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Resumo

Os acidentes por serpentes venenosas podem causar alteracOes locais graves e de rdpido
desenvolvimento. O veneno de Bothrops lanceolatus (VBL) contém, dentre outras toxinas,
metaloproteinases hemorrdgicas e pouco hemorragicas (SVMPI e SVMPIII) e atividade
pré-trombina que causam inflamagdo (vias das ciclooxigenases-COX e lipoxigenases),
alteracOes hemostaticas e degenerativas. O veneno de Bothrops lanceolatus (100 pg/100 ul)
foi injetado no gastrocnémio de ratos para investigar a patogénese da mionecrose (1,3,6,18
horas 1, 2 dias) e regeneracdo muscular (3,7,14 e 21 dias) ocasionada pelo envenenamento
através de andlise histoldgica quantitativa (medida do menor didmetro 1 hora e 21 dias p6s-
VBL) e imunohistoquimica para a osteopontina (OPN), citocina inflamatdria, quimiotatica,
com sitios de ligacdo para integrinas de matriz e células. A medida da expressdao dos
macréfagos residentes (CD68+) e dos macréfagos migrantes (CD163+), de myoD e
miogenina, membros da familia de fatores transcricionais miogénicos foi feita com o
objetivo de correlacionar com a expressdo da OPN nos diferentes estdgios patolégicos
(n=6/periodo) ao longo do periodo experimental. Os grupos controles foram injetados com
PBS (100 pl). O envenenamento produziu hemorragia local, edema, infiltrado neutrofilico e
macrofagico e desorganizacdo das bainhas perimisiais de tecido conjuntivo, apds 48 horas.
As fibras mionecréticas apresentavam-se em nimero moderado. Aos 3 dias, havia focos de
deposi¢do de coldgeno (tipo I) no meio dos quais se viam mioblastos. O nimero de
macréfagos CD68+ atingiu o mdximo as 24 horas, e manteve-se significativamente maior
que nos grupos controles até aos sete dias. A expressdo de OPN foi significativamente
maior das 6 horas aos 3 dias e dos 7 aos 14 dias, sendo expressa em fibras musculares,

macréfagos, mioblastos, miotubos e fibroblastos. Nao foi obtida
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marcacdo para anti-myoD; a expressdo de miogenina, que tipicamente € nuclear, foi
observada também no citoplasma de mioblastos e miotubos até o 7° dia (pico), sendo sua
expressdo somente nuclear aos 14 dias. A retengdo de miogenina no citoplasma tem sido
interpretada como mecanismo de retardo na diferenciacdo, ja que a presenga no nucleo é
necessdria para o seu papel regulador transcricional. Aos 21 dias as fibras regeneradas, com
nucleo central, ndo haviam atingido o tamanho das fibras maduras intactas (VBL) e dos
controles. Considerando que as SVMPs e a enzima com atividade tipo trombina de VBL,
podem aumentar a capacidade de ligacdo de sitios da OPN a integrinas de matriz e de
superficies de células, sugerimos que durante a patogénese da regeneracao muscular post-
VBL a OPN estaria criticamente envolvida no processo inflamatério agudo, e como tal
atuaria primordialmente como citocina ativadora de células satélites quiescentes, seguida
por atividade quimiotdtica e adesiva, favorecendo migragao, proliferacio de mioblastos e a
diferenciacdo de miotubos. Segundo a literatura a OPN € profibrética em certas doencas.
Sugerimos que a fibrose intersticial observada, mais a presencga tardia de macréfagos no
local, mais a expressdo citoplasmdtica da miogenina podem ter sido fatores relevantes que
levaram ao atraso da regeneracdo das fibras musculares, como constatado pelo tamanho
menor didmetro das fibras. Sugere-se para a OPN um papel dual, isto €, tanto pré-
regenerativo, como anti-regenerativo na patogénese das alteragdes causadas pelo veneno de

B. lanceolatus.
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Abstract

Accidents caused by venomous snakes can lead to local changes of serious and rapid
development. Bothrops lanceolatus venom (BLV) contains, among other toxins,
hemorrhagic metalloproteinases and non-hemorrhagic (SVMPI and SVMPIII) and
prothrombin activity. As result, the venom causes hemostatic and inflammatory (via
lipoxygenase and cyclooxygenase) and degenerative alterations. In this study, Bothrops
lanceolatus venom (100 pg/100ul) was injected into the gastrocnemius of rats to
investigate the pathogenesis of myonecrosis (one, three, six, 18 hours and two days) and
regeneration (three, seven, 14 and 21 days) by quantitative histological analysis
(measurement of the small diameter one hour and 21 days post-BLV injection) and
immunohistochemistry for osteopontin (OPN) protein, an inflammatory and chemotactic
cytokines, with integrin binding sites to matrix proteins and cells. The number of
macrophages CD68+ (resident macrophages), and CD163 (migrants macrophages), the
expression of myoD and myogenin, members of the myogenic, both transcription factors
family were correlated (n = 6/period). Control groups were injected with PBS (100ul). The
envenomation produced local hemorrhage (initially massive), acute interstitial edema and
myofibers, neutrophil and macrophage infiltration, and disruption of the perimysium sheath
of connective tissue. These changes were observed up to 48 hours. The number of
myonecrotic fibers was in moderate number. At 3 days, there were foci of collagen (type I)
deposition surrounding groups of myoblasts. The number of macrophages (CD68 +) peaked
at 24 hours, and remained significantly higher for seven days: there was no expression of
CD163 macrophages. The OPN expression showed two steps, a significant increase in,

from six hours to three days and
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from seven to 14 days, and it was expressed in muscle fibers, macrophages, myoblasts,
myotubes and fibroblasts. There was no MyoD imunolabeling. The myogenin expression,
which is known to be typically nuclear, was also observed in the cytoplasm of myoblasts
and myotubes until 7 days (peak). At 14 days, the myogenin expression became nuclear.
The cytoplasmic retention of myogenin has been interpreted as a mechanism to delay
myotube differentiation, since the presence in the nucleus is required for its transcriptional
regulatory role. At 21 days, the regenerated fibers with central nucleus had not reached the
size of intact fibers (VBL), nor that of controls. Whereas SVMPs and an enzyme with
thrombin-like activity are known to increase the capacity of OPN binding to integrin of
matrix and cell surfaces, we suggest that, during the pathogenesis of muscle regeneration
post-VBL injection, OPN would be critically involved in an acute inflammatory process.
OPN would act primarily as a cytokine activator of quiescent satellite cells and later play
chemotactic and adhesive activities, promoting migration, proliferation of myoblasts, and
formation and differentiation of myotubes. According to the literature, OPN is profibrotic
in certain diseases. We suggest that the foci of interstitial fibrosis and the late presence of
macrophages at the site of regeneration, as well as the cytoplasmic expression of myogenin
may be relevant factors that lead to regeneration delay. It is suggested a pro-regenerative
and anti-regenerative roles for OPN in the pathogenesis of alterations caused by B.

lanceolatus venom.
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Introducao

1. Introducao

1.1 - Toxinas ofidicas e sua acao no misculo esquelético

A alteracOes mionecrdticas do musculo esquelético provocada por venenos de
serpentes tém sido estudadas experimentalmente, bem como esfor¢os tem sido feitos no
sentido de procurar implementar a regeneracdo da regido afetada (1,2,3,4,5). Os acidentes
causados por serpentes do género Bothrops (familia Viperidae) sdo caracterizados por
lesdes locais proeminentes, principalmente devido a hemorragia, mionecrose, inflamacio,
formacdo de edema, (6,7,8) e também por alteracOes sistémicas como distirbios na
coagulacdo, choque cardiovascular e insuficiéncia renal aguda (6,9,10). Muitos dos efeitos
locais e sistémicos induzidos por venenos da familia Viperidae sdo primariamente
conseqiiéncia da acdo das metaloproteinases dependentes de zinco (SVMPs) e/ou das

fosfolipases A, (PLA;) (11).

1.1.1 - Enzimas Fosfolipases A,

As PLA; de veneno sao responsdveis por uma variedade de efeitos farmacoldgicos
que incluem miotoxicidade, neurotoxicidade, interferéncia na agregacdo plaquetdria,
citotoxicidade, efeitos anticoagulantes e inflamatérios (12). Estas toxinas compreendem
uma familia de hidrolases esteroliticas que catalizam a hidrdlise de fosfoglicerideos 3-sn na
posicdo 2, gerando 4cidos graxos livres. As PLA, dos venenos de serpentes apresentam
baixa massa molecular (~14kD); foram classificadas em dois grupos tendo como base suas
estruturas primdrias e a ligacio de pontes dissulfeto. O grupo 1 inclui a familia Elapidae e o

grupo II, inclui a Viperidae. As miotoxinas PLA, que estdo presentes nos venenos das
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serpentes podem ser subdivididas em dois tipos: as cataliticamente ativas (PLA-Asp-49) e
aquelas que podem apresentar pouca ou nenhuma atividade enzimética (PLA>-Lys-49 ou
PLA,-“like”). As Asp-49 sdo as enzimas que possuem um residuo de dcido aspdartico na
posicdo 49 da cadeia de aminodcidos que € o sitio de ligacdo ao célcio (12,13) e inclui, por
exemplo, a miotoxina I do veneno de B. asper (3). As Lys-49 sdo aquelas que apresentam
um residuo lisina na posi¢do 49 e possuem pouca ou nenhuma atividade fosfolipolitica.
Este grupo pode ser representado, por exemplo, pela mitoxina II de B. asper (14) a
bothropstoxina I de B. jararacussu (15) e a miotoxina Il de B. godmani (16).

Brenes e colaboradores (17) consideraram que as miotoxinas botrdpicas lesam a
membrana plasmatica da célula muscular, como passo fundamental para a necrose. Uma
vez que existem miotoxinas que nao possuem atividade de fosfolipase A,, essa alteragdo da
membrana ndo depende necessariamente da hidrélise de fosfolipidios e, possivelmente, seja
conseqiiéncia da acdo de um dominio molecular das toxinas, capaz de penetrar e
desorganizar a bicamada lipidica (18). No caso da miotoxina II do veneno de B. asper, uma
Lys-49, sugere-se que esta regido molecular seja uma porcdo ligada a extremidade
carboxila terminal da toxina (19). Por outro lado, para as miotoxinas que apresentam
atividade catalitica, isto €, as Asp-49, sugere-se que a atividade enzimadtica contribua para
aumentar a alteracdo da membrana, j4 que a inibicdo da atividade enzimaitica reduz a
extensao da necrose muscular (17,18,19).

