las MMP en
concierto con BaP1 podria ser un componente impiertan la patogénesis del dafio
local del tejido caracteristico de este tipo dee@enamiento. No obstante, en un estudio
posterior en donde inyectaron a ratones con Bamibtoxina Il aisladas del veneno de

B. asper, encontraron que ambas toxinas inducen el incremenncipalmente de la

forma latente de MMP-9 y en cierta medida de lanfbactivada en las primeras 6 horas

tras las inyeccion de las toxinas, pero este inereono desmostrg tener consecuencias
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en la hemorragia ni en la dermonecrosis inducidaslgs toxinas del veneno. Esto

sugiere que la respuesta inflamatoria y la MMP-®st@én involucradas en el dafio local
tras el envenenamiento al menos en el modelo adiizpor los autores donde parece
tratarse de de una lesion aguda caracterizadarpoontrolado balance de las MMP y

sus inhibidores(Rucavado et al., 2002). No obstante en heridas crénicas este fino
balance entre las enzimas y sus inhibidores puetke \desestabilizado, dando lugar a
una prominente degradaciéon de la MEC y a daficefldbt(Trengrove et al., 1999)

Por otra parte, Saravia-Ottehal. (2004) encontrd que, en masculo esquelético de
raton, en cultivo celular y en un sistema librecdkilas, el veneno d& asper induce la
activacion de MMP-2 sin estimular la sintesis doMMP-2. Ademas sus resultados
sugieren que las serino proteinasas del venenwaacta MMP-2, mientras que las
metaloproteinasas degradan esta misma enzima. M@sdemuestra que las serino
proteinasas del veneno activan a las MMP-2 indapatemente de la presencia de
membranas celulares. Esto sugiere que una venehwess inyectado, la proMMP-2 es
activada directamente y de forma independiente ude reguladores fisiolégicos. La
importancia de estos resultados en la patogénesa tel envenenamiento y en la

regeneracion muscular aun no ha sido dilucidada.
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4. JUSTIFICACION

La patogénesis del envenenamiento por mordeduid dsper se manifiesta a nivel
local por necrosis del tejido muscu({&utiérrez, 1995)seguida por una pobre respuesta de
regeneracion. Esto Ultimo se traduce en secuetasapentes, como disfuncion del tejido y
pérdida importante de masa muscu(@utiérrez & Lomonte, 2003) Dado que la
localizacién de la mordedura en la mayor parte alo€ es en alguna extremidad, los
dafos permanentes pueden llegar a tener un alto @asa las personas afectadas,
especialmente cuando resulta en incapacidad palizareactividades cotidianas y de labor

del campo.

Las causas de la regeneracion muscular deficieatdvam sido esclarecidas, pero
estudios previos sugieren que se debe a alteracipridundas en la microvasculatura
causadas por las metaloproteinasas del vet@uiérrez, 1995)y que la activacion de las
metaloproteinasas de matriz (MMP) puede ser un ooerge implicado en la patogénesis
del dafio local del tejidgRucavado, Nufiez & Gutiérrez, 1998; Kiranet al., 2006)
Varias MMP son asociadas con el mantenimiento yrdgeneracion del musculo
esquelético, especialmente la MMP-2, MT1-MMP y MMIRue juegan un papel esencial
en la proliferacion de miofibras, angiogénesis gmacion de miotubos después de una
lesion. Sin embargo, alteraciones en la regulad®ra expresion y activaciéon de estas
metaloproteinasas han sido asociadas a heridagas@8oo et al., 2000; Kiran et al.,
2006)

Es por ello que esta investigacion se dedicO alestla expresion y activacion de las
metaloproteinasas de matriz MMP-2 y MMP-9 a tradé proceso regenerativo del
musculo esquelético después del la necrosis indupa el veneno d®. asper, y a
esclarecer si tienen o no una relacion con la egeion incompleta del masculo. Los
resultados encontrados ayudan a comprender mejorpdtogéenesis local del
envenenamiento pdd. asper. Por tanto, la informacién generada es un pasohaés el
planteamiento de estudios enfocados al desarrelltvadamientos especificos después del
envenenamiento que permitan evitar o minimizar dasuelas permanentes y el costo
econdmico que estas representan para las perdentesdias.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Determinar los patrones de expresion y activadénas metaloproteinasas de
matriz MMP-2 y MMP-9 durante el proceso regeneratiel musculo esquelético en
raton después de la necrosis inducida por el veoarao y toxinas aisladas d&e

asper y si existe diferencias entre tratamientos.

5.2. Objetivos especificos

5.2.1. Estudiar el efecto del veneno crudo y de las texasladas BaP1 y miotoxina
I, en la expresion y activacion de las metaloprateas de matriz MMP-2 y

MMP-9 en musculo de ratén durante el proceso denexgcion muscular.

