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RESUMEN 

Las metaloproteinasas de venenos de serpientes (MPVSs) son las toxinas responsables de la 
hemorragia local y sistémica en el envenenamiento por especies de la familia Viperidae. Se 
ha demostrado que estas toxinas actúan principalmente sobre la microvasculatura al degradar 
componentes de la membrana basal (MB) y otras proteínas de la matriz extracelular (MEC), 
lo que provoca un debilitamiento del capilar, seguido de ruptura y extravasación de 
componentes sanguíneos. Sin embargo, aún no se ha logrado identificar los componentes 
sobre los que actúan estas toxinas y si existen diferencias entre los tipos de MPVSs que 
permitan explicar las variaciones en la actividad hemorrágica entre ellas. Además, existe la 
necesidad de contar con modelos in vivo que permitan estudiar los efectos de las MPVSs 
sobre los diferentes componentes de la microvasculatura. Por lo tanto, en el presente trabajo 
se estudió el patrón de distribución y la capacidad de unión a componentes de la MB vascular 
de las MPVSs hemorrágicas: BaPl (PI), BlatHl (PII) y CsHl (Plll), y una MPVS no 
hemorrágica: la Basparina (PIII), por medio de pruebas de inmunofluorescencia y 
microscopía confocal en músculo cremáster murino. Además, en este mismo modelo se 
comparó las alteraciones inducidas por cantidades equi-hemorrágicas de las MPVSs BaP 1 y 
Csl-11 sobre los diferentes componentes de la microvasculatura (i.e. células endoteliales, MB 
y células de músculo liso/pericitos), en los diferentes tipos de vasos (i.e. arteriolas, capilares 
y vénulas post-capilares-VPC) y en condiciones con y sin flujo sanguíneo. También se 
identificó las principales proteínas de la MB y MEC que son degradadas in vivo por 
cantidades equi-hemorrágicas de las MPVSs BaPl , BlatH l y CsH 1 y por el veneno completo 
de B. O!JJJer, por medio de pruebas inmunoquímicas y estudios de proteómica en modelos 
murinos que utilizan homogenizado de piel y exudado inflamatorio obtenido del músculo 
gastronemio. Los resultados muestran que las MPVSs hemorrágicas tipo PII y Pill se unen 
a componentes de la MB vascular y colocalizan con el colágeno IV, mientras que la MPVS 
no hemorrágica tipo Plll no se une a componentes de la MB y la MPVS hemorrágica tipo PI 
se distribuye de manera más difusa en el tejido. Esta distribución difusa de la BaPl puede 
estar asociada con los efectos adicionales que se observaron para esta MPVS, como 
relocalización de la VE cadherina en VPC con aumento de la permeabilidad vascular, y 
aumento del tamaño de las hendiduras entre las células de músculo liso y pericitos en 
arteriolas y VPC; además, esta MPVS mostró una acción proteolítica generalizada sobre una 
mayor cantidad de componentes de la MEC en comparación a las MPVSs tipo PII y PHI. 
Por otro lado, se demostró que las MPVSs BaPl y CsHl son capaces de degradar el colágeno 
IV de la MB vascular, tanto en presencia como en ausencia de flujo sanguíneo, siendo más 
susceptible la MB de capilares; además, las tres MPVSs hemorrágicas generaron patrones 
de degradación similares para el colágeno IV presente en el homogenizado de piel y en el 
exudado inflamatorio. También se encontró que los productos de degradación del colágeno 
IV, perlecan y colágenos no fibrilares aparecen en el exudado inflamatorio en mayor 
cantidad en la primera hora del envenenamiento, debido a la rápida acción de las MPVSs, y 
luego su cantidad disminuye con el tiempo. Además, el perlecan aparece en cantidades 
importantes y similares en el exudado inflamatorio inducido por las tres MPVSs. Estos 
hallazgos sugieren que el colágeno IV, y posiblemente el perlecan, pueden ser blancos claves 
de las MPVSs en el mecanismo mediante el cual estas toxinas inducen hemorragia. 
Palabras claves: metaloproteinasas, venenos de serpiente, hemorragia, membrana basal, 
matriz extracelular, microvasculatura 
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ABSTRACT 