O evento central na patogénese do dano celular, em ambos 0s casos, constitui-se na

entrada macica de fons célcio que gera uma enorme quantidade de alteragdes celulares,
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entre elas: 1) hipercontracdo de miofilamentos, com perda do alinhamento das miofibrilas,
2) alteracOes mitocondriais, 3) alteracdes metabdlicas, 4) ativacdo de enzimas proteoliticas
enddgenas dependentes de cdlcio, e 5) ativacdo de fosfolipase A, enddgena, dentre outras
(20). Estes efeitos desencadeiam uma reacdo inflamatéria com a presenga de intenso
infiltrado de células fagociticas (2,21,22). Estas células sdo responsdveis pela remocao do

tecido necrdtico, passo necessario ao processo de regeneracdo muscular (23,24).

1.1.2 - Metaloproteinases do veneno de serpentes (SVMPs)

Além da lesdo muscular causada pelas miotoxinas, os venenos de serpentes, como
as da familia Viperidae, também parecem induzir necrose muscular como conseqiiéncia da
isquemia que se desencadeia no tecido, e que € produto das sérias alteracOes vasculares
como hemorragia, trombose e lesdes da parede vascular (25).

As metaloproteinases do veneno de serpentes (SVMPs) sdo responsdveis pelos
efeitos hemorrdgicos caracteristicos dos envenenamentos causados pelas serpentes da
familia Viperidae (26,27). AS SVMPS sdao membros da subfamilia das enzimas chamadas
de reprolisinas (metaloproteinases dependente de zinco) que também inclui um grupo de
proteinas homdlogas de mamiferos, uma desintegrina e uma metaloproteinase (ADAM)
(28). Por sua vez, as SVMPs sdo parte da familia da “metzincina” de metaloproteinases
dependentes de zinco que juntamente com as metaloproteinases de matriz (MMPs), as
astacinas e as serralisinas, exibem uma seqiiéncia consenso de ligacdo ao zinco

(HEXXHXXGXXH, e a presenca de “methionin-turn”) (29).
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A classificacdo das metaloproteinases presentes no veneno de serpentes € baseada
na massa molecular e nos dominios estruturais, sendo quatro as classes conhecidas (30): -
P-I: compreende as metaloproteinases que possuem somente o dominio catalitico. — P-II: as
metaloproteinases que apresentam o dominio catalitico seguido por um dominio de
desintegrina — P-III: sdo as metaloproteinases constituidas pelo dominio catalitico, dominio
desintegrina e o dominio rico em cisteina. — P-IV: compreende um grupo de enzimas que
possuem, além dos trés dominios descritos na classe das P-III, um polipeptideo tipo lectina,
ligado por uma ponte dissulfeto a cadeia polipeptidica da metaloproteinase (28, 31).
Sugere-se que as diferengas na estrutura dos dominios das SVMPs contribuem para sua
acdo diferencial sobre os vasos sangiiineos (31). As SVMPs induzem hemorragia por afetar
diretamente a maioria dos vasos sangiiineos. Estas enzimas podem clivar regides altamente
seletivas e/ou peptideos chaves dos componentes da membrana basal, podendo afetar a
interacdo entre a membrana basal e as células endoteliais. Consequentemente, tais células
sdo submetidas a uma série de alteracdes morfoldgicas e funcionais in vivo, provavelmente
associadas a fatores biofisicos e hemodinamicos. No final, sdo formadas as interrup¢des na
parede endotelial através das quais ocorre o extravasamento de fluidos e células sangiiineas
(7,32).

Foi demonstrado que as alteracdes mionécroticas ocorrem logo apds a injecdo de
SVMPs isoladas do veneno de B. asper, em camundongos (33,34). Gutiérrez et al. (34)
propuseram que a mionecrose ocorre como conseqiiéncia do sangramento e da perfusdo
reduzida do tecido. Uma vez que a presenga de vasculatura intacta e adequada perfusdao

constituem um dos requisitos para que ocorra regeneracdo muscular, parece claro que a
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acdo das toxinas hemorragicas afeta drasticamente a regeneracdo muscular, tal como
observado com a SVMP BaHI1 do veneno de B. asper. No processo de regeneragdo, apos a
lesdo causada pelo veneno de B. asper, duas populagdes de fibras foram observadas: uma
delas aparentemente normal, situada em dreas de abundante renovacdo da microcirculagiao
e, outra, onde as fibras com sinais de degeneracdo e presenca de fibrose coincidem com
dreas de escassa reconstituicdo da vascularizacdo. Estas fibras apresentaram-se com
tamanho reduzido e nucleadas centralmente ao final do periodo de quatro semanas
indicando que a regeneracdo nao foi completa (33).

As SVMPs também participam na degradacdo de componentes da matriz
extracelular e desempenham importante papel na resposta inflamatéria local que caracteriza
o envenenamento por serpentes. Estas enzimas induzem também o edema, a ativacdo de
metaloproteinases endégenas (MMPs) (7, 35,36) e a infiltragdo de células inflamatdrias

para a area de lesdo (35).

1.2 - Células inflamatoérias: Neutrofilos e Macrofagos

A presenga de neutréfilos no local da lesdo produz danos na membrana muscular
devido a liberacdo de mieloperoxidases (MPO) que ativa a capacidade citolitica de
macrofagos para lisar células musculares (37). Os primeiros macréfagos que infiltram na
area de lesdo do miusculo esquelético sdo aqueles que possuem fendtipo fagocitico (38).
Chazaud e colaboradores (39) revelaram que estas células desempenham dupla funcdo
dentro do processo de regeneragdo muscular. A primeira funcdo € a fagocitose dos restos

necroticos, a0 mesmo tempo em que liberam citocinas pré-inflamatérias e fatores de
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crescimento (fase inflamatdria), capazes de ativar as células satélites. A outra funcdo seria a
liberacdo de citocinas antiinflamatdrias contribuindo, agora, para a diferenciagdo miogénica
e o reparo tecidual.

Outros estudos propuseram que os macréfagos com funcao pré-inflamatoria sio as
populacdes residentes com fendtipo M1 e que expressam a proteina transmembrana CD68.
Os macréfagos M1 além da atividade fagocitica podem ainda contribuir para a exacerbacio
da inflamacdo, produzindo e liberando vdrias substancias, incluindo as citocinas pro-
inflamatérias TNF-a, IL-1B, IL-6 e prostaglandina E, (PGE,;) (40,41). No caso de
mionecrose por envenenamento botropico, pesquisas t€m sido realizadas no sentido de
elucidar a participagcdo das mesmas na patogénese das alteracdes musculares.

Experimentos realizados com a fosfolipase A, miotoxica (miotoxina III) e a SVMP
(BaPI), isoladas do veneno da B. asper, mostraram elevacao dos niveis das interleucinas II-
18, 1I-6, mas ndo do TNF-a e IFN-y (35). Rucavado e colaboradores (35) revelaram que a
patologia tecidual local induzida pelo veneno de B. asper, e provavelmente, por outros
venenos de serpentes, deve-se, ao fato de que as citocinas I1-18 e 11-6 sdo produzidas por
um numero diferente de tipos celulares, como os macréfagos e as células endoteliais,
enquanto que, o TNF-a € produzido principalmente por macréfagos residentes. Estes
macréfagos (populacdo M1) estdo presentes no musculo esquelético em condi¢des normais.
In vitro, a miotoxina III e a BaPI ndo induziram a sintese de TNF-o por macréfagos
residentes. Embora, os niveis de TNF-a e IFN-y nao foram significativamente elevados, foi
sugerido que as citocinas desempenham papel relevante na fisiopatologia destes acidentes

ofidicos em vitimas humanas (35). Chaves et al (36) sugeriram que a liberacdo local das
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citocinas como II-18, I1-6, TNF-a e IFN-y t€ém participacdo na reagdo inflamatoria através
de sinais para que ocorra remoc¢do do material necrético pelas células inflamatdrias
tornando possivel o reparo tecidual e a revascularizagao.

Ainda durante a fase inflamatdria apos os macrofagos M1 atingirem o pico no
musculo lesado, eles sdo substituidos por uma populagdo de macréfagos M2 que podem
atenuar a resposta inflamatdria contribuindo para que aconteca o reparo tecidual (42).
Existem trés subpopulacdes de macréfagos M2, cada qual possui especializagdes funcionais
e moleculares especificas (43). Genericamente, os macréfagos M2 que expressam a
proteina transmembrana CD163 (44) podem ser ativados por complexos imunes que
induzem a liberacdo de citocinas antiinflamatérias como a IL-10 com funcdo de inibir a
atividade de M1 promovendo, assim, a proliferacdo celular (43). Os macréfagos M2 sdo
ativados por citocinas como IL-4, a IL-10 e a IL-13 (37,41). Estes sdo processos que estao
estreitamente ligados a regeneracdo muscular subseqiiente como verd no item 1.4.

Regeneracdo muscular.

1.3 - A toxinologia de Bothrops lanceolatus

A serpente Bothrops lanceolatus é uma espécie que habita as regides imidas da Ilha
da Martinica, no Caribe. O seu veneno € considerado como tendo baixa miotoxicidade.
Entretanto, induz eventos trombdticos em vitimas humanas (5,45,46), os quais ndo sdo
reproduzidos em camundongos (5). Em humanos, as SVMPs sao as provaveis causadoras

dos danos endoteliais acarretando as complicagdes trombdticas, especialmente

representadas pelos infartos cerebrais e de miocardio, os quais ocorrem geralmente, dentro
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de 7 h a 1 semana apés a picada em 30-40% dos pacientes envenenados (5). Acredita-se
que tal mecanismo de inicio tardio, se deva a presenga de ativadores do fator de Von
Willebrand ou de componentes do tipo Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF)
presentes no veneno (5,46). Apesar destas consideracdes, a andlise protedmica ndo revelou
a presenca destes componentes no veneno de B. lanceolatus (5).

A composicio do veneno de B. lanceolatus inclui as metaloproteinases
hemorragicas dependente de zinco (SVMPs), L-amino 4cido oxidase (LAO), serina
proteases e fosfolipase A, (PLA;) (5,47,48,49). Algumas das enzimas responsaveis por
estas atividades ja foram isoladas, como a PLA, dcida, que possui acdo anticoagulante (49).
Esta enzima possui similaridades quimicas com outras fosfolipases dcidas e apresenta
massa molecular em torno de 15kDa (50).

Lobo de Aradjo (50) demonstrou que a PLA, do veneno de B. lanceolatus mesmo
sendo capaz de evocar sinais de envenenamento, € muito menos téxica quando comparada
com o veneno total, e, portanto a proteina ndo é capaz de causar sozinha a letalidade.
Também esta PLA; ndo bloqueia a neurotransmissdo em preparagdes biventer cervis de
pintainhos. Lobo de Aratjo e colaboradores (51) constataram que uma proteina com
atividade caseinolitica de aproximadamente 27.5 kDa purificada do veneno é que foi capaz
de induzir o bloqueio neuromuscular.

O veneno de B. lanceolatus apresenta também uma enzima com atividade tipo
trombina capaz de coagular o fibrinogénio e formar fibrina (52,53). Outra fragdo protéica

de 28 kDa, isolada deste veneno foi identificada como uma metaloproteinase hemorrégica,

27



Introducao

denominada BlaH1, cujas atividades enzimaticas assemelham-se as de outras hemorraginas
isoladas de venenos botrépicos (47).