5.2.2. Evaluar histolégicamente la regeneracion musculayastrocnemio de ratén a
varios intervalos de tiempo después de la inyecdg&rveneno crudo y de las

toxinas aisladas BaP1 y miotoxina .

5.2.3. Comparar el estado de la regeneracién muscularradashistologicamente
con el patron de expresion de las metaloproteindsi-2 y MMP-9

obtenidos para cada uno de los tratamientos edsglia
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6. HIPOTESIS

La inyeccion intramuscular de veneno crudo y detestna aislada BaP1l en el
gastrocnemio de raton produce un patron temporakgeesion y activacion de las MMP,
durante el proceso de regeneracion después dectasig inducida, distinto al de la
inyeccion con Mtx-1, y esto tiene un efecto direetola capacidad de recuperacion del

tejido muscular tras la lesion.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1. POBLACION Y MUESTRA

La experimentacion se realizd en ratones Swiss WelRBara cada tratamiento se
seleccionaron por conveniencia 24 ratones al arapesos entre 18 y 20 gramos. Para
el estudio de la expresion de las MMP se estabtatie tiempos de control (1, 3, 5,7y
15 dias post-inyeccion), y para el analisis higficid de la regeneracion 3 tiempos (1, 5
y 7 dias post-inyeccion). En cada punto de corsteosacrificaron 3 ratones para cada

analisis.

7.2. MATERIALES
7.2.1. Venenos y toxinas

El veneno deBothrops asper que se utilizé en los experimentos lo proporcieho
serpentario del Instituto Clodomiro Picado de lavidrsidad de Costa Rica. Este se
trataba de una mezcla de por lo menos 40 ejempdakds provenientes de la region
del Pacifico de Costa Rica. El veneno se mantwiitizado a -20° C hasta el momento
de su utilizacion. Ademas del veneno crudo, seous#as toxinas purificadas del
veneno BaP1l y Mtx-I donadas también por el Insti€Clodomiro Picado. La BaP1 fue
aislada del veneno como se describe en RucavadiezNy Gutiérrez(1998) La
fraccion de miotoxina fue aislada del veneno pomatografia de cambio i6nico en
CM-Sephadex C-50. Inmediatamente antes de suels@neno y las toxinas fueron
disueltos en PBS (NaCl 0.14 M, fosfato 0.04M, pB) ¥. se esterilizaron por filtracion
utilizando acrodiscos de 0.2 micrometros.

7.3. METODOS

7.3.1. Tratamientos

Se inyectaron grupos de 24 ratones en el muscstoogaemio derecho con 50 pl

de uno de los siguientes tratamientos: (a) 50 pgedeno crudo dB. asper; (b) 50 pug
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de BaP1; y (c) 100 pug de Mtx-1. El grupo de anisaktentrol fue inyectado Unicamente
con solucién salina amortiguada con fosfatos, pA #®BS) bajo las mismas

condiciones. Adicionalmente para el analisis higjmo se llevé a cabo la inyeccion de
una mezcla de 50 pg de BaP1 y 50 pg de Mtx-1 (MB&aP1) para evaluar el aporte

de estas dos toxinas en la patologia causada poyelecion del veneno crudo.

7.3.2. Estudio de la expresion y activacion de MMR-y MMP-9 en homogenizados

de musculo de ratén

Grupos de 3 ratones fueron sacrificados por dislonecervical a las 24 horas, 3, 5,
7 y 15 dias post-tratamiento. Los musculos inyestaderon disectados y puestos
inmediatamente en hielo y almacenados en nitrodanodo. Cada mdusculo se
homogenizé en 2 ml de PBS frio y estéril usandohomogenizador de tejido
(PT10/35, Brinkmann Instruments Co., USA). Despdeé$ min de centrifugacion a
6000 X g los sobrenadantes fueron colectados,rebinaron alicuotas iguales de cada

musculo pool) y esto se preservo a -80 °C por no mas de unarsem

La expresion de las metaloproteinasas (MMP) inastiy activas en los
homogenizados de musculos fue analizada por zirfiagea geles de gelatina (Tris-
glicina al 10% con 0.1% gelatina, Invitrogen). Esmo volumen de homogenizado de
cadapool fue separado a 125 V constantes por 90 min. Aimaetion los geles
fueron incubados en solucion de renaturalizacigr3pamin a temperatura ambiente y
luego otros 30 min con buffer de desarrollo y ajita leve. Se dejaron incubando
toda la noche a 37°C en una nueva alicuota derbdéfalesarrollo. Finalmente, los
geles se tifieron con Azul Coomassie R-250 al 0.5 gspacio de 1 hora con
agitacion leve a temperatura ambiente para luego dsstefiidos con solucion
decolorante. Para identificar que bandas en lossgdé gelatina correspondian a
metaloproteinasas, se corrieron geles idénticos kE§ mismas condiciones pero
incubados en la presencia de EDTA 20mM para inkalsimetaloproteinasas.