Snake venom metalloproteinases (SVMPs) are the main toxins responsible for local and 
systemic hemorrhage in envenomings by species of the family Viperidae. lt has been 
demonstrated that these toxins act mainly on the microvasculature by degrading components 
of the basement membrane (BM) and other extracellular matrix (ECM) components, which 
causes a weakening of capillaries, followed by rupture and extravasation of blood 
components. However, it has not yet been possible to identífy the components on which they 
act, and whether there are differences between the types of SVMPs that could explain their 
variable hemorrhagic activities. In addition, in vivo models are required to assess the effects 
of SVMPs on different components of the microvasculature. Therefore, in the present work 
we studied the distribution pattern and binding capacity to components of the vascular BM 
of the hernorrhagic SVMPs: BaPI (PI), BlatHI (PII) and CsHI (PHI), and a non
hemorrhagic SVMP: Basparin (PIII), by immunofluorescence and confocal microscopy in 
murine cremaster muscle. In addition, we used this model to compare the alterations induced 
by equi-hemorrhagic amounts of BaPl and CsH 1 SVMPs on the different components of 
the microvasculature (i.e. endothelial cells, BM and smooth muscle cells/pericytes), in the 
difterent types of vessels (i.e. arterioles, capillaries and post-capillary venules-PCV), and in 
conditions with and without blood flow. We also identified the main proteins from the BM 
and ECM degraded in vivo by equi-hemorrhagic amounts of BaPI, BlatHI and CsHl 
SVMPs, and by B. asper venom, in skin homogenates and inflammatory exudate collected 
from gastrocnemius muscle in mice by immunochemical tests and proteomics studies. The 
results show that hemorrhagic PII and PIII SVMPs bind to components ofvascular BM and 
colocalize with type IV collagen, while the non-hemorrhagic PIII SVMP does not bind to 
components ofthe BM, and hemorrhagic PI SVMP is distributed more diffusely in the tissue. 
This diffuse distribution of BaPI may be associated with the additional effects observed for 
this SVMP, such as relocation of the VE cadherin in PCV with an increase in vascular 
permeability, andan increase in the gaps size between smooth muscle cells and pericytes in 
arterioles and PCV; in addition, it induced a more widespread proteolytic action on 
components of the ECM as compared to PII and PIII SVMPs. On the other hand, we 
demonstrated that BaPl and CsHl SVMPs are able to degrade type IV collagen from the 
vascular BM, both in presence and absence ofblood flow, with a higher susceptibility of the 
BM of capillaries. Moreover, the three hemorrhagic SVMPs generated similar degradation 
patterns for type IV collagen from skin homogenate and inflammatory exudate. In addition, 
degradation products oftype IV collagen, perlecan and non-fibrillar collagens were detected 
in the inflammatory exudate in greater quantity in the first hour of the envenoming, 
highlighting the rapid action of SVMPs present in the venom, and then their amount 
decreases over time. On the other hand, perlecan appears in greater and equal quantities in 
the inflammatory exudate induced by the three SVMPs. These findings suggest that type IV 
collagen, and probably perlecan, may be key targets of SVMPs in the mechanism of 
hemorrhage induced by these toxins. 

Keywords: metalloproteinases, snake venom, hemorrhage, basement membrane, 
extracellular matrix, microvasculature 
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l. INTRODUCCIÓN 

1.1. Venenos de serpiente de la familia Viperidae 

El accidente ofidico constituye un importante problema de salud pública a nivel 

mundial, principalmente en los países tropicales y subtropicales, donde además es 

considerado un problema de salud ocupacional ya que la población más afectada son 

hombres jóvenes agricultores [ 1-4]. La Organización Mundial de la Salud estima un total de 

2,5 millones de casos anuales de envenenamientos por mordeduras de serpientes con 125000 

muertes en todo el mundo. En América Latina se estiman 150000 casos de envenenamientos 

y 5000 casos de muertes anuales [ 1]. 

En América Latina, la mayoría de estos accidentes ofidicos son causados por especies 

de la familia Viperidae. A esta familia pertenecen géneros como Crotalus, Bothriechis y 

Bothrops, entre otros. Los venenos de estas serpientes contienen varias proteínas 

biológicamente activas que alteran diversos procesos fisiológicos. Los mayores 

componentes de estos venenos son las metaloproteinasas de venenos de serpiente (MPVSs), 

las fosfolipasas A1 (PLA2) y las serina proteinasas. Otros componentes en menor proporción 

son disintegrinas, proteínas de la familia de las lectinas tipo C, L-amino ácido oxidasas, 

hialuronidasas y péptidos potenciadores de bradiquininas (5- 7]. 

El cuadro clínico que se desarrolla tras el envenenamiento por las serpientes de esta 

familia se caracteriza comúnmente por la presencia de efectos locales como dolor, edema, 

hemorragia y mionecrosis en el sitio de la mordedura y efectos sistémicos como hemorragia, 

coagulopatías, alteraciones renales y choque cardiovascular [4,6]. 