Estas metaloproteinases dependentes de zinco podem romper a integridade do
endotélio vascular causando extravasamento de fluidos e células sangiiineas. As
propriedades da BlaH1 isolada do veneno de B. lanceolatus indicam que provavelmente
esta enzima pertencga a classe P-1 (47). Outra metaloproteinase que compde o veneno desta
espécie € a de classe P-III. Esta enzima foi caracterizada por andlise protedmica e descrita
como tendo baixo potencial hemorragico (5, 54). Poucas SVMP da classe PIII com baixo
ou nenhuma atividade hemorrdgica foram isoladas e caracterizadas dos venenos de
Bothrops sp (54,55) como em B. neuwiedi e B. erythromelas (56,57).

O veneno de B. lanceolatus, quando injetado em patas de camundongos, produz
edema, acompanhado de infiltrado leucocitario (9). Em ratos, o tratamento fisico a (97°C
por 30 segundos) (58), ou quimico (EDTA) (59) do veneno, reduz o edema e a hemorragia
da pata. Em ambos os casos, o edema ocorre com a liberagdo de metabdlitos do acido
araquidonico, pela via da lipoxigenase e ciclooxigenase, bem como, de histamina,
bradicinina, e serotonina (59). Ainda em relacdo ao processo inflamatério, o veneno da B.
lanceolatus induz migracdo de neutrdfilos para a cavidade peritoneal de camundongos,

corroborando quanto a participacdo destas vias no processo inflamatorio (60).

1.4 - Regeneracao Muscular
A inflamagdo é um componente critico da fisiologia muscular sendo uma fase

importante para a regeneracao do musculo esquelético, pois envolve macrofagos, o fator de
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crescimento de transformacdo f (TGF-B) e metabdlitos da via da ciclooxigenase (COX3)
(61). Logo ap6s a lesdo muscular, neutréfilos e macrofagos sdo ativados rapidamente para o
local em resposta aos sinais inflamatérios (62). Os neutréfilos sdo os primeiros a se
infiltrarem e liberarem radicais livres de oxigénio e proteases que degradam restos
necréticos gerados durante a lesdo, mas, a0 mesmo tempo causam danos adicionais ao
tecido (62,63). Em seguida, os macréfagos assumem seu principal papel que é fagocitar os
restos necréticos. (38,64). Assim, em resposta a lesdo muscular, vias celulares distintas sao
ativadas para o reparo do tecido danificado. A ativacdo ou restri¢do de algumas destas vias
pode ser temporariamente coordenada em uma seqiiéncia precisa com a progressdo da
regeneracio, se a integridade muscular e a homeostase forem restauradas. Entretanto, se a
lesdo persistir, como na distrofia muscular, o processo de reparo torna-se incontroldvel
sendo conduzido para a substituicdo das miofibras por uma massa nao funcional de tecido

fibrotico (65).

1.4.1 - Células satélites e Fatores Regulatérios Miogénicos

Durante o processo inflamatério do musculo esquelético, as citocinas e os fatores de
crescimento secretados pelas células inflamatorias ativam as células satélites que proliferam
e se diferenciam com vistas ao reparo da fibra muscular (65,66,67).

As células satélites sdo populacdes de células-tronco latentes, mononucleadas que
estdo localizadas entre a lamina basal e a membrana plasmdtica (sarcolema) da fibra
muscular (68,69,70). Estas células estdo normalmente quiescentes no musculo adulto e

podem ser ativadas em resposta a lesdo, estimulos téxicos e ndo toxicos, estimulos
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hormonais ou mecénicos. As células satélites quiescentes expressam Pax7 (marcador

molecular de células satélites) (71) e moléculas de adesdo N-CAM e M-caderina (72,73).

Celulassatelites
rs
A
micleo __ Laminabasal

\ Fibra

muscular

Figura 1. Esquema de localizag@o da célula satélite na fibra muscular
Fonte: www.babraham.ac.uk

Uma vez ativadas, as células satélites sdo capazes de migracdo para o local da lesao,
proliferacdo e diferenciacdo. A ativagdo de tais células induz a expressdo dos fatores
regulatorios miogénicos (MRFs) Myf5 e MyoD e a atividade mitdtica (41,71). Apds
dividirem-se e proliferarem, as células satélites diferenciam-se em miotubos, os quais
sofrem a acdo dos fatores de crescimento como fator de crescimento tipo insulina (IGF) e
fator de crescimento de fibroblasto (FGF) (74). O estdgio de diferenciacdo dos mioblastos
coincide com a expressdo negativa do Pax7 (75) e também com a superexpressdo de
miogenina e Mrf4 (71,76). Um pool de mioblastos formado se funde uns aos outros ou em
fibras musculares pré-existentes (que podem ter sofrido danos) dando origem a miotubos
multinucleados (cujos nucleos estdo localizados centralmente) para substituir a fibra
necrdtica ou reparar a fibra danificada ou aumentar o tamanho da fibra muscular apds

exercicio (74,76,77).
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Figura 2. Esquema de regeneracdo muscular apds estimulos.

Os Fatores Regulatérios Miogénicos (MRF) sdo membros de uma familia de
proteinas basicas hélice-alca-hélice (PHLH) que agem como ativadores transcricionais de
genes especificos do musculo (78,79). A MyoD e a Myf5 estdao envolvidas na ativacao das
células satélites e na regulagc@o da proliferacdo de mioblastos, enquanto que, a miogenina e
a Mrf4 regulam o programa de diferenciagdo terminal dos mioblastos em miotubos (80,81).

O sucesso do crescimento e reparo do musculo esquelético pelas células satélites
depende de forma crucial das citocinas e dos fatores de crescimento como fator de necrose
tumoral o (TNF-a), fatores de crescimento de fibroblasto (FGF), fator de crescimento tipo
insulina (IGF), fator de crescimento de transformacdo B (TGF-B) (81,82). Estes fatores de
crescimento interagem inicialmente com receptores especificos na superficie celular, como
por exemplo, os receptores das células satélites, desencadeando um ou mais processos de
sinalizacdo intracelular (82).

Estudos relatam que o FGF faz com que os mioblastos deixem a fase Gy do ciclo

celular e atinjam a fase G1. A estimulagdo da diferenciacdo € feita pelos IGF-I e IGF-II.
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Os fatores FGF e IGF estimulam a proliferacio de mioblastos e o TGF- [} suprime a
proliferacio dos mesmos (82). Os fatores FGF, IGF-1 e TGF-f1 recrutam e ativam
fibroblastos que eventualmente secretam moléculas da matriz como o coldgeno para
comegar o processo de reparo (83). Durante o reparo tecidual, os fibroblastos continuam a
secretar suas proprias citocinas pré-inflamatdrias, tais como IL-6 e IL-1, e também a
recrutar neutréfilos adicionais através da producdo de IL-8 (84). Embora estudos revelem
que a proliferacdo de células satélites € acentuada na presenca de macréfagos, a liberagao
excessiva de quantidades de TGF-B1 inibe a diferenciacdo celular podendo comprometer a

regeneracdo da fibra (85).

1.4.2 - Componentes da Matriz Extracelular e Fibrose

As células satélites usam a membrana basal das fibras necréticas como uma
estrutura de ancoragem para garantir que novas fibras mantenham uma posi¢do similar.
Para que o reparo muscular ocorra também € necessdria a migracdo e a proliferacdao dos
fibroblastos, um dos componentes da matriz extracelular (MEC) (65). Os fibroblastos
quando ativados sintetizam uma ampla variedade de fatores de crescimento e componentes
da MEC incluindo proteinas que se ligam aos receptores de integrinas tais como a
fibronectina (86), coldgeno tipo I, III e proteoglicanos (87) que ordenadamente contribuem
para promover proliferacdo celular e migragcdo, além da expansido do tecido conjuntivo e
deposi¢do de nova matriz para o endomisio (65).

A MEC € uma associagdo de tipos de coldgenos, glicoproteinas nao colagénicas e

proteoglicanos que circundam as células, entre as quais, a fibra muscular constituindo o
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endomisio (88). A MEC pode ser degradada por metaloproteinases de matriz dependentes
de metais, principalmente zinco e cdlcio. A atividade das metaloproteinases de matriz no
espaco extracelular pode ser inibida especificamente por inibidores teciduais de
metaloproteinases (TIMP) (89,90). A expressdo dos genes das metaloproteinases € regulada
por citocinas, fatores de crescimento e pelo contato da célula com a MEC. A degradacio da
MEC pode ocorrer normalmente durante o desenvolvimento, o crescimento e também no
reparo tecidual (88). Embora, inicialmente seja benéfico, o processo de deposicdo da matriz
quando excessivo pode se tornar patoldgico, resultando em remodelamento substancial da
lamina basal da fibra muscular e a formagao de tecido fibrético constituido por coldgeno,
decorrente da produg¢do e acumulacdo de componentes intersticiais da MEC (4cido
hialur6nico, fibronectina, proteoglicanos e coldgeno intersticial) (65). A fibrose pode
ocorrer quando o fibroblasto sintetiza excessivamente a fibronectina, os proteoglicanos, os
coldgenos tipos I e III, ou quando o equilibrio entre TIMPs e MMPs se desloca a favor das
TIMPs (91).

Ainda que o processo de regeneragdo tecidual dependa da amplitude e da natureza
da lesdo ou de estimulos (fisicos ou quimicos), em qualquer destas situagdes; 0 processo
envolve a revascularizagdo, a infiltracio de células inflamatdrias, fagocitose de restos
celulares, a ativagcdo, a proliferacdo e a fusdo das células satélites para a formacdo de
mioblastos, com posterior diferenciacio em miotubos para formacdo da nova fibra
muscular ou reparo de fibras pré-existentes. Para o sucesso total da regeneracdo, deve haver
revascularizagdo, reinervacdo e recuperagdo completa da funcdo muscular (79,92). A

integridade da lamina basal, componente do endomisio que estd relacionada intimamente
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com a membrana da fibra muscular, também se faz importante no sucesso da regeneragao,
sobretudo, para a formagdo e orientacdo espacial dos novos miotubos e desenvolvimento
minimo de fibrose (93). Ferrari et al. (93) sugerem que o tempo de reparo do musculo, por
exemplo, apds exercicio depende da integridade da lamina basal, podendo ocorrer a
regeneracdo completa em sete dias, enquanto que, se for destruida extensamente, o
processo pode alcancar até vinte e um dias. Gutiérrez e colaboradores (4) utililizaram a
toxina bothropstoxin II (BthTX-II) isolada do veneno de B. jararacussu para os estudos de
regeneracdo muscular em camundongos, onde observaram que aos 28 dias, as fibras
regeneradas tinham o didmetro similar aos das fibras musculares adultas. Os autores
sugeriram que a regeneracdo muscular foi completa porque a toxina nio afetou a lamina

basal, vasos sangiiineos e nem as fibras nervosas.