La intensidad de las bandas que representan rasg$oinmaduras y activadas de
MMP-2 y MMP-9 fue cuantificada por densitometriango el software ImageJ 1.42q
(NIH). Los resultados fueron normalizados com@raporcion entre la muestra y la
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densidad 6ptica de la banda correspondiente solMP-2 del mismo carril del gel.
A la intensidad de la banda correspondiente a preMMlel dia 1 post-inyeccion de
PBS le fue asignada el valor de 1.0, y la densidachalizada de las demas bandas

fue expresada en relacion a este valor como ursdatbirarias.
7.3.3. Analisis histolégico de la regeneracion dijido muscular

Los musculos de 3 ratones fueron disectados eniotataalo de tiempo (24h, 5y
15 dias) y fijados en una solucion al 10% de formadPBS para luego ser embebidos
en parafina. Se prepararon cortes de musculo tefiido hematoxilina-eosina para el
analisis histologico. Tres secciones no consecsittkd musculo por animal fueron
evaluadas (porcion distal, media y proximal) a umanto de 40X (Motic Image Plus
2.0ML). Se determin6 el numero total de fibras mim®s en cada uno de los 3
escogidos al azar por seccion y se calculo elepvage de fibras musculares necréticas,

normales y en regeneracion (con nacleo central).

7.3.4. Diseio Experimental

Se llevo a cabo un disefio experimental al azat emad se probaron 4 tratamientos:
(a) veneno crudo, (b) BaP1, (c) Mtx-1, (d) y PBSnoocontrol. Se inyectaron 24
ratones escogidos al azar para cada uno de lasnieaitos y en cada punto de control
(dia 1, dia 5, y dia 15 para el analisis histolégicdia 1, dia 3, dia 5, dia 7 y dia 15
para el analisis del patron de expresion de las M&éPsacrificaron, de nuevo al azar,

3 ratones por tratamiento en cada punto de coodiral cada uno de los analisis.

En el estudio de la expresiéon y activacion de la RAR1y MMP-9 en
homogenizados de muasculo de ratén, a pesar der mrtaesultados cuantitativos, el
analisis llevado a cabo fue solo descriptivo, debal nimero de réplicas por
tratamiento y al método de cuantificaciper se que presenta varios inconvenientes
para un analisis estadistico. Por tanto solo sdahdb patrones de expresion y
activacion para los distintos tratamientos. Losegxpentos se repitieron de manera

independiente 3 veces por tratamiento para confilog resultados. En el andlisis
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histologico de la regeneracion del tejido muscudar llevaron a cabo 3 réplicas
independientes por punto de control a las quessevalud las siguientes variables: (a)
proporcion de fibras normales, (b) proporcion deafs necroticas, y (c) proporcion de
fiboras musculares en regeneracion. Todas estaablesi fueron tomadas como el
promedio de los conteos realizados en 9 camposaodptiiferentes para cada musculo

de raton.

7.3.5. Analisis estadistico

Se determing si existia diferencia estadisticaifstgtiva entre los valores medios
de las variables cuantitativas de los cortes ligtobs con un analisis no paramétrico
de Friedman. De haber diferencia significativa (p85) se llevo a cabo la pruepast

hoc de Friedman para rangos medios segun Siegel &Gagt1988)
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8. RESULTADOS

8.1. Expresién y activacion de MMP-2 y MMP-9 en homogermados de musculo de

raton

En el andlisis de la expresion y activacion dedaktinasas, se interpreté como
proMMP-2 las bandas de aproximadamente 72fmachet al., 2002) las bandas de 62
y 50kDa se tomaron como formas activadas de MM@v2 & Huang, 2003) La
proMMP-9 y MMP-9 se detectaron a aproximadamertey B8 kDa respectivamente
(Muhs et al., 2003)

Los animales control inyectados con PBS expredarproMMP-2 constitutivamente
para todos los tiempos analizados, mientras quddsagelatinoliticas de proMMP-9 no

fueron detectadas en ninguno de los tiempo estosliggyura 1A).

En los animales tratados con venekagras 1B y 2A), la forma activa de la
MMP-2 ya se presentd a las 24 horas post inyeqoéda luego alcanzar sus expresion
méaxima en el dia 7 y 15. La proMMP-9 se encormtiresada durante los primeros 3 dias
post-inyeccion, pero en ningin momento llegd a esgmse la forma activada de la MMP-
9.

En estudios anteriores se ha reportado que la ¢iyeale la metaloproteinasa
hemorragica BaP1 produce una regeneracion deficidat masculo gastrocnemio del
raton, mientras que la inyeccién de la Mtx-1 induoa regeneracion completa (revisato
Gutierrez et al. 2009. Por ello, también se estudiaron los patronesexjgresion y
activacion de la MMP-2 y MMP-9 tras la inyeccioe dstas dos toxinas aisladas del

veneno.