El dolor y el edema local se generan por una serie de factores, entre ellos la acción 

directa de las MPVSs sobre la microvasculatura, así como por la respuesta de los tejidos a 

la acción del veneno, lo que provoca la síntesis y liberación de mediadores endógenos de la 

inflamación [8]. La mionecrosis se debe principalmente a la acción de las PLA2, las cuales 

interactúan específicamente con la membrana plasmática del músculo esquelético, 

desencadenando una serie de eventos que culminan en un daño celular irreversible (9, 10]. 
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Las alteraciones de la hemostasia que se producen tras el envenenamiento por estas 

serpientes están asociadas a cuadros de desfibrinación, coagulación intravascular diseminada 

y trombocitopenia. Estos efectos se deben a la acción de diferentes proteínas como son serina 

proteinasas " tipo trombina" que transforman el fibrinógeno en fibrina, MPVSs que activan 

los factores de la coagulación II y X [ 11] y disintegrinas y proteínas de la familia de las 

lectinas tipo e que alteran la agregación plaquetaria [6,12]. 

La hemorragia local y sistémica es uno de los efectos más comunes en el 

envenenamiento y se produce principalmente por acción de las MPVSs [13,14]. La 

hemorragia causada por estas toxinas contribuye a efectos locales como la necrosis muscular 

debido a la isquemia [8,9] y complicaciones sistémicas como hipovolemia, hipotensión, 

choque cardiovascular, accidentes cerebrovasculares y daño renal [ 15]. Los anti venenos, o 

sueros antiofidicos. son muy eficaces en la neutralización de la hemorragia sistémica 

inducida por los venenos; sin embargo, muchas veces la neutralización de los efectos locales 

se logra sólo parcialmente, debido a la rapidez con que se desencadenan y al retardo en la 

administración del antiveneno, lo que puede dejar lesiones incapacitantes en el sitio de la 

mordedura [2,4]. Por lo tanto, el estudio de estas toxinas es importante, no solo para ampliar 

el conocimiento de la patogénesis del envenenamiento ofídico, sino también para el 

desarrollo de futuros antivenenos y tratamientos más efectivos que prevengan o minimicen 

los efectos locales y sistémicos debidos a la hemorragia. 

1.2. Metaloproteinasas de venenos de serpientes 

Las MPVSs son enzimas proteolíticas sintetizadas en la glándula de las serpientes en 

forma de zimógenos y cuya actividad catalítica es dependiente de zinc [16,17]. Las MPVSs 

se clasifican estructuralmente dentro de la subfamilia de metaloproteinasas denominada 

adamalisinas o Ml 2B. A esta subfamilia también pretenecen las metaloproteinasas de 

mamíferos denominadas ADAMs, enzimas que poseen un dominio ·'tipo disintegrina" y otro 

rico en cisteína, además del dominio metaloproteinasa, y las ADAMTs, enzimas que poseen, 

además de los dominios anteriores, un dominio con motivos trombospondina tipo I. A su 

vez, las adamalisinas forman parte de la familia de metaloproteinasas dependientes de zinc 



denominadas metzincins o M 12. A esta familia también pretenecen las metaloproteinasas de 

matriz extracelular (MMPs, por sus siglas en inglés), entre otras [ 14, 18-20]. 

Por otro lado, las MPVSs se clasifican en tres grupos desde el punto de vista 

estructural dependiendo de la presencia de ciertos dominios: 1) PI, con una masa molecular 

entre 20 y 30 kDa, presentan únicamente el dominio metaloproteinasa; 2) PII, con una masa 

molecular entre 30 y 60 kDa, presentan el dominio metaloproteinasa seguido de un dominio 

disintegrina, el cual muchas veces es liberado por acción proteo lítica; 3) PIII, con una masa 

molecular entre 50 y 90 kDa, contienen un dominio metaloproteinasa, un dominio "tipo 

disintegrina" y un dominio rico en residuos de cisteína. A este último grnpo pertenecen 

también un grupo de MPVSs que contienen adicionalmente una subunidad similar a lectina 

tipo-C unida por puente disulfuro [ 14,2 1] . En cada uno de estos grupos existen subgrupos 

que presentan variaciones estructurales dentro del esquema básico mencionado. 

La actividad hemorrágica de estas toxinas se ha asociado con la actividad 

proteolítica, debido a que agentes quelantes del zinc eliminan los efectos proteolíticos y 

hemorrágicos [22-26]. Sin embargo, existen MPVSs de tipo PIII, que carecen de actividad 

hemorrágica, pero poseen efectos coagulantes al ser activadores de los factores de la 

coagulación II y X [27,28]. Tal es el caso de la Basparina del veneno de Bothrops asper, la 

cual es una MPVSs de tipo PIII activadora de protrombina que carece de actividad 

hemorrágica [27]. También existen MPVSs de tipo PI que poseen actividad proteolítica pero 

no actividad hemorrágica [29,30]. 