1.5 - Osteopontina

A osteopontina (OPN) € uma fosfoproteina O-glicosilada com aproximadamente 35
a 60 kD, sintetizada em uma variedade de células e tecidos. Foi originalmente identificada
como proteina da matriz Ossea, e subsequentemente, evidenciada como citocina Eta-1
produzida por células T ativadas (86,94,95). No sistema imune, a OPN ¢é secretada por
diferentes tipos de células, incluindo macréfagos, neutréfilos, células dendriticas, células
NK, e linfécitos B e T (86). Células como fibroblastos (96), a maioria das células tumorais
(97,98) e as células endoteliais (99) também expressam OPN. Esta glicoproteina tem sido
identificada no figado, rim, pulmao, e nos tecidos 6sseo, nervoso e adiposo, além do trato

gastrointestinal (86,100). A OPN participa de uma série de processos fisiolégicos, como
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sintese de fibrilas coldgenas, angiogénese, migracdo de células e cicatrizacdo (86). Além
disso, desempenha papel relevante em varios eventos fisiopatolégicos (101). A diversidade
de funcgdes e a expressdo por diferentes células em diferentes tecidos, 6rgaos e sistemas, e
estados fisiologicos e patoldgicos sdo provas do cardter pleiotrépico desta proteina (86).
Hirata et al (102) estudaram a regeneracdo muscular apds inje¢cdo i.m. de
cardiotoxina do veneno de Naja naja atra. Os autores demonstraram elevagdo significativa
da expressdo de genes codificadores de quimiocinas e de seus receptores, até sete dias apos
a injecdo da cardiotoxina. Entre as proteinas, a OPN, conhecida como um importante
regulador da inflamacdo estava marcadamente elevada. Sua expressdo no citoplasma de
macréfagos foi confirmada por imunohistoquimica, sugerindo que a osteopontina participe
como molécula de adesdao de macrofagos na fibra necrética. Estudos anteriores ja haviam
demonstrado a elevagdo da expressdao de OPN por macréfagos, em resposta a lesdo no
musculo cardiaco, bem como sua reducio drastica durante o processo regenerativo (103).
Estes resultados sdo considerados a primeira evidéncia de que a OPN pode ser importante
na regeneracdo muscular apés acdo de toxina de serpente estando possivelmente envolvida
nos processos de adesao celular, quimiotaxia e/ou fagocitose (102).
Estudos clinicos demonstraram que os niveis elevados de OPN no plasma estio associados
com alguns tipos de doencas caracterizadas por inflamacdo cronica como a doenca de
Crohn (104), encefalites autoimune (105), artrite reumatdide (106) e tuberculose (107). Sua
expressdo estd também aumentada nas células inflamatdrias associadas com outras doencas
incluindo o céncer (108), a nefrite tubulointersticial (109), o infarto do miocardio (110), a

estenose arterial (111), a distrofia muscular (112) e a fibrose pulmonar idiopéatica (113).
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Virios estudos apontam para o papel pro-fibrotico desta proteina, uma vez que, a
OPN pode ser considerada moduladora do curso da fibrose através de suas propriedades
quimiotaticas e pro-inflamatérias (112). Vetrone et al (112) sugerem que a OPN
desempenha papel relevante na inflamagdo, e através de seus efeitos no ambiente
inflamatério contribui para a deposicdo de tecido fibrético no musculo distréfico. Estes
autores propdem que a OPN pode regular tanto as concentracdes das células do sistema
imune quanto, a secrecdo de fatores da matriz extracelular (coldgeno tipo I) através dos
miofibroblastos. No caso da fibrose renal, a regulacio da OPN também foi descrita como
fundamental para a diferenciacio dos fibroblastos, um dos responsdveis pela formacdo do
tecido fibroso (114,115). No musculo cardiaco, os niveis elevados desta proteina estdo
associados com a insuficiéncia cardiaca e a OPN pode ser um marcador progndstico em
potencial para a evolucdo clinica apds infarto do miocardio (116). A OPN também possui
efeito pro-fibrético no desenvolvimento da fibrose pulmonar induzida por bleomicina
(113).

A OPN € um membro da familia das proteinas ”Small integrin-binding ligand N-
linked glycoprotein” (SIBLING), proteinas estas que sdo capazes de interagir diretamente
com as proteinas da matriz extracelular incluindo a fibronectina da lamina basal e coldgeno
tipo I através dos receptores de integrinas (a3, avp1, avBs, a8B1, a9B1, a4pB1, adp7)
(117,118) e variantes de CD44 (receptor do 4cido hialurdnico) (86). Os receptores para
OPN funcionam como mediadores para adesdo, migracdo, e sobrevivéncia de uma
variedade de tipos celulares, incluindo neutréfilos, macréfagos e células miogénicas (86).

Uma vez secretada, a OPN pode ser clivada tanto pela trombina (que é classicamente
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conhecida como um ativador da cascata de coagulacdo) quanto por MMPs da matriz
extracelular, tais como, MMP,, MMP;, MMP;, MMPg (119) e MMP;, (120). As MMPs e a
trombina sdo capazes de clivar a OPN, expondo os dominios arginina-glicina-aspartato
(RGD) e a seqiiéncia serina-valina-valina-tirosina-glutamato-leucina-arginina (SVVYGLR)
capazes de interagir com os receptores de integrinas e CD44 (86,121). Apds a clivagem,
OPN expde seus sitios que se ligam aos receptores de integrina (122,123) e/ou CD44 (124)
as moléculas de fibronectina e coldgeno da matriz extracelular (112,124) para promover
adesdo e transducdo de sinais celulares (86).

Do exposto, parece claro que a OPN pode ser considerada uma proteina que pode
tanto contribuir positivamente como negativamente em processos fisioldgicos e
fisiopatologicos. No presente estudo, investigaremos o curso da expressdo da OPN em um
modelo de lesdo muscular causado pelo veneno de B. lanceolatus (Fer-de-lance), durante os

periodos agudos das alteragdes toxicas e periodos de reparo muscular.
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2. Objetivo

O objetivo deste estudo foi investigar a participacdo da osteopontina e de algumas
proteinas envolvidas na degeneragdo e regeneracao do musculo esquelético num modelo de
injuria muscular causado pelo veneno de Bothrops lanceolatus (VBL).

2.1- Os objetivos especificos foram:

- Avaliar cronologicamente e por imunohistoquimica a mediacdo da osteopontina na
patogénese da regeneracdo muscular utilizando o veneno de Bothrops lanceolatus como
modelo de lesdo. A expressdo de proteinas transmembrana caracteristicas de macréfagos
residentes (proteina CD68) e de macrofagos migrantes (proteina CD163) foi avaliada para
monitorar o processo inflamatoério. A expressdo dos fatores de transcricio miogénicos,
myoD e miogenina foi avaliada para monitorar o processo de regeneragao muscular.

- Caracterizar o curso das alteragdes do musculo gastrocnémio no periodo de 1-48 horas

(fase de degeneracdo) e 3-21 dias (fase de regeneragao).
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3 - Material e Métodos

3.1 - Veneno
O veneno de Bothrops lanceolatus liofilizado foi fornecido pelo Unité des Venins
do Instituto Pasteur (Paris, Franca) e reconstituido em tampao fosfato salina-(PBS) 0,05 M

(NaH,PO4; Na,HPOy; NaCl) pH 7,4.

3.2 - Animais

Ratos Wistar machos (Rattus norvegicus) com idade de 4 semanas (200-300 g)
foram fornecidos pela Central de Bioterismo da Universidade de Campinas (CEMIB-
UNICAMP). A pesquisa foi conduzida seguindo as orientagdes da Comissio de Etica no
Uso de Animais (CEEA-IB-UNICAMP), protocolo n® 945-1 e estd de acordo com as regras

do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA).

3.3 - Tratamento com o veneno

O tratamento com veneno de Bothrops lanceolatus foi realizado em dez grupos de
12 animais (6 tratados e 6 controles) que receberam inje¢do intramuscular (gastrocnémio)
do veneno total (100 ug/100 ul). Os animais controle receberam 100 ul da solucio tampao
PBS, 0,05M, pH 7,4. Os animais foram mantidos em gaiolas onde permaneceram a
temperatura de 22°C e ciclo de luz-escuro de 12 horas com racdo e dgua filtrada sem
restricdes. Os animais foram sacrificados sob anestesia (Halotano) por deslocamento

cervical nos seguintes intervalos de tempo de (1, 3, 6 e 18 horas; 1, 2, 3, 7, 14 e 21 dias).
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3.4 - Processamento do misculo

O musculo gastrocnémio foi dissecado e a regido equatorial foi colocada
imediatamente no fixador paraformaldeido 4%, onde permaneceu por 18 hs a 4°C. Apds
este tempo, foram realizadas 4 lavagens de 10 minutos em dgua destilada. Em seguida, os
musculos foram desidratados, diafanizados e incluidos em parafina de acordo com a
seguinte a seqiiéncia: dlcool 70% (durante a noite), 80% e 95%, 45 min cada, e 100% (3x
30 min), dlcool-xilol 1:1, xilol, xilol:parafina 1:1 (60°C) e parafina pura (60°C) por 30 min
cada. A seguir os musculos dissecados foram incluidos em cassetes com parafina,

identificados e devidamente acondicionados.

3.5 - Cortes Histologicos

Ap6s o processamento dos musculos e inclusdo em parafina foram realizados cortes
seriados (5 um) em micrétomo rotativo Leica® n°® 818 e montados em laminas silanizadas.
As coloragdes realizadas foram Hematoxilina-Eosina (HE) e Tricromico de Masson (TM).
As imagens foram analisadas e capturadas e analisadas usando fotomicroscépio Olympus,

BX51 (Japao), objetiva 200x e 400x.

3.6 - Medida do Didmetro da Fibra Muscular
O menor didmetro da fibra muscular foi medido em secg¢ao transversal considerando
a regido equatorial do musculo gastrocnémio. O menor diametro foi medido em grupo de 1

hora apds injecdo i.m. do veneno da B. lanceolatus (100 pug/100 pl) ou injecdo de salina

(100 ul) para detectar alteracdes agudas. O local danificado foi caracterizado como aquele
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que continha edema e/ou necrose. A medida da fibra foi realizada utilizando o
fotomicroscopio Olympus, BX51 (Japao), aumento 200X e o software Image Pro-Plus. O
total de fibras medidas foi 1200 tanto em grupo tratado quanto em grupo controle (n=6
animais x 200 fibras/animal=1200 fibras medidas).