Los ratones tratados con MitxtBiguras 1C y 2B)mostraron un rapido incremento
en la expresion de la MMP-2, alcanzando el maximeladia 5 post-inyeccion, continuo

con valores altos en el dia 7, y desaparece pat@md5. Tanto la proMMP-9, como su
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forma activada se encontraron expresadas con gahtt@s en los primeros 3 dias y luego
declinaron.

En el caso del tratamiento con BafFiguras 1D y 2C) hubo activacion de la
MMP-2 alcanzando su pico en el dia 7 y declinaratahel dia 15. La proMMP-9 tuvo su
valor de expresion maxima a las 24 horas de leco§e y luego tendié a declinar en los
dias siguientes. Al igual que en el tratamiento@oreneno crudo, no se detecté activacion
de la MMP-9 en ningin momento del experimento.

ProMMP-2 (72 kDa)

ProMMP-9 (92 kDa)
MMP-9 (88 kDa)

'

ProMMP-2 (72 kDa)
MMP-2 (62 kDa)

MMP-2 (50 kDa)

ProMMP-9 (92 kDa)
MMP-9 (88 kDa)

rrtn

ProMMP-2 (72 kDa)
MMP-2 (62 kDa)

MMP-2 (50 kDa)

ProMMP-9 (92 kDa)
MMP-9 (88 kDa)
ProMMP-2 (72 kDa)

MMP-2 (62 kDa)
MMP-2 (50 kDa)

ot

Figura 1. Zimografias en gelatina realizadas con los homagelos de gastrocnemio de
ratbn para cada tratamientd: PBS, B: Veneno,C: Mtx-1, D: BaPl. Fuente: Datos

experimentales.
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Figura 2. Densitometria de las
bandas gelatinoliticas de MMP-2,
proMMP-9 y MMP-9 detectadas en

los musculos de ratones inyectados

1.08]

UA

con (A) Veneno, (B) Miotoxina- 1,

(C) BaP1l. Los valores se expresan

como unidades arbitrarias (UA).

Fuente: Datos experimentales.

8.2. Dafio y regeneracion del tejido muscular en cortesigtologicos

En los cortes de gastrocnemio de los ratones iagestse observaron los hallazgos
esperados para cada tratamief@aitiérrez et al. 2009; Hernandezet al., 2011)(Figura

3). Los ratones inyectados con PBS no mostraron icsniinportantes en la arquitectura ni
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en la citologia del masculo estriado. Algunas ves®bservaron ligeros cambios como
irregularidad leve y focal de estriaciones, perageneral los cortes histolégicos de estas

muestras pueden considerarse sin anormalidadesigdiazas.

Los ratones tratados con veneno presentaron ne@asgulativa con hemorragia en
los primeros 3 dias, pero que fue cediendo coasd pe los dias hasta llegar a ser ausente
o muy focalizada en el dia 15. Asi mismo la nesrestuvo acompafiada desde el inicio
con infiltrado inflamatorio, principalmente polinfonucleares en un inicio que fueron
sucedidos por linfocitos y macrofagos con el pasados dias. Fue comuin encontrar
formaciones de agregados linfoides en el epimisi®. cambios regenerativos (miocitos
con nucleo central y/o multinucleacién y/o fibroded endomisio) empezaron a ser notorios

a partir del dia 5 post-inyeccion.

En el tratamiento con Mtx-1, se observdé una miaresr coagulativa bastante
extensa y marcada sobre todo en el primer dia cma p ninguna hemorragia focal
reciente. La mionecrosis disminuyd en los diasisiges y para el dia 7 era ausente o
menor al 15%. El infiltrado inflamatorio fue levagn polimorfonucleares predominando en
los primeros 3 dias y luego mononucleares. En alywtasiones se observé agregados
linfoides en el epimisio. Los cambios regeneratisescomenzaron a ver en el dia 3, pero

fueron mas notorios a partir del dia 5.

Los cortes histologicos de los ratones tratadosBai?il mostraron una mionecrosis
coagulativa menor que veneno y Mitx-1 a las 24 h@@s-inyeccion, pero presentaba
necrosis fibrinoide de las paredes de vasos saegslily hemorragia reciente. La
mionecrosis fue mayor en el dia 3 y fue disminugert los dias consecutivos. El
infiltrado inflamatorio fue principalmente polimoriuclear en los primeros 3 dias y en los
dias siguientes en su mayoria mononuclear, conafianes ocasionales de agregados
linfoides a partir del 3 dia. Cambios regeneratigagpezaron a distinguirse en el dia 5

post-inyeccion pero menos prominente que en vendviix-1.
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La inyeccién con la mezcla de las toxinas BaP1+Mtie resultados similares a la
inyeccion del veneno completo. Hubo mionecrosigyatadiva bien marcada durante los
primeros 5 dias que fue disminuyendo con el pastslelias, con hemorragia recientes
hasta el dia 5. El infiltrado inflamatorio congiséin polimorfonucleares en los 3 primeros
dias y luego con predominio de mononucleares edibs siguientes. Hubo algunos casos
con formacion de agregados linfoides a partir del d. Los cambios regenerativos

empezaron a ser detectables a partir del dia 5.