Por otro lado, existen diferencias en la actividad hemorrágica de los diferentes tipos 

de MPVSs. En general, las MPVSs de tipo PIII poseen una mayor actividad hemorrágica 

con efectos tanto locales como sistémicos [24,31]; mientras que las MPYS de tipo PI poseen 

una menor potencia hcmorrágica con una acción local pero no sistémica [22,32]. La razón 

de estas diferencias se desconoce aún, pero se ha planteado que la mayor actividad 

hemorrágica de las MPVSs de tipo PIII puede deberse a cuatro posibles mecanismos: a) la 

presencia de exositios en los dominios adicionales tipo disintegrina y rico en cisteína de las 

MPVSs tipo PIII que pueden dirigir a la toxina hacia blancos relevantes en la 
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microvasculatura, como integrinas del endotelio o proteínas de la membrana basa\ (MB); b) 

los dominios adicionales pueden contribuir a la alteración de mecanismos hemostáticos, 

como el efecto inhibidor de la agregación plaquetaria; c) las MPVSs tipo PIII son más 

resistentes a la inhibición por proteínas plasmáticas, como la a2-macroglobulina, que las tipo 

PI; d) la glicosilación de las MPVSs puede contribuir en la mayor actividad hemorrágica de 

las MPVSs de tipo PIII [13,33]. 

Existen estudios in vitro que han demostrado que los dominios adicionales tipo 

disintegrina y rico en cisteína (DC) de las MPVSs de tipo PII y PIII contienen exositios que 

determinan la unión de estas enzimas a dianas particulares de la matriz extracelular (MEC), 

como por ejemplo colágeno tipo I [34-38], colágeno tipo IV [36], colágeno tipo VI [37], 

integrina a2Pl [35,38], integrina avp3 [39], factor von Willebrand (vWF) [35,38], y 

proteínas que poseen el dominio A del vWF como colágenos asociados a los fibrilares con 

triple hélice interrumpida (F ACITS) tipo XII y XIV y matrilinas 1, 3 y 4 [ 40]. También se 

ha demostrado in vilro la unión de MPVSs de tipo PIII con fibrinógeno, fibronectina y 

laminina [37]. Sin embargo, aún se desconoce Ja importancia de la unión in vivo a estas 

proteínas, y si dicha unión juega un papel en el mecanismo hemorrágico de estas toxinas. 

Recientemente, estudios de inmunohistoquímica han revelado un patrón distinto de 

distribución entre MPVSs hemorrágicas de tipo PI y PIII, mostrando una ubicación de esta 

última alrededor de Ja MB de diferentes estructuras en el tejido de la piel [41,42]. A pesar 

de la evidencia experimental de la unión de las PIII a componentes de la MEC in vitro y 

estructuras en tejidos in vivo, aún es necesario realizar estudios, principalmente en modelos 

in vivo, que permitan un análisis detallado y cuantitativo de la ubicación en los tejidos de las 

MPVSs hemorrágicas y no hemorrágicas de tipo PI, PII y PIII, con el fin de identificar el 

componente (s) clave (s) al cual se están uniendo las MPVSs y si estas diferencias están 

asociadas a Ja variación en la actividad hemorrágica. 

1.3. Efectos biológicos de las MPVSs 

Además de la acción hemorrágica de las MPVSs, algunas de estas proteinasas alteran 

la hemostasia por diferentes mecanismos. Existen MPVSs, especialmente no hemorrágicas 
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de tipo PIII, que son activadoras de protrombina y del factor de coagulación X, lo que 

provoca el consumo del fibrinógeno y lleva al paciente a un estado de desfibrin(ogen)ación. 

Otras MPVSs afectan la hemostasia al interferir con la función plaquetaria, especialmente al 

inhibir la agregación plaquetaria, aunque también existen MPVSs con efecto agonista de la 

agregación. También se han descrito MPVSs con actividad fibrino(geno)lítica [43]. 

Estas toxinas también están implicadas en otras alteraciones que ocurren durante el 

envenenamiento ofidico como fonnación de ampollas, dem1onecrosis y mionccrosis [44]. 

La formación de ampollas es debido a la degradación de proteínas en la unión epidemis

dermis llevando a la separación de la epidermis [ 44]. Por otro lado, las MPVSs son capaces 

de producir mionecrosis probablemente debido a la isquemia que se desarrolla como 

consecuencia de la hemorragia y la interrupción del flujo sanguíneo [45], lo cual se ha visto 

que contribuye a una pobre regeneración muscular debido al daño y las alteraciones que 

ocurren en la microvasculatura [45,46] . 