O menor didmetro da fibra muscular também foi medido em grupo de 21 dias apds
injecdo i.m. do veneno da B. lanceolatus ou de salina. O menor didmetro da fibra muscular
foi medido considerando a regido equatorial do musculo gastrocnémio. Tanto as fibras
regeneradas com nucleos localizados centralmente como as fibras intactas com nucleos
periféricos em torno da regido de regeneracdo foram medidas. Foram observados 205
células regeneradas, e, portanto, um nimero correspondente de células intactas também
foram medidas no grupo envenenado de 21 dias. Para se ter certeza de que as fibras
intactas, com nucleos periféricos, em torno da regido regenerativa dos misculos
envenenados foram ou ndo realmente afetadas por veneno, 205 fibras do controle de 21 dias
(PBS) foram medidas para comparac¢do. As medidas do menor didmetro foram realizadas

em fotomicroscopio Olympus, BX51 (Japao), 200X com o software Image Pro-Plus.

3.7 - Imunohistoquimica

Cortes de 5 um foram desparafinados em xilol (I-60°C e II- temperatura ambiente)
por 15 min cada, e rehidratados em banhos de etanol de concentragdes decrescentes
seriadas (100%-3vezes; 95%; 80%; 70%, por 5 min cada) e 4gua destilada. Apds a
rehidratacdo, o bloqueio da peroxidase enddgena foi feito pela imersdo em perdxido de

hidrogénio 3% em dgua destilada. Em seguida, foi realizada a recuperacio antigé€nica por
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calor umido (panela a vapor) em tampao citrato (10 mM, pH 6.0), por um periodo de 30
minutos (95-99°C) ou conforme recomendado pelo fabricante do anticorpo. Para bloqueio
de ligacdes inespecificas, os cortes foram incubados com leite em p6 reconstituido (Molico
célcio plus) 3%. A seguir, os cortes foram incubados com anticorpo primdrio especifico
(Tabela 1), por 16-18 h, em cdmara tumida, a 4°C. Apés este tempo, a revelacdo foi
realizada utilizando os kits Advanced™ HRP Link (Dako®; Ref. 4068) para anti-
miogenina e anti-MyoD e o kit EnVision (Dako®; Cod. K1395) para anti-CD68, anti-
CD163 e anti-OPN. E, por ultimo foi aplicado o cromégeno substrato + Diaminobenzidina-
DAB (AdvancedTM HRP/EnVision HRP). A contracoloragdo foi realizada com
hematoxilina de Erlich. O controle negativo incluiu omissdo do anticorpo primadrio,
substituido por tampao (PBS/BSA 1%).

Tabela 1. Marcadores imunofenotipicos utilizados para identificagdo das células estudadas.

Anticorpo Fabricante Cédigo Diluicao Especificacao
em proliferacdo
Anti-myoD Dako® M3512 1:50 Liga-se as proteinas
monoclonal nucleares de
mioblastos
Liga-se as
Anti- Dako® M3559 1:100 | proteinas nucleares de
miogenina mioblastos em tecido
monoclonal muscular
Anti-CD68 Identifica
monoclonal Dako® MO718 1:200 | macréfagos residentes
Anti-CD163 Identifica
monoclonal Serotec MCA342R 1:50 macréfagos migrantes
Anti-OPN Marcadores de
monoclonal Sigma 07264 2 ug/mL | fatores de crescimento
derivados de
macréfagos
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3.8 - Dupla marcacao

A dupla marcagdo para os anticorpos anti-CD68 e anti-OPN foi realizada para
comprovar expressao de osteopontina (OPN) por macréfagos M1 que contém a proteina
transmembrana CD68. Para tal foi utilizado o kit dupla marca¢do Envision (Dako®) para
revelacdo. Este kit usa enzima fosfatase alcalina que revela a reacdo em vermelho e

peroxidase que revela a reagdo em marrom.

3.9 - Andlise e quantificacao das Imagens
Anti-osteopontina

A quantificacdo da imunoreatividade desta proteina foi realizada em doze campos
por intervalo de tempo, por animal (n=6). Todas as imagens dos campos foram fotografadas
com a utilizacdo do fotomicréscopio Olympus BX51 (Japdao). Para a captura, todos os
parametros empregados foram padronizados como intensidade de luz, 200X de aumento e
padrdo 24 bits de cores. As imagens foram capturadas utilizando um computador integrado
em sistema de andlise de imagens Image Pro-Plus 4.0, Media Cybernetics (USA). A anélise
de imagens (quantificacdo de densidade 6ptica de imunoreatividade do anticorpo) foi
realizada pelo software GIMP 2.6.4 (GNU Image Manipulation Program, CNET Networks,
Inc. Australia) para segmentar as imagens por cores. Neste software, selecionamos as cores
referentes a marcacdo imunohistoquimica, e obtivemos a contagem da porcentagem de

pixels.
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Anti-CD68 e Miogenina

Para estes marcadores, a quantificacdo foi realizada por meio de contagens de
células positivas em dez campos diferentes dentro da drea danificada por corte, por animal,
por intervalo de tempo (n=6, 60 campos por intervalo de tempo) tanto para grupo controle

quanto para grupo envenenado. A contagem foi realizada com o auxilio do fotomicroscépio

(Olympus, BX51), aumento de 200X.

3.10 - Analise Estatistica

Os dados da imunohistoquimica foram apresentados como média dos grupos =*
desvio-padrdo. Comparac¢Oes multiplas foram feitas usando andlise de variincia (one way
ANOVA), seguido pelo teste de miltipla comparacdo de Bonferroni (Graphpad Prism 4.0
software, San Diego, CA, USA). Para cada medida do menor didmetro da célula muscular
foi usado o teste 7-Student para comparar grupos controle e tratado 1 hora apoés a injuria, e
as fibras intactas e regeneradas de 21 dias de grupos envenenados e fibras normais de

grupos controles de 21 dias. O valor de p<0,05 indicou a significancia estatistica.
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4. Resultados

4.1 - Analise Histolégica

O miusculo gastrocnémio dos animais controle (100 pul de PBS) apresentou
morfologia normal sem alteracdo aparente dos vasos sangiiineos ou tecido conjuntivo em
todos os intervalos de tempo (Fig. 3A). Logo ap6s 1 hora de inje¢do i.m. de veneno de B.
lanceolatus (VBL) foi observada intensa hemorragia, edema nas fibras musculares (Fig.
3B, 5B), sendo que, apenas algumas fibras apresentavam aparéncia hialina (Fig.3B). O
edema foi evidenciado pelo aumento do espago intersticial e da fibra muscular e pela perda
do seu perfil poligonal no periodo entre 1 e 3 horas. Com 3 horas, os neutréfilos foram
observados no infiltrado inflamatorio na édrea afetada pelo veneno (Fig 3C). A hemorragia
era menos intensa a partir de 6 horas, sendo substituida por focos de infiltrado inflamatério
rico em neutréfilos sendo que, apds as 18 horas os macréfagos foram aumentando
gradualmente ndo somente no espaco intersticial como também dentro da fibra necrética
(Fig. 3D). Com 3 dias foi possivel observar a proliferacdo de mioblastos no local de lesdao
(Fig. 3E). E aos 7 dias, os mioblastos estavam abundantes, sendo que, os miotubos também
foram observados. A figura 5D mostra grupos de fibras pequenas com nucleos localizados
centralmente no periodo de 21 dias na area de lesao.

O tecido conjuntivo corado em azul pela técnica de Tricrdmico de Masson
demonstrou que a matriz coldgena dos musculos controle estava espessa apenas em torno
do perimisio dos ramos venoso e arterial (Fig. 4A). Entretanto, nos musculos dos grupos de
1 hora p6s-VBL, os feixes de coldgeno apareceram desorganizados (Fig. 4B). Apds este

tempo, houve aumentos focais de tecido conjuntivo, principalmente no local
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de proliferacdo de mioblastos (3 dias) e fusdo de miotubos (7 dias), dando a algumas dreas

aspecto fibrético (Figs. 4C, D).
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Figura 3. Cortes transversais de musculo gastrocnémio de ratos em diferentes intervalos de tempo ap6s inje¢do de
PBS (A) ou veneno de Bothrops lanceolatus (VBL) (B-F). A — Grupo controle (1h) demonstrou fibras e fasciculos
com morfologia normal; B - V1h: uma hora p6s-VBL os fasciculos estavam desorganizados e houve intenso processo
hemorragico (H). Observamos poucas fibras necréticas; e a maioria das fibras estava edemaciada (*); C - V3h: neste
periodo houve infiltracdo de c€lulas inflamatdrias, principalmente, neutréfilos (n) no espago intersticial e em torno
das fibras necrédticas; D - V18h: os macréfagos constituiam a maioria das células inflamatérias; E - V3d: neste
periodo foi observado pequenos focos de proliferacdo de mioblastos em torno das fibras musculares normais (nf); F -
V7d: um detalhe da regido regenerativa (RR) 7 dias apés VBL demonstrando mioblastos basofilicos e células de
tamanhos heterogéneos (df); P = perimisio, T = tenddo, n/m = neutréfilo/macréfagos. Coloracdo HE. Barra = 40 um.
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Figura 4: Coloragao por Tricrdmico de Masson das fibras coldgenas em misculo gastrocnémio injetado com PBS (A) ou
injecdo de VBL (B-D). A - Grupo controle de 1 hora apresentou matriz coldgena perimisial normal em torno dos vasos
sangiiineos; B - V1h: desorganizagdo do coldgeno 1 hora apés VBL; C - V3d: fibrose na regido de regeneracdo (RR):
miofibras nucleadas centralmente com aspecto degenerativo (dr); D - V7d: proliferacdo colagénica entre os fasciculos no
intersticio, no qual verificou-se fibras com tamanho heterogéneos; mnt=tronco nervoso motor; bv=vasos sanguineos, P=
perimisio, mf=fibra muscular, . A e B - Barra = 40 um; C e D - Barra = 25um.
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4.2 - Morfometria: Diametro da Fibra Muscular

Ao tempo de 1 hora apds injecdo de veneno de B. lanceolatus, a média dos valores
do menor didametro das fibras na regido muscular afetada, estava significativamente maior
(59.8 um=8.2; n=6) que o do grupo controle (39.9 um +6.7; n=6) (P<0,05) (Fig. SA). Apds
21 dias de envenenamento, um numero relativamente pequeno de células regeneradas (205
com nucleo central) foi detectado em cortes transversais do musculo gastrocnémio (n=6).
Estas células apresentaram didmetro médio significativamente menor (21.42 um +5.65) que
as células intactas com nucleo periférico (41.16 um £7.96) (P<0,05, Fig. 5C) em torno da
regido regenerativa. Os valores do diametro médio das células intactas com nicleo
periférico em torno da regido regenerativa nao diferiram da medida das fibras normais de

21 dias em grupos controle (PBS) (42 um + 6.03) (Fig. SE).
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Figura 5: Medida do menor didmetro da fibra muscular 1 hora apés injecdo de VBL ou PBS. A — A média do menor
didmetro dos animais tratados foi significativamente maior que os grupos controle apds 1 hora de VBL (* p<0,05); B - V1h:
observe as fibras edemaciadas na regido afetada. Barra = 25 um. C - A média dos menores didmetros das fibras intactas (ndo
danificadas pelo veneno) foi significativamente maior do que aquelas regeneradas que apresentaram nicleo central 21 dias
apos injecdo de VBL (*p<0,05); D - V21d: Note a heterogeneidade nos tamanhos diferentes entre fibras intactas e
regeneradas (setas). Coloracdo HE. Barra = 40 um. E — Nao houve diferenca significativa entre a média dos menores
didmetros das fibras intactas (ndo danificadas pelo veneno) p6s 21 dias e das fibras do grupo controle aos 21 dias apds
injecdo de PBS. As colunas representam médiatDP (n=6) (teste #-Student).
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4.3- Imunohistoquimica
Anti-CD68

Os macréfagos CD68+ foram observados junto as fibras musculares e também no
tecido conjuntivo intersticial (Fig. 6A,B,C,D). A presenca de macréfagos residentes na drea
de lesdo foi avaliada pela expressdao de CD68 em musculos tratado (VBL) em comparagao
com os grupos controle (PBS). O nimero de macréfagos expressando a proteina aumentou
significativamente atingindo o pico as 24 h (461.67+£144.67) apés envenenamento, o qual
decresceu gradualmente, sendo que, de 7 a 21 dias tornou-se inferior ao observado no
periodo de 1 hora. A contagem no tempo de 24 horas foi significativamente maior que nos

demais tempos avaliados, exceto para 18 horas e 2 dias (Fig. 6E).