PBS Veneno Mix-1 BaPl BaPl + Mtx-1

Figura 3. Micrografias de secciones de musculo gastrocnefeiaaton tefiidos con
hematoxilina-eosina a de los dias 1, 5 y 15 pg&tdcion con PBS, veneno, Mtx-1, BaP1l y

BaP1 + Mtx-1. Aumento 40>€uente: Datos Experimentales.

El nimero de células contabilizadas para cadactpdar fueron transformadas a un
indice dado por la proporcién entre el nimero dala® de cada tipo y el nUmero de
células totales por campo. El tratamiento PBS sgpootd como el control negativo que se

esperaba con mas del 99.7% de las células norpelados tres tiempos evaluados.

En laFigura 4 se presenta un gréafico de cajas construido coddtis del recuento

de células de cada tipo celular por campo evaldadante todo el periodo de estudio para
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cada tratamiento. Los resultados gréaficos muedtrarnvalores maximos y minimos, la
mediana de los valores mas altos (cuartil 3), ldiama de todos los datos, y la mediana de
los datos mas bajos (cuartil 1). La mediana dedadas normales fue de mayor a menor
en los ratones tratados con BaP1, Mtx-1, venen@R1B+ Mtx-1. La mediana con valor
mas alto de células necréticas la presentaroratoses tratados con veneno crudo, seguido
por la mezcla de BaP1 + Mtx-1, BaP1 y por ultimaxMt En cuanto la mediana de las
células regenerativas, los ratones tratados corlMitxiestra los valores mas altos, seguido

por orden descendente de veneno crudo, BaP1 + MiRalP1.

Se llevé a cabo analisis no paramétrico de Friedynenpruebgoost hoc de esta,
para probar si la proporcién de cada tipo celular diferente entre los 5 tratamientos
inyectados durante todo el tiempo de estudio ycasa punto de tiempo evaluado. Los
resultados de la prueba de Friedman mostraroredif&x estadistica entre tratamientos (p <

0.001) para los tres tipos de células evaluadasn@les, necroticas y regenerativas).

O Normal
1.0000- = Necrético
[ Regenerativo
.8000-] o
o
)
o
g 6000 H
c
0
o
[e) % (]
g' 4000
S
o *
20007 E
E E
,0000 <8 E

T T T T
PBS Veneno Mtx-1 BaP1 BaP1 + Mtx-1
Tratamiento

Figura 4. Diagrama de caja con las proporciones medias da tigd celular por

tratamiento® Valor atipico,* Valor extremadamente atipico. Fuente: datos exyaales.
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La pruebgost hoc mostré diferencias significativas (p < 0.05) emptaporcion de
células normales encontradas en los ratones tsatamo PBS y los demas tratamientos, a
excepcion de BaP1l. Los ratones tratados con BaBul ez, difirieron (p < 0.05) de
aquellos tratados con veneno. En el analisis potopde tiempo evaluado (dias 1-15)
(Figura 5) solo en el dia 5 se presentaron resultados sigtifaamente diferentes (p <
0.05): los ratones tratados con veneno difiriererod tratados con los demas tratamientos,
a excepcion de los ratones tratados con la mezaRl BMtx-1 (p > 0.05). A su vez los
ratones tratados con BaP1+Mtx-1 difirieron sig@ificamente de los ratones tratados con
PBS.

Tratamiento

-©-PBS

1.007] =) - Veneno
Mtx-1

-©-BaP1
BaP1+Mitx-1

&
?

Proporcion media

3
?

0.407

T T
5

-
-
o

Dia
Figura 5. Proporcion media de las células normales por tiatstim para cada tiempo post

inyeccion.Fuente: datos experimentales

La proporcién de células necréticas fue estadisiicde diferente (p < 0.05) entre
los ratones tratados con PBS y BaP1+Mtx-1 y emsetlatados con PBS y veneno. Al
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analizar los resultados por dikiqura 6) no hubo diferencias entre tratamientos para

ninguno de los 3 tiempos analizados.

Tratamiento

-©-PBS

- Veneno
Mtx-1

-©- BaP1
BaP1+Mtx-1

0.60-

Proporcion Media
o
S
1

0.2077

(0]

0.007

T T
5

-
-
()]

Dia
Figura 6. Proporcion media de las células necréticas paartr@nto para cada tiempo post

inyeccion.Fuente: datos experimentales.