Las MPVSs también participan en la respuesta inflamatoria, formación de edema y 

aumento de la permeabilidad vascular que ocurren durante el envenenamiento ofidico 

[22,44,4 7]. Además, contribuyen en la generación de dolor, que es característico de estos 

envenenamientos [48]. Estos procesos son debidos a un efecto directo de hidrólisis de 

componentes de la MEC y a la liberación de mediadores inflamatorios, como citoquinas e 

interleucinas, activación del complemento y reclutamiento de leucocitos [49-53]. Las 

MPVSs también pueden activar las MMPS endógenas mediante la escisión de su propéptido 

y la liberación de la forma activa, lo cual puede afectar los procesos de degradación y 

remodelamiento de la MEC [49,54]. 

Por otro lado, la hidrólisis de componentes de la MEC también puede llevar a la 

liberación de péptidos con diferentes actividades biológicas, como por ejemplo péptidos con 

actividad anti-angiogénica [55], e intereferir en la unión célula endotelial-MEC alterando la 

señalización en las adhesiones focales [53,56]. Estudios in vitro han demostrado que estas 

toxinas son capaces de inducir apoptosis secundaria al desprendimiento de las células, 

proceso conocido como anoikis [57,58] . Recientemente se ha descrito una metaloproteinasa 
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de tipo PIII capaz de alterar las uniones célula-célula por reubicación de la VE cadherina 

luego de la proteólisis de la proteína relacionada al receptor de lipoproteína de baja densidad 

tipo 5 y 6 (LRP5/6), lo cual podría contribuir con la actividad hemorrágica de estas toxinas 

[59]. 

Dada la gran variedad de efectos biológicos de las MPVSs y su participación en 

diferentes procesos en la patología del envenemaniento, es importante estudiar el efecto de 

estas toxinas sobre diferentes componentes de la microvasculatura, no solo para comprender 

el mecanismo de acción hemorrágico, sino también para estudiar otras acciones que puedan 

tener implicaciones sobre diferentes alteraciones que ocurren en el envenenamiento ofidico. 

Además, las MPVSs pueden convertirse en una herramienta importante para el estudio de 

otras enzimas con estructura y función similares, como lo son las MMPs, ADAMs y 

ADAMTs, las cuales juegan un papel importante en diferentes procesos fisiológicos y 

patológicos en mamíferos. 

1.4. Estructura de la microvasculatura 

Se ha descrito que la hemorragia inducida por las MPVSs se origina rápidamente y 

de manera explosiva en la microvasculatura, específicamente en capilares y vénulas 

pequeñas [ 46]. La microvasculatura se refiere a los vasos sanguíneos pequeños, con un 

diámetro igual o menor a 100 µm. Los tipos de vasos que conforman la microvasculatura 

son: arteriolas, capilares y vénulas post-capilares (VPC). Estos vasos sanguíneos están 

confonnados por tres estructuras principales: una capa interna de células endoteliales, una 

MB circundante y una cantidad variada de células de músculo liso y pericitos de acuerdo 

con el tipo de vaso [60]. 

Las arteriolas poseen una mayor capa de células de músculo liso con uniones 

estrechas entre las células adyacentes, característica que les permite a estos vasos participar 

en el control de la resistencia vascular [ 61]. Los capilares son vasos con diámetro menor a 

12 ~un y su pared está conformada solamente por una capa de células endoteliales y una MB 

circundante, estructura que es importante para mantener la estabilidad de estos vasos. Las 

VPC poseen una menor cantidad de células de músculo liso de distribución irregular y 
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células denominadas pericitos, los cuales son un tipo de célula de músculo liso especializado. 

En las VPC es donde se dan procesos como respuesta inflamatoria, regulación de la 

permeabilidad vascular y extravasación de leucocitos [60]. 

Las células endoteliales forman una capa de epitelio plano simple que recubre 

internamente los vasos sanguíneos y cumplen funciones importantes en el mantenimiento de 

la hemostasia, control del tono vasomotor, participan en Ja respuesta inflamatoria e inmune, 

el control de la permeabilidad vascular y el intercambio de fluidos y macromoléculas en los 

tejidos [60] . El endotelio vascular, junto con Ja MB, conforman Ja principal barrera de 

permeabilidad vascular. La unión entre las células endoteliales está mediada por tres tipos 

de uniones: las uniones estrechas ("tight junctions"), conformadas principalmente por 

claudinas y ocludinas; las uniones adherentes ("adherens junctions"), conformadas por 

proteínas de adhesión transmembrana de la familia de las cadherinas y las uniones en 

hendidura ("gap junctions") las cuales permiten la comunicación bidireccional entre las 

células [62,63]. La VE cadherina es una proteína transmembrana que se expresa 

exclusivamente en las células endoteliales y tiene funciones importantes en la integridad 

microvascular [64,65] y en Ja regulación de la permeabilidad vascular [66,67]. Por otro lado, 

las adhesiones focales ("focal adhesions'') median la unión de las células endoteliales con la 

MEC y están conformadas por proteínas de adhesión transmembrana de la fan1ilia de las 

integrinas [68] . 