Anti-CD163
Apesar de vdrias dilui¢des seguindo o protocolo padronizado pelo laboratério, e de
acordo com as instrugdes do fabricante ndo houve expressdo desta proteina nas amostras

testadas em nenhum dos grupos experimentais.

54



Resultados

E
700-
* 3
600+
- —3 controle
. 500 R 2 /anceolatus

N° de macrofagos marcados
(anti-CD68

1 3 618 1 2 3 7 14 2

haoras dias

Figura 6: Imunomarcagdo de macréfagos M1 (CD68+) em musculo gastrocnémio de ratos em diferentes
intervalos de tempo apds injecdo i.m. de VBL (100 pg/100 ul) ou PBS (100 ul). A - B - V1d: Macréfagos
(m) CD68+ presentes no perimisio e endomisio de fibras musculares edematosas (mf). C - D - Macréfagos
M1 (m) expressando a proteina CD68, localizados em tenddo (T). E — O histograma demonstra a expressao
de macréfagos (CD68+). As colunas representam a médiatDP (n=6). *p<0,05 em relacdo ao grupo
controle. (#) p<0,05 diferenca entre VBL-3 dias (pico de expressdo de CD68) e os demais grupos tratados
(ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni). P=Perimisio; mnt=tronco nervoso motor. Contracoloracio
com Hematoxilina de Erlich. A,B e C — 40 um. D - Barra = 25 pm.
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Dupla marca¢cdo OPN/CD68

Aos 3 dias, as imagens analisadas em sec¢des de musculo gastrocnémio injetado
pelo VBL, mostrou macréfagos no espago endomisial entre as fibras musculares. A dupla
marcacdo para as proteinas CD68 e OPN mostrou que os macrofagos residentes
expressavam essa molécula quimiotatica de adesao (Fig. 7). A dupla marcacdo foi realizada

no musculo apéds 3 dias, periodo de pico de expressao de OPN nas fibras musculares.

Figura 7: A, B - Dupla marcagdo de CD68/OPN em macréfagos residentes (fagociticos) do VBL. Os
macréfagos (m) positivos para CD68 estavam em contato com restos celulares da fibra em A, e no
endomisio em B. hf=fibra hipercontraida. Contracoloragio com Hematoxilina de Erlich . Barra = 25

um. Reacdo vermelha: enzima fosfatase alcalina; Reacdo marrom: peroxidase.
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Osteopontina
A expressdao da glicoproteina (OPN) foi observada tanto nas fibras musculares
intactas como nas danificadas dos grupos controle (PBS) e tratado (VBL) (Fig. 8A, B). A

OPN também foi observada em macréfagos, mioblastos miotubos, e fibroblastos (Fig. 9).

Osteopontina nas fibras musculares

A quantificagdo da imunomarca¢do de OPN foi realizada nas fibras musculares. As
imagens capturadas foram segmentadas por selecdo de cor da reacdo usando o software
GIMP 2.6.4 (Fig. 8C,D); a densidade de pixels refletiu a intensidade da imunomarcacao
permitindo a quantificacdo comparativa (Fig. 8E). A marcagdo basal de OPN em grupos
controle ndo diferiu em funcao do tempo pds-injecdo de PBS. Por outro lado, nos misculos
injetados com veneno, a proteina permaneceu abaixo dos niveis dos grupos controle até 1
hora apés a injecdo. A partir de 6 horas, os niveis de OPN aumentaram de forma
significativa. A maior expressao de OPN ocorreu aos 3 dias (31£3.1), e, a partir dai houve
decréscimo gradual (7 d= 27+1.2 e 14d= 24.2+3.2%), sendo que, apds 21 dias, os niveis de
OPN foram similares ao observado em 1 hora, porém significativamente mais elevados que
no PBS-21 d. No grupo VBL-3 dias, os niveis de OPN foram estatisticamente superiores
aos demais grupos tratados, exceto para os tempos de 2, 7 e 14 dias. Os dados de densidade

em pixels em misculos controle e tratado com veneno estdo demonstrados na figura 8E.
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Figura 8: Imunomarcag¢do de OPN em miisculo gastrocnémio de ratos em diferentes intervalos de tempo apds
injecdo i.m. de VBL (100 pg/100 pl) ou PBS (100 ul). A - C3d: No grupo controle 3 dias note as fibras
intactas marcadas por OPN; B - V3d: No grupo tratado com VBL tanto as fibras intactas como as afetadas pelo
veneno apresentavam-se positivas para OPN. As imagens das figuras A e B foram selecionadas apenas nas
regides imunoreativas para medir a densidade optica de marcacdo de OPN (C e D). Em E, o histograma
demonstra a densidade 6ptica da imunoreatividade de OPN ao longo dos periodos analisados em musculos
tratados (VBL) e controles. As colunas representam a mediatDP (n=6). *p<0,05 em rela¢do ao grupo controle.
(#) p<0,05 diferenca entre VBL-3 dias (pico de expressd@o de OPN) e os demais intervalos de tempo (ANOVA
seguido pelo teste de Bonferroni). Contracoloragdo com Hematoxilina de Erlich. mf=fibra muscular; mnt=
tronco nervo motor. Barra=40 um.
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Osteopontina nos mioblastos e miotubos

Foi verificada reatividade de OPN na regido das fibras em regeneracdo do muisculo
pelo veneno de B. lanceolatus. A figura 9 A-C mostrou que aos 7 dias, os mioblastos e
miotubos fortemente positivos para OPN estavam presentes no local de proliferacdo (Fig.
9A,B).
Osteopontina nos fibroblastos e macrofagos

Os macrofagos e os fibroblastos do tecido conjuntivo intersticial estavam também

fortemente positivos para OPN aos 7 dias apds envenenamento (Fig. 9B-E).

Figura 9: A-E: Imunomarcagio de OPN em miofibras (mf), mioblastos (Mb), miotubos Mt),
macréfagos e fibroblastos (f) 7 dias apds injecdo de VBL no misculo gastrocnémio. Contracoloragio
hematoxilina de Erlich. Barra= A=25 e C=30 um; B- D-E=10 um.
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MyoD
Apesar de vdrias tentativas de padronizacdo utilizando anti-MyoD, importante para

estudo do inicio do processo de regeneracao, nao obtivemos marcagao positiva.

Miogenina

Esta proteina foi imunodetectada tanto no nicleo quanto no citoplasma de
mioblastos e miotubos (Fig. 10A), e em niucleos de miotubos (Fig. 10B) apds 7 dias de
injecdo de veneno de B. lanceolatus. Os grupos tratado apresentaram os valores
significantemente mais elevados entre 18 horas a 14 dias, com pico aos 7 dias (184,4+29.4).
No periodo de 1 a 6 horas apds envenenamento, ndo houve diferenca na expressdo de
miogenina entre tratados e controles. Entre os grupos tratados, a taxa de imunomarcacao

aos 7 dias foi significativamente maior que nos demais tempos avaliados. (Fig. 10C).
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Figure 10: A, B - Imunomarcagdo de anti-miogenina nas regides de regenerag¢do do gastrocnémio de ratos 7
dias apds injecdo de VBL. Observou-se imunomarca¢do para miogenina no citoplasma e no nicleo de
mioblastos e miotubos (A e B). C — O histograma mostra que a expressdo de miogenina foi significativamente
maior no intervalo de 18h-14d atingindo o pico apés 7 dias de envenenamento. As colunas representam a
mediatDP (n=6). *p<0,05 em relacdo ao grupo controle. (#) p<0,05 diferenca entre VBL-7 dias (pico de
expressdo da miogenina) e os demais intervalos de tempo (ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).
Contracoloragcdo com Hematoxilina de Erlich. mf=fibra muscular; nervo motor (mnt). Barra = 40 um. Barra =

25 um.
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5 - Discussao

O veneno de B. lanceolatus, como outros venenos das subfamilias crotaline e
viperine, produziu tipicamente danos teciduais locais e alteragdes compativeis com
importantes disturbios na hemostasia. Na primeira hora apds o envenenamento, os focos
hemorragicos foram proeminentes entre as fibras musculares edemaciadas ou necréticas. No
periodo entre 3 e 6 horas, além da hemorragia, foi observado edema e infiltracdo local de
células inflamatdrias como os neutr6filos e os macrofagos, sendo os macréfagos expressos
em menor nimero. Acredita-se que as SVMP das classes P-1 (47) e P-III (5) do veneno de
B. lanceolatus tenham tido papel importante na patogénese dos danos locais das fibras
musculares aqui observados, bem como no processo inflamatério (35). As alteragdes locais
provocadas pela acdo das SVMPs foram observadas anteriormente por vdrios autores,
inclusive Gutierrez et al. (34) e Rucavado et al.(35). E sabido que as SVMPs possuem
atividade hidrolitica, pois sdo capazes de clivar regides altamente seletivas e/ou peptideos
chaves dos componentes da membrana basal, podendo afetar a interagdo entre a membrana
basal e as células endoteliais, e entre as células endoteliais entre si, induzindo a hemorragia
(7,11,26,125,126,127,128).