Hubo diferencia significativa (p < 0.05) en la ppopon de células regenerativas
Unicamente entre los ratones tratados con PBS ylMEn el analisis por di&igura 7), el
dia 5 fue el Unico que mostré variaciones sigrifiea (p < 0.05) en los resultados: se
encontr0 que solo los ratones tratados con Mtx-toy BaP1+Mtx-1 tuvieron una
proporcion de ceélulas regenerativas significativa cespecto a el control PBS; y que los
ratones tratados con Mtx-1 también difirieron digativamente en su respuesta

regenerativa en comparacion con BaP1.
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En conclusion los resultados indican que los tregatos que causaron mayor dafio

al tejido muscular y con resultados similares slomeaeno completo y la mezcla de las

toxinas BaPl1+Mtx-1. Los tratamientos con BaP1l y -Wtpor separado, a pesar de

presentar células necréticas, estadisticamentéirierdn del tratamiento control PBS. Sin

embargo, en términos de respuesta regenerativataiiento con Mtx-1 fue el que obtuvo

mejores resultados y el Unico con resultados ediealinente significativos. Le siguieron

en orden descendente de respuesta regenerativa@afl1, veneno y por ultimo BaP1.

0.407

0.3077

0.207

Proporcion Media

0.107

0.007

\

T
5

Dia

Tratamiento

-©-PBS

-5~ Veneno
Mtx-1

-©- BaP1
BaP1+Mtx-1

Figura 7. Proporcion media de las células regenerativasrptanhiento para cada tiempo

post inyecciOnFuente: datos experimentales.

36



9. DISCUSION

En el estudio histolégico, aunque los resultaddsdésticos no son concluyentes
posiblemente debido al reducido nimero de répleasnarcé una tendencia en cuanto al
dafio generado por las toxinas y el grado de rejdaranuscular. La inyeccion del veneno
crudo provoco el cuadro patolégico esperdGatiérrez et al., 2009) con abundante
infiltrado inflamatorio, hemorragia, mionecrosislgrmonecrosis, causando el mayor dafio
de todos los tratamientos puestos a prueba. Camreizla de BaP1 y Mtx-1 se logré un
dafo y recuperacion muy similar al visto con elarencrudo, demostrando como ya se ha
visto en estudios anteriores que las metaloprases del veneno y las fosfolipasas A2 son
las principales toxinas causantes del cuadro mtaddel envenenamiento pBr asper
(Gutiérrez et al., 1995b) La Mtx-1 provocd mionecrosis bien marcada engomeros
dias, en general sin hemorragia, y con una mejmay temprana respuesta regenerativa
que el resto de tratamientos. La inyeccion con Ba&djo dermonecrosis, el rompimiento
de vasos sanguineos y mionecrosis, esta Ultimacame una consecuencia secundaria de
la falta de irrigacion sanguinea. La regeneracidm BaP1 fue la mas baja de todos los
tratamientos. Estos resultados estan de acuerdo ceportado en otros estudi@svisado
en Gutiérrez et al., 2009; Hernandezet al., 2011) en donde se ha visto una recuperacion
exitosa del musculo tras la inyeccion de PLA2 y Glmgos de PLA2, en contraste con la
recuperacion parcial obtenida tras la inyeccion ndetaloproteinasas del veneno de

serpiente.

Al estudiar el patrén de expresion de la metal@gingisa MMP-2 en los homogenizados
de gastrocnemio se observo que tanto el veneno EoMtx-1 mostraron la forma activada
de esta proteina desde el primer dia con valopErisues a los mostrados en el tratamiento
con BaP1l. Esto se deberia a que el veneno comipiétme la expresion y activacion
directa de la MMP-2 por un mecanismo en el cuasé&aso proteinasas del veneno juegan
un papel importante; mientras que la BaP1 degradarma latente y activada de esta
misma proteingSaravia-Otten et al., 2004) En el estudio de Zimoslka al. (2008) se
concluyé que la activacion de la MMP-2 es impogagdgpecialmente durante la fusion de

los mioblastos (alrededor del dia 7 al 14), pere su activacion desde los primeros dias
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también ayuda a degradar componentes de la ME@nea asi una fibrosis. En la presente
investigacion, después de la reaccion inflamatigita lesion, se observa que la MMP-2 en
el grupo tratado con Mtx-1 alcanza el pico de aciiin (dia 5) antes que con veneno o
BaP1 (dia 7), y que para el dia 15 su actividadcdsado en los musculos tratados con
Mtx-1 pero no en los otros dos tratamientos modésala regeneracion. Asi mismo se
sabe que la degradacion de la MEC por la MMP-2a@sion conjunta con la MMP-9)
estimula la angiogénesi®/an Hinsbergh, Egelse & Quax, 2006)y que en ratones
tratados con BaP1l y veneno se da una revascui@rnzexitosa pero tardiglernandezet

al., 2011) Esta informacion y los resultados obtenidos emegi que la activacion a
destiempo de la MMP-2 puede estar relacionada aorevascularizacion tardia en los
modelos de mala regeneracion, lo que significa éficitd de oxigeno y nutrientes en

momentos clave de la regeneracion muscular.