Los pericitos son un tipo de célula de músculo liso especializado que forman una red 

de células embebidas dentro de la MB de las VPC, formando hendiduras u orificios entre las 

células adyacentes; aunque también se pueden encontrar en arteriolas, capilares y vasos 

sanguíneos de mayor tamaño [69,70]. Estas células están en estrecho contacto y 

comunicación con las células endoteliales y tienen funciones importantes en el 

mantenimiento de la integridad vascular, contracción vascular, regulación del flujo 

sanguíneo, remodelamiento de la MB durante el proceso inflamatorio, angiogénesis, 

desarrollo vascular y cicatrización de heridas [71-77] . 
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La MB es una capa de MEC especializada, de 50-100 nm de espesor, que da soporte 

a las células endoteliales, y a otras células como las epiteliales, musculares, adiposas y de 

Schwann. Además de dar soporte estructural a estas células, la MB cumple funciones 

importantes en la organización de los tejidos, adhesión celular, comunicación celular, 

permeabilidad vascular; además, constituye un reservorío de factores de crecimiento y 

participa en procesos de mecanotransducción. La MB está constituida principalmente por 

redes independientes de colágeno tipo IV y laminina, las cuales se interconectan por medio 

del nídogén y proteoglicanos de heparán sulfato como el perlecan [78-82]. El colágeno tipo 

IV es el principal componente estructural de la MB, representando el 50% de las proteínas 

de esta estructura; además, es la única proteína de la MB que forma una red unida 

covalentemente y por lo tanto tiene un rol importante en la estabilidad mecánica de la MB 

[83-88]. Existen otras proteínas que se encuentran en menor concentración como agrina, 

fibulinas, colágenos VII, VIII, XV, XVIII, factor von Willebrand, entre otros [80-82,89] . 

Por otro lado, existen múltiples isoformas de los principales componentes de la MB, así 

como de los componentes en menor cantidad, por lo que la composición química de la MB 

varía entre los tejidos [89]. 

Existen muchas técnicas y modelos para el estudio de la microvasculatura y sus 

componentes. Uno de los modelos más utilizados es el estudio de la microvasculatura en el 

músculo cremáster de ratón. El músculo cremáster es un tejido de músculo estriado que 

recubre los testículos y tiene la particular característica de ser delgado y transparente, lo que 

permite obtener imágenes longitudinales de alta resolución de los vasos sanguíneos sin la 

necesidad de realizar cortes en el tejido. El uso de este modelo junto con la microscopía 

confocal ha permitido obtener imágenes de alta resolución en tres dimensiones con lo cual 

es posible realizar un análisis más detallado y cuantitativo de cada uno de los componentes 

de los vasos sanguíneos [71 ,90-93 ]. En el campo de la toxinología, el músculo cremáster ya 

ha sido utilizado para el estudio del efecto de las MPVSs hemorrágicas, otras toxinas y 

venenos en general por medio de microscopía intravital [46,94,95]. Sin embargo, estos 

estudios son descriptivos y no se ha profundizado en los efectos sobre los diferentes 

componentes de la microvasculatura, además no se ha utilizado la microscopía confocal. 
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1.5. Mecanismo de acción hemorrágico de las MPVSs 

Aunque el mecanismo de acción hemorrágico de las MPVSs no está completamente 

elucidado, se ha demostrado que estas toxinas actúan principalmente sobre la 

microvasculatura por medio de dos mecanismos: hemorragia per diapédesis y hemorragia 

per rhexis, siendo la hemorragia per rhexis el mecanismo predominante (13,33,44]. La 

hemorragia per diapédesis ocurre por extravasación de eritrocitos a través de las uniones 

entre las células endoteliales, principalmente a nivel de vénulas, debido al proceso 

inflamatorio que se genera (96,97]. Recientemente se ha descrito un mecanismo por el cual 

las MPVSs podrían estar promoviendo la reubicación de la VE cadherina luego de la 

proteólisis del receptor LRP5/6, lo cual puede llevar a un aumento de la permeabilidad 

vascular y favorecer la salida de eritrocitos al intersticio; sin embargo, aún no se sabe si este 

mecanismo es suficiente para inducir hemorragia por sí solo o si es un mecanismo exclusivo 

de las MPVSs de tipo Plll, para la cual fue descrito (59]. La hemorragia per rhexis ocurre 

por ruptura de los vasos sanguíneos, principalmente capilares, lo que provoca una salida 

explosiva de eritrocitos (98-101] . Se ha planteado la posibilidad de que la diferencia entre 

estos dos tipos de mecanismos de hemorragia se relacione con el tipo de microvaso que se 

analice. Así, los estudios que han mostrado hemorragia per diapédesis han estudiado 

fundamentalmente vénulas, en tanto en los estudios en los que se ha descrito hemorragia per 

rhexis se ha analizado principalmente capilares (44]. Esto plantea la relevancia de analizar 

la acción de las MPVSs hemorrágicas comparativamente en vénulas y en capilares. 