Lobo de Aradjo et al. (9), Rucavado et al. (35) e Guimardes et al. (59)
demonstraram que a resposta inflamatdria local induzida por VBL incluiu migracdo de
leucdcitos, aumento da permeabilidade vascular e a participagdo dos metabdlitos da
lipoxigenase e da ciclooxigenase (COX). Por outro lado, também estd associada a resposta
inflamatdria, a formagdo enddgena de radicais livres de oxigénio e nitrogénio e liberacdo de

mediadores como TNF-a, TGF-B, IGF, IL-6 (38). Sabe-se que os inflamatérios tem
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capacidade de ativar as células satélites quiescentes, aumentando, desta forma, a expressao
da myoD e da miogenina melhorando a regeneracdo muscular (39,41,
129,130,131,132,133,134).

No presente estudo, sugere-se que a resposta inflamatéria desencadeada no musculo
esquelético apds envenenamento por B. lanceolatus, foi evidenciada pela infiltracdo de
neutréfilos e macréfagos, o que pode levar a produgdo de mediadores endégenos como as
prostaglandinas e as citocinas, além dos fatores de crescimento que estdo envolvidos na
ativacdo das células satélites, dando inicio ao processo de regeneracdo muscular
(miogénese).

Nossos resultados mostraram a imunomarcagcdo de macréfagos M1 (CD68+) que
representam uma populagdo de células fagociticas pro-inflamatérias. Os macréfagos M1
alcancaram niveis elevados entre 18 e 48 h apds injecdo de VBL. Esse intervalo de tempo
se caracteriza pela presenca dos fragmentos necréticos das fibras afetadas pelo veneno e
que ocupavam o local da lesdo. Por outro lado, verificou-se que os macréfagos (CD68+)
expressaram OPN, e que a quantificacdo desta proteina mostrou duas fases de aumento
significativo, sendo a primeira das 6 as 48 horas.

Virios trabalhos relatam que a OPN, uma fosfoproteina O-glicosilada, é expressa
por uma variedade de células e tecidos, a qual participa de uma série de processos
fisiologicos e fisiopatoldgicos. Também conhecida como Etal, (Ativadora de linfécito T1),
é sintetizada em uma variedade de tecidos e células, incluindo as células inflamatdrias e os

mioblastos (96,135).
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A OPN pode interagir com receptores de integrinas (avp3, avBl, avps, a8B1, a9pl,
a4pB1, a4P7) e variantes de CD44 (receptor de dcido hialurdnico) (86,136). A interagdo da
OPN com estes receptores permite a esta proteina mediar a adesdo, migracdo e
sobrevivéncia de uma variedade de tipos celulares, incluindo neutréfilos, macréfagos e
células miogénicas (135). A exposicdo das seqiiéncias Arg-Gly-Asp (RGD) e serina-
valina-valina-tirosina-glutamato-leucina-arginina (SVVYGLR) na molécula de OPN ¢é que
facilita a interacdo desta com os receptores de integrina e proteinas da matriz extracelular
(137,138,139) como a fibronectina. As integrinas sdo proteinas de ancoragem que medeiam
a adesdo de células (mioblastos, células do sistema imunen e outras) a fibronectina,
laminina e fibrilas coldgenas da MEC. Durante a miogé€nese reparativa, as integrinas sao
responsdveis tanto pela fusido das células miogénicas, como pelas suas interacdes com as
proteinas da matriz (112,140).

Estudos relatam que as enzimas com atividade tipo trombina e as metaloproteinases
de matriz clivam a molécula de OPN exatamente nos sitios de ligacdo a integrinas e aos
receptores CD44 (86). Estes dados da literatura corroboram com nossos estudos, uma vez
que, as SVMPs contidas no VBL (5,47) e em outros venenos da familia viperidae
(26,47,141,142,143), assim como a enzima com atividade trombina presente em VBL (144)
poderiam atuar sobre a molécula de OPN clivando-a e aumentando sua capacidade de se
ligar as integrinas das células e da MEC.

Em nossos experimentos, o aumento da expressdo da OPN aconteceu primeiro no
periodo entre 6 a 48 horas, e secundariamente no tempo de 3 (quando ocorreu o pico) a 14

dias. Estes intervalos de tempo se correlacionam com duas fases da patogénese da lesao
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muscular em resposta a injecdo de VBL. A primeira fase (6-48 horas) corresponde a fase
aguda ou degenerativa onde o veneno induz danos musculares desencadeando o processo
inflamatério. A segunda fase (3-14 dias) se correlaciona com o periodo de reparo muscular,
iniciando-se 0 mesmo com a ativagdo das células satélites.

Sugerimos que o aumento da OPN na fase de inflamag¢do aguda (quando estava
sendo expressa pelos macréfagos e pelas fibras musculares imunomarcadas) poderia estar
atuando como citocina quimioatrativa e molécula de adesdo mediando as atividades dos
macréfagos e de outras células do sistema imune, como a fagocitose e a produgdo de
citocinas e fatores de crescimento (86). Estes eventos sdo necessdrios para promover a
ativacdo das células satélites quiescentes, migracdo e proliferacdo. Por outro lado, o
aumento da expressdao da OPN dos 3 aos 14 dias tem correlacido temporal com o inicio da
proliferacdo de mioblastos apds injecdo 1.m. de VBL, e continua com a formacio de
miotubos e o aparecimento de fibras regenerativas nucleadas centralmente. Nesta segunda
fase, a OPN foi expressa em células de linhagem miogénica incluindo as diferenciadas, e
também em fibroblastos e macréfagos M1, como demonstrado pela dupla marcacdo de
CD68/OPN. Sugerimos que neste intervalo de tempo o aumento da expressdo de OPN pode
indicar que essa proteina, através de seus sitios de ligacdo a receptores de integrina, estaria
mediando os processos de proliferacdo, migracdo e fusdo dos mioblastos em miotubos
multinucleados (diferenciacdo) bem como a formagao das miofibras (fase de maturago).

Corroborando com nossos achados, em um modelo murino de regeneracdo
muscular, Hirata et al (102) mostraram que a expressdo do gene para OPN estava

significativamente elevado no periodo de 2 a 4 dias apds injecdo de cardiotoxina (CTX) do
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veneno de Naja naja atra. Os autores propuseram que a OPN poderia ser um mediador
importante na fase inicial da regeneracdo muscular apds intoxica¢do com CTX. Em nossos
estudos, avaliamos também a expressao de dois fatores regulatérios miogénicos, a myoD e
a miogenina com o propdsito de monitorar o curso da regeneracio das fibras danificadas
pelo veneno e correlacionéd-lo com o curso da expressdao da OPN. A myoD € um fator de
transcricdo miogénico presente nas fases de proliferacdo e inicio da diferenciacdo, e a
miogenina é caracteristica da fase final de diferenciacdo dos mioblastos (71,73,79,145). Em
nosso trabalho, nao foi possivel demonstrar a imunomarcagao para a myoD. Por outro lado,
a miogenina apresentou niveis significativamente elevados das 18 horas aos 7 dias, e
embora, o decréscimo nos niveis desta proteina acontecesse a partir dos 14 dias, sua
expressdo ainda continuou elevada em relacdo ao grupo controle até o final do periodo de
observacdo (Fig.8). Uma vez que a OPN, nesta fase, estava sendo expressa por mioblastos e
miotubos, além das células musculares, e também por fibroblastos e macréfagos (nestas
células com valores significativamente elevados em rela¢do ao controle até o 7° dia apds a
injecdo i.m. de VBL), sugerimos que a OPN na fase de regeneracio poderia ter funcdo na
adesdo dos mioblastos e destes aos elementos da matriz extracelular, proporcionando,
portanto as condi¢Oes apropriadas para a miogénese reparativa. Pereira et al. (96) também
sugeriram que a expressio da OPN em um intervalo de tempo caracterizado pela
proliferacdo, migracio e fusdo dos mioblastos refletiria um papel importante desta proteina
nestes eventos. Em estudos in vitro, Uaesoontrachoon et al. (135) relataram que a OPN

liberada por mioblastos funcionaria como um elo entre a resposta inflamatdria e a
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miogénese durante a fase inicial da regeneragdo muscular (135). Nossos achados
corroboram com a cronologia vista na regulacdo aumentada da OPN na segunda fase e o
aumento significativo da miogenina iniciado as 18 horas e atingindo o pico aos 3 dias e 7
dias apds envenenamento.

Nossos resultados mostraram que apesar da miogenina ser uma proteina nuclear, a
sua expressdao também foi observada no citoplasma de mioblastos e miotubos. A presencga
de miogenina no nucleo € exigida para seu papel regulatério transcricional nos promotores
miogénicos especificos (146). Tem sido sugerido que a sua retengcdo no citoplasma é um
mecanismo para regular a atividade bioldgica da proteina e prevenir a diferenciacdo
precoce; enquanto a sua passagem para o nucleo acontece quando os sinais proliferativos
cessam e os niveis da proteina aumentam significativamente (146).

Em estudos in vitro realizados por Merly et al. (147) foi mostrado que os
macréfagos podem liberar produtos que inibem a transi¢do de células miogénicas das fases
de proliferacdo e de diferenciacdo. Os produtos liberados por macréfagos seriam os fatores
como TGF- B que pode suprimir a proliferacdo dos mioblastos, o bFGF, um fator
mitogénico potente e o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)-BB, sendo os
dois ultimos citados, os provdveis responsdveis pelo retardo da diferenciacdo dos
mioblastos (147). Em nossos experimentos, foi observado que o nimero de macréfagos
CD68+ estavam significativamente tdo elevados na fase de proliferacdo dos mioblastos (3
dias ap6s VBL) quanto na fase inflamatéria aguda (3-6 h). Nao se sabe se a presenga
significativa de macréfagos M1 aos 3 dias apds envenenamento, teria participacdo na

retengdo atipica da miogenina no citoplasma, retardando, assim, o reparo muscular.
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Entretanto, pode ser uma hipétese plausivel, pois somente aos 14 dias apos envenenamento
a expressao da miogenina no citoplasma de miotubos ndo foi mais observada, e justo nesse
periodo o nimero de macréfagos diminuiu e ndo houve diferencga significativa em relagao
ao grupo controle.

Outro ponto que merece atencdo refere-se a funcdo pro-fibrotica da OPN. Esta
proteina foi descrita como promotora pré-fibrética da proliferagao de tecido conjuntivo
fibroso em algumas doencgas renais e hepaticas (148,149). Da mesma forma, o aumento da
OPN foi correlacionada com o aumento da sintese e acumulag@o de coldgeno na disfuncao
do miusculo cardiaco (110) e do musculo esquelético de camundongos mdx (112). Por outro
lado, os autores verificaram que a delecdo do gene desta proteina reduziu a fibrose e
melhorou a regeneracdo muscular. Nossos resultados mostraram que o veneno de B.
lanceolatus promoveu desorganizagdo do tecido conjuntivo perimisial durante a fase aguda
do envenenamento, e, a seguir, durante a fase proliferativa dos mioblastos promoveu a
deposi¢dao focal de coldgeno, sendo que, em algumas regides culminou com fibrose
intersticial apés 3 dias do envenenamento, intervalo de tempo este que coincidiu com a
super-expressdo de OPN. Sabe-se que o processo fibrético pode representar uma barreira
para a revascularizacdo do tecido e o acesso de moléculas importantes ou células
envolvidas nas interagdes complexas relacionadas com a regeneracdo muscular. Nosso
estudo mostrou que a média dos valores do menor didmetro das fibras regeneradas aos 21
dias apos envenenamento foram significativamente menores que os valores do grupo
controle de 21 dias. E possivel que os focos de fibrose, mais a miogenina com retenco no

citoplasma de mioblastos € miotubos, mais o nimero elevado de macréfagos até o sétimo
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dia apdés envenenamento, poderiam ser uma explicacdo provavel para o tamanho reduzido
das fibras musculares significando que o processo regenerativo tenha sido incompleto ao
final dos 21 dias post-BLV.