La expresion de la proMMP-9 fue mayor durante ldm@ros 3 dias post-inyeccion
para todos los tratamientos y disminuy6 gradualeent los siguientes dias coincidiendo
con lo reportado por Kerit al. (1999) Sin embargo, se observé que en el tratamiento
con BaP1 los valores para cada punto de muestre@rfusiempre superiores a los
observados para el tratamiento con Mtx-1. La difeie entre tratamientos es alin mas
notoria en la expresion de la proteina activada MMMR cual solo aparece en los ratones
tratados con Mtx-1 con un patron que coincide @BXpresion y niveles de proMMP-9.
En el estudio llevado acabo por Lewtsal. (2000)se encontraron resultados consistentes
con el concepto que el cambio en la matriz via MMPuede estar involucrada en los
eventos que llevan a la formacion de miotubosuyerdo la migracion. Asimismo, en el
estudio de Zimowsket al. (2008)se encontr6 evidencia de que la MMP-9 esté invatlecr
en todas las etapas de la diferenciacion de mimislaklas aun, se sabe que tanto la MMP-
9 como la MMP-2 estén involucradas en el procesanggogénesis y revascularizacion. La
MMP-9 tiene un papel importante en la revasculaiia ya que no solo promueve la
angiogénesis mediante la degradacion de la maanzbién estimula el reclutamiento y
accion de las células accesorias derivadas de esangnédula 6sea que favorecen la
angiogénesis y su deficiencia en ratones caus&tuso en la mism@/an Hinsbergh,

Egelse & Quax, 2006) Ademas, la accion de la MMP-9 esta involucradalan
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estabilizacion de los vasos recién formados a $rad@ reclutamiento de pericitos
(Chantrain et al., 2004) Por lo tanto se especula que en los tratamiedtwsle no se da

una activacion de la MMP-9 (veneno y BaPl), quenddees en los que se da una
destruccion de vasos sanguineos, también se qstiiéndo una correcta revascularizacion
tras el envenenamiento, lo que a su vez estariatido una correcta regeneracion

muscular.

La regulacion de la actividad enzimética de la M8Be puede dar en su sintesis, en la
activacion del zimégeno y por inhibicion de sunfaractivada, principalmente por enzimas
de tejido inhibidoras de metaloproteinasas (TIMMB3rmeli et al., 2004; van Hinsbergh,
Engelse & Quax, 2006) Como parte de la reaccion inflamatoria llegaabrsitio de la
lesion neutréfilos y macréfagos, que se sabe secngtoMMP-9(Schoseret al., 2002;
Gioia et al., 2009) Ya que la sintesis de la proMMP-9 no parece aerat6n de la
diferencia entre tratamientos, la regulacion dadtivacion de la proMMP-9 es la que se
esta viendo afectada en los tratamientos con vep&ad 1. La activacion de la proMMP-9
puede llevarse a cabo con la ayuda de otras MM&alse que los activadores naturales son
la MMP-2 activada a traves de la MT1-MMPoth et al., 2003)y la MMP-3 activada por
plasmina(Ramos-Desimonet al., 1999) Ya sea una o la otra, un fino balance entre estas
MMP vy las TIMP-1 y TIMP-2 ejercen un control soble activacion de la MMP-9
(Ramos-Desimoneet al., 1999; Lewiset al., 2000; Tothet al., 2003) La no activacion de
la proMMP-9 puede deberse a tres posibilidadeslta3 niveles de sus inactivadores (las
TIMP), b) baja concentracién de sus activadore$ la inhabilidad de la proMMP-9 de
interactuar con sus potenciales activadores eaperficie de la membrana plasmatica. La
explicacion del por qué no se da la activaciona@robMMP-9 en los tratamientos con
veneno y BaP1 a pesar de la existencia de MMP#2adet en el medio no queda clara en
este estudio, pero los resultados obtenidos pargxhboar que el dafio causado a los
capilares y la consecuente insuficiente irrigaganguinea esta impidiendo un adecuado
balance de activadores e inhibidores.

Se conjetura que la pobre regeneracion observagaltrenvenenamiento c@&n asper

es debido mayormente al dafio a la microvasculatuaanervios intramuscularggrce,

39



Brenes & Gutiérrez, 1991; Gutiérrez & Ownby, 2003) No obstante, las diferencias en el
patron de expresion de la MMP-2 y de la actividadlal MMP-9 encontradas en los
diferentes tratamientos pueden estar implicadasieabs en la recuperacion diferencial de
la microvasculatura segun el tratamiento. Esteabgdl refleja la necesidad de seguir
profundizando en el esclarecimiento de la expresiomctivacion oportuna de las
gelatinasas y el adecuado balance con sus inh@sigiara que se dé una correcta sincronia
entre los eventos de revascularizacion y reger@ratiuscular tras el envenenamiento.
Este conocimiento permitird desarrollar tratamisenépropiados para el envenenamiento

ofidico y otro tipo de lesiones similares.
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10. CONCLUSIONES

» Se observé una tendencia a la recuperacion disgegan el tratamiento aplicado,
ya que los musculos de ratones inyectados con sen&aP1l mostraron un mayor
porcentaje de células necréticas y menores indimsregeneracion que los
encontrados en los ratones inyectados con Mtx-1.