Estudios de microscopía intravital han demostrado que la hemorragia aparece en los 

primeros minutos después de la aplicación de una MPVS hemorrágica y se da principalmente 

en capilares y vénulas pequeñas de manera explosiva (31,46,95]. Estudios de microscopía 

electrónica en modelos in vivo han demostrado alteraciones en las células endoteliales y en 

la MB de la microvasculatura luego de la administración de MPVSs hemorrágicas [99,101] , 

lo que haría pensar que las células endoteliales pueden ser el principal blanco de estas 

toxinas; sin embargo, estudios en cultivo celular han demostrado que el daño que pueden 

causar las MPVSs sobre células endoteliales no es tan rápido como el que ocurre in vivo, y 

más bien se observa un desprendimiento de las células endoteliales seguido de muerte celular 
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por apoptosis luego de varias horas [57,58,95]. Por otro lado, existen estudios que han 

demostrado la capacidad de estas toxinas de degradar componentes de la MB en diferentes 

modelos in vitro e in vivo [31,37,41,42,46,54,102-111]. Esto sugiere que el principal sitio 

de acción de las MPVSs hemorrágicas sería la MB, lo cual llevaría a un daño indirecto de 

las células endoteliales [ 44]. 

En este sentido, Gutiérrez et al. [ 13] postularon un mecanismo del efecto 

hemorrágico de estas toxinas sobre la microvasculatura en dos pasos: 1) inicialmente estas 

toxinas degradan proteínas de adhesión y componentes de la MB que rodea las células 

endoteliales de los capilares, lo cual afecta la interacción entre las células endoteliales y la 

MB y lleva a un debilitamiento de la estructura del capilar; 2) por otro lado, las fuerzas 

hemodinámicas normales, como la presión hidrostática y la fuerza de cizalla (shear stress), 

causan distensión y adelgazamiento de las células endoteliales de los capilares afectados, 

hasta que finalmente se pierde la integridad del capilar y se produce la extravasación de 

eritrocitos y otros componentes sanguíneos [ 13,33, 112]. Esto explicaría el rápido daño que 

ocurre en las células endoteliales in vivo, en comparación al daño tardío que se ha observado 

en cultivos de células endoteliales. 

1.5.1. Componentes de la MB como posibles blancos de las MPVSs hemorrágicas 

Existen estudios que han demostrado la degradación por parte de MPVSs 

hemorrágicas sobre los cuatro componentes principales de la MB: colágeno tipo IV, 

laminina, nidogén y perlecan [31,37,41,42,46,54, l 03-111]. La mayoría de estos estudios se 

han realizado en modelos in vitro sobre el sustrato aislado [31,37,42,46,103-107], aunque 

más recientemente existe evidencia de la degradación de estos componentes en modelos in 

vivo [ 41, 108, 109, 111]. Algunos de estos estudios han comparado las alteraciones inducidas 

por MPVSs hemorrágicas de tipo PI y PIII [ 41,42, l 07], así como MPVSs hemorrágicas y no 

hemorrágicas de tipo PI [l 09, 111 ], con el fin de identificar diferencias que permitan explicar 

las variaciones en la actividad hemorrágica entre los tipos de MPVSs. 
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Al comparar la capacidad de degradación de componentes de la MB de una MPVS 

hemorrágica tipo PI, la BaP 1 de B. asper, y una MPVS hemorrágica tipo PIII, la jararhagina 

de Bothrops jararaca, se observó en estudios inmunohistoquímicos que ambas toxinas 

disminuyen la tinción para laminina, nidogén y colágeno IV en capilares de músculo 

esquelético debido probablemente a la ruptura de los capilares por las fuerzas 

hemodinámicas y no necesariamente por una degradación directa de las MPVSs; mientras 

que en estudios in vitro se demostró una diferencia parcial en el patrón de degradación para 

laminina y nidogén, donde la jararhagina tiene una preferencia sobre el nidogén y genera 

sitios de corte diferentes a los generados por la BaPl, lo cual podría contribuir a la diferencia 

en la actividad hemorrágica de estas toxinas [107]. Sin embargo, este estudio se basó en 

efectos sobre matrigel'"\ una preparación de MB solubilizada extraída del sarcoma de ratón 

Engelbreth-Holm-Swarm (EHS), y además no se estudió el efecto de estas dos toxinas sobre 

el colágeno tipo IV, ni otras proteínas de la MEC circundante. 