O presente estudo pode ser o primeiro que demonstra o curso da expressao da OPN
em modelo de regeneracdo muscular em ratos apds injecdo i.m. de veneno total de B.
lanceolatus tentando mimetizar a picada da serpente. Um estudo anterior usou modelo
murino de regeneracdo muscular apds injecdo de cardiotoxina da Naja naja atra (familia
Elapidae) para investigar a expressao génica da proteina (102).

Em conclusdo, os mecanismos pelo qual a regulacdo das células miogénicas e nao
miogénicas pela OPN no modelo de estudo do veneno de B. lanceolatus interfere no
processo de regeneracdo ainda ndo esté esclarecido. Entretanto, ao considerar o aumento da
OPN durante a fase inflamatdria e depois durante a proliferacdo e diferenciacio das células
miogénicas, sugere que a OPN pode estar criticamente envolvida na expressiva resposta
inflamatéria desencadeada pela acdo do veneno, e que pode modular a biologia celular da
regeneracdo muscular esquelética de ratos. A expressdo da OPN pelos macréfagos, pelos
fibroblastos e pelas células da linhagem miogénica (mioblastos, miotubos e miofibras)
observados neste estudo parece confirmar sua identidade como proteina quimiotdtica e
adesiva com propriedades de citocina capaz de modular a expressio dos fatores
transcricionais miogénicos, além da regeneragdo muscular. Em nosso modelo experimental,
ap0s 3 semanas de envenenamento, as fibras regenerativas tinham tamanho reduzido
indicando a regeneracdo incompleta. Sugerimos que a OPN pode ter desempenhado funcdo

mediadora dupla neste modelo de regeneragdo muscular: um papel pré-miogénico por
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mediar a ativacdo das células satélites, a proliferacdo, a fusdo e a diferenciacdo dos
mioblastos; € um papel anti-miog€nico por possivelmente promover ativagdo dos
fibroblastos e a deposicao de fibrilas coldgenas na regido de proliferacdo de mioblastos. A
figura 11 representa as fases de degeneracdo e regeneracdo no modelo de lesio muscular
causada pelo veneno de B. lanceolatus em ratos, as células produtoras de OPN durante

essas fases bem como o possivel papel mediador desempenhado no curso do processo.
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Fig. 11. Cronologia da expressdo da OPN em modelo de regeneracdo muscular apds injecdo de veneno de
Bothrops lanceolatus (VBL). A injec@o i.m. de VBL desencadeia processo inflamatério, que leva os macréfagos
e fibras musculares a produzirem osteopontina (OPN), sendo estas células consideradas como fonte primdria da
proteina. No local da lesio, os sitios de ligacdo (RGD) da OPN aos receptores de integrina seriam expostos pelas
SVMPs e pela enzima com atividade tipo trombina do VBL, acentuando a capacidade de intera¢do da molécula
de OPN com as integrinas. A ligacdo do receptor de integrina presente nos elementos da matriz extracelular
(MEC), macréfagos, e células satélites a OPN mediard o recrutamento de macréfagos M1 e outras células do
sistema immune, fagocitose de material necrdtico, migracdo, produgdo de citocinas e ativagdo das células
satélites. No intervalo de tempo entre o processo inflamatdrio agudo (6 horas) até o inicio da proliferacdo de
mioblastos (3 dias), a OPN agiria preponderantemente como citocina. Subsequentemente, entre 3 e 14 dias, a
fonte de OPN seria representada por macréfagos, fibroblastos, mioblastos, miotubos e fibras musculares. A acio
da MMP da matriz extracelular na molécula de OPN favoreceria a ligagdo da OPN aos receptores de integrina
presentes nos elementos da MEC, mioblastos e miotubos. Neste intervalo de tempo, a OPN funcionaria como
uma molécula quimiotatica e de adesdo mediando a proliferacdo de mioblastos, a diferenciagdo, fusdo destes em
miotubos e o crescimento das fibras regenerativas (provavelmente interferindo na expressdo dos fatores
regulatérios musculares (MRF) e acentuando a modulagdo da regeneragdo muscular e/ou reparo.
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6 — Conclusao

Conclui-se que:

1. A OPN, proteina de cardter pleiotropico, estd envolvida nos processos de degeneragdo e
regeneracdo do musculo esquelético apds injecdo de VBL, sendo que, inicialmente estaria
criticamente envolvida no processo inflamatério agudo desencadeado pelo veneno, e como
tal atuaria como citocina ativadora de células satélites; em fase mais tardia do
envenenamento, a OPN desempenharia uma atividade quimiotdtica e adesiva, favorecendo

a migracao, proliferacdo de mioblastos e a formagdo de miotubos.

2. A superexpressao de OPN aos 3 dias apds o envenenamento coincidiu com a fibrose
intersticial, com deposicdo de coldgeno observada em alguns sitios de proliferacdo de
mioblastos. Além disso, a expressdo da miogenina no citoplasma de mioblastos e miotubos
juntamente com a fibrose intersticial em musculos tratados com VBL, poderia ser uma

explicacdo provavel para a regeneracdo incompleta ao final dos 21 dias.
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8. Anexos

8.1 - Anexo 1- Deliberacao CCPG/01/2008
Tendo em vista a necessidade de revisdo da regulamentacdo das normas sobre o formato e a
impressao das dissertagdes de mestrado e teses de doutorado e com base no entendimento
exarado no Parecer PG n°® 1985/96, que trata da possibilidade do formato alternativo ao ja
estabelecido, a CCPG resolve:
Artigo 1°: O formato padrao das dissertagdes e teses de mestrado e doutorado da
UNICAMP deverdo obrigatoriamente conter:

I. Capa com formato unico ou em formato alternativo que deverd conter informagdes
relativas ao nivel (mestrado ou doutorado) e a Unidade de defesa, fazendo referéncia a
Universidade Estadual de Campinas, sendo o projeto grafico das capas definido pela
PRPG.

II. Primeira folha interna dando visibilidade a Universidade, a Unidade de defesa, ao
nome do autor, ao titulo do trabalho, ao nimero de volumes (quando houver mais de
um), ao nivel (mestrado ou doutorado), a drea de concentragdo, ao nome do orientador
e co-orientador, ao local (cidade) e ao ano de depdsito. No seu verso deve constar a
ficha catalografica.

III. Folha de aprovacdo, dando visibilidade a Comissdo Julgadora com as respectivas
assinaturas.

IV. Resumo em portugués e em inglés (ambos com no mdximo 500 palavras).

V. Sumario.
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VI. Corpo da dissertagdo ou tese dividido em topicos estruturados de modo caracteristico

7z

a drea de conhecimento.
VII. Referéncias, formatadas segundo normas de referenciamento definidas pela
CPG da Unidade ou por critério do orientador.

VIII. Todas as péginas deverdo, obrigatoriamente, ser numeradas, inclusive paginas
iniciais, divisdes de capitulos, encartes, anexos, etc... As pdginas iniciais poderdo ser
numeradas utilizando-se algarismos romanos em sua forma minuscula.

IX. Todas as padginas com numeragdo “impar” serdo impressas como “frente” e todas as
pdginas com numeracgdo “par’ serdo impressas como “verso’.

§ 1° - A critério do autor e do orientador poderdo ser incluidos: dedicatdria;

agradecimento; epigrafe; lista de: ilustracOes, tabelas, abreviaturas e siglas,
simbolos; glossério; apéndice; anexos.

§ 2° - A dissertacdo ou tese deverd ser apresentada na lingua portuguesa, com exce¢ao
da possibilidade permitida no artigo 2° desta Informagao.

§ 3° - As dissertagdes e teses cujo contetdo versar sobre pesquisa envolvendo seres
humanos, animais ou biossegurangca, deverdo apresentar anexos 0S respectivos

documentos de aprovagao.

Artigo 2°: A critério do orientador e com aprovacdo da CPG da Unidade, os capitulos e

os apéndices poderdo conter cOpias de artigos de autoria ou de co-autoria do candidato,

jé publicados ou submetidos para publica¢do em revistas cientificas ou anais de congressos

sujeitos a arbitragem, escritos no idioma exigido pelo veiculo de divulgacdo.
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§ dnico: O orientador e o candidato deverdo verificar junto as editoras a possibilidade de
inclusdo dos artigos na dissertagdo ou tese, em atendimento a legislacdo que rege o direito
autoral, obtendo, se necessdria, a competente autorizacdo, deverdo assinar declaracdo de

que nio estdo infringindo o direito autoral transferido a editora.
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8.2 - Anexo 2- Certificado da comisséio de Etica na Experimental Animal

S"’A Universidade Estadual de Campinas
¥ Instituto de Biologia

uNIcCAMP
CEEA-IB-UNICAMP

Comissao de Etica na Experimentacdo Animal
CEEA-IB-UNICAMP )

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 945-1, sobre "LESAO DO MUSCULO ESQUELETICO
DE _RATOS INDUZIDA PELO VENENO DE BOTHROPS LANCEOLATUS" sob a
responsabilidade de Profa. Dra. Albetiza Lobo de Araujo / Daniel Kiss Contin / Silvia

Pierre Irazusta esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), tendo sido
aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal (CEEA)-IB-UNICAMP em

reunido de 07 de fevereiro de 2006.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 945-1, entitled "RATS SKELETAL MUSCLE DAMAGE
INDUCED BY BOTHROPS LANCEOLATUS VENOM?", is in agreement with the Ethical
Principles for Animal Research established by the Brazilian College for Animal

Experimentation (COBEA). This project was approved by the institutional Committee for
Ethics in Animal Research (State University of Campinas - UNICAMP) on February 7
2006.

7 ] / / /

| /Profa. Dra. Ana @fria Alsuaraido Fatima Alonso
Presidente - CEEA/IB/UNICAMP Secretaria - CEEA/IB/UNICAMP
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS TELEFONE 55 19 3788-6359

INSTITUTO DE BIOLOGIA FAX 55 19 32893124

CIDADE UNIVERSITARIA ZEFERINO VAZ
CEP -13.081-970 - CAMPINAS - SP - BRASIL
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