* La inyeccion de veneno crudo o de la metaloprosain@emorragica BaPlen el
gastrocnemio de raton, ambos descritos como moddtosnala regeneracion
muscular, inducen un patron de activacion a depiede la gelatinasa MMP-2 en

el musculo de ratén durante el proceso de regenarawiscular.

* Aunque la forma inmadura de MMP-9 se detect6 derknfase inflamatoria en los
tres tratamientos estudiados, la forma activa d&a eelatinasa se expresa
Unicamente en musculos de raton inyectados coniditoxima Mtx-1, que es un

modelo de buena regeneracion.
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11. RECOMENDACIONES

Estudiar la transcripcion y traduccion de la mgiadteinasa de matriz MMP-9, asi
como el balance de esta gelatinasa con sus aates@oinhibidores, durante el
periodo critico de regeneracion muscular en los elagdde mala y buena

regeneracion muscular en raton.

Investigar la expresion y activacion de las getsas MMP-2 y MMP-9, en
conjunto con la metaloproteinasa ligada a membkéihk-MMP, en relacion con el

proceso de revascularizacion en los modelos daeegeion muscular en raton.

Esclarecer las causas de la activacion a destielmpa MMP-2 en los modelos de
mala regeneracion a través del estudio del sugadcties naturales e inhibidores, y
el balance entre estos.

Evaluar la utilidad terapéutica de utilizar inhibids de las metaloproteinasas del

veneno como medida complementaria al tratamiertaab@ente ofidico.
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ANEXO 1

FOTOGRAFIA DE Bothrops asper (Garman, 1984)

Fig. 1. Bothrops asper (Garman,1884). (Fotografias tomadas por: izquiekd&oritz;
derecha W. Wuster)
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ANEXO 2

MAPA DE DISTRIBUCION DE Bothrops asper (Garman, 1984)
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Fig. 2. Mapa de distribucién MesoamericanaBitghrops asper (Garman, 1984 Fuente:

Campellet al., 1989
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ANEXO 3

CLASIFICACION DE LAS METALOPROTEINASAS DE MATRIZ

Tabla 1. Clasificacion de las metaloproteinasas de mapiesentes en humanos y sus

sustratos
Clasificacion Enzima Ejemplos de sustrato
Colagenasas Colagenasa -1 (MMP-1) « Colageno I, II, Ill, VI, VIII, X
Colagenasa-2 (MMP-8) « Colageno |, II, llI
Colagenasa-3 (MMP-13) « Agrecan, colageno I, II, IIl, IV,
IX, X1V, fibronectina, gelatina,
laminina
Gelatinasas Gelatinasa A (72 kDa) « Colageno |, IV, V, VII, X,
(MMP-2) gelatina, fibronectina
Gelatinasa B (92 kDa) » Colageno IV, V, VII, XI, XIV,

(MMP-9) elastina, gelatina
MMP de membrana MT1-MMP (MMP-14) e Agrecan, colageno |, II, III,
gelatina, entactina, fibrina,
laminina, perlecan, vitronectina
MT2-MMP (MMP-15) * Agrecan, entactina, fibronectina,
laminina, perlecan
MT3-MMP (MMP-16) » Cartilago, colageno lll,
fibronectina, gelatina, laminina
MT4-MMP (MMP-17) * Gelatina
MT5-MMP (MMP-24) e Aun no determinado
MT6-MMP (MMP-25) * Aun no determinado
Estromelisinas Estromelisina-1 (MMP-3) «  Agrecan, colageno IV, V, IX, X,
elastina, entactina, fibronectina,
gelatina, laminina
Estromelisina-2 (MMP-10) « Igual que MMP-3
MMP tipo Estromelisina-3 (MMP-11) «  Serpinas
estromelisina
Matrilisina (MMP-7) » Colageno IV, elastina, entactina,
fibronectina, laminina
Colageno IV, elastina, gelatina,
fibronectina, laminina,
vitronectina

Metaloelastasa (MMP-12)

Otras MMP MMP-19 * Gelatina
Enamelisina (MMP-20) . Amelogenina
MMP-23 » Substrato sintético de MMP
MMP-26 » Gelatina, substrato sintético de
MMP

Fuente: Basado en Lewanal., 2006.
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