En otro estudio que comparó las alteraciones inducidas por MPVSs hemorrágicas de 

tipo PI, la BnP l de Bothrops neuwiedi, y tipo PIII, la jararhagina de B. jararaca, se demostró 

una disminución de la inmunotinción de colágeno IV y laminina en la microvasculatura de 

piel luego de la administración de ambas MPVSs, donde el mayor efecto observado fue el 

de la PIII sobre el colágeno IV [41]. Además, en este mismo estudio se demostró una 

colocalización de la jararhagina y la jararhagina e (dominio tipo disintegrina y rico en 

cisteína de lajararhagina) con el colágeno IV [41], lo cual da soporte a la hipótesis de que 

los dominios tipo disintegrina y rico en cisteína de las MPVSs tipo PIII pueden dirigir a la 

toxina hacia blancos relevantes en la microvasculatura lo cual contribuiría a la mayor 

actividad hemorrágica [ 13,33]. Sin embargo, este estudio no incluyó una MPVS de tipo PII, 

ni realizó un análisis cuantitativo y detallado de la degradación de los componentes de la 

MB y la colocalización de las toxinas con estos componentes. 

Por otro lado, al comparar la capacidad de degradación de componentes de la MB de 

una MPVS hemorrágica tipo PI, la BaPI de B. asper, y una MPVS no hemorrágica tipo PI, 

la leucurolysina de Bothrops leucurus, se demostró que existe una especificidad y un patrón 

de degradación diferente en modelos in vivo e in vitro para laminina, nidogén colágeno IV 
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y perlecan, donde la BaP 1 muestra una mayor capacidad para degradar colágeno IV, perlecan 

y en menor grado nidogén, en tanto la leucurolisina no degradó el colágeno IV [ 109]. En 

otro estudio, al comparar la capacidad de degradación de componentes de la MB de dos 

MPVSs tipo PI con diferente actividad hemorrágica, la BaPl de B. apser y la BpirMP de 

Bothrops pirajai, se demostró que existen diferentes patrones de degradación para laminina 

y nidogén en modelos in vivo e in vitro, mientras que el colágeno IV fue degradado 

principalmente por la BaP 1, lo que podría explicar la mayor capacidad hemorrágica de la 

BaPl sobre la PpirMP [111]. Estos hallazgos hacen suponer que las diferencias en la 

actividad hemorrágica entre estas toxinas se pueden deber a las variaciones en la 

especificidad y los fragmentos de degradación de componentes de la MB, y principalmente 

a la diferente capacidad de degradar colágeno IV y perlecan. Estos estudios han incorporado 

herramientas como la proteómica de exudado inflamatorio [ 109] y la inmunodetección por 

western blot en homogenizados de tejidos [109,111], lo cual ha pernlitido estudiar efectos 

en modelos in vivo y ha brindado información muy útil en cuanto al mecanismo de acción 

de las MPVSs de tipo PI hemorrágicas y no hemorrágicas; sin embargo, aún no existe un 

estudio comparativo entre diferentes MPVSs hemorrágicas de tipo PI, PII y PIII que utilice 

estas herramientas. 

Recientemente los análisis de proteómica han constituido una herramienta valiosa 

para el estudio del mecanismo de acción hemorrágico de las MPVSs, permitiendo un estudio 

más amplio del fenómeno y la identificación de nuevos sustratos [108,109,113,114]. 

Estudios de proteómica del exudado inflamatorio inducido por BaP l en músculo esquelético 

han evidenciado la degradación de colágenos no fibrilares como los tipos VI, XII, XIV, XV 

y XVI [ 108, l 09]. Adicionalmente, existen estudios in vitro han demostrado la capacidad de 

las MPVSs de tipo PIII de unirse y degradar al colágeno tipo VI [37, l 15]. El colágeno VI 

tiene una función importante en la estabilidad y organización estructural de los vasos al 

conectar componentes de la MB con colágenos fibrilares de la MEC [ 1 l 6]. Por lo tanto, la 

degradación del colágeno tipo VI y otras proteínas de la MEC circundante también pueden 

ser clave o participar en el mecanismo de acción hemorrágico de estas toxinas. 
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A pesar de la evidencia experimental que demuestran la capacidad de estas toxinas 

de actuar sobre diferentes componentes de la MB y la MEC [31,37,41,42,46,54,102-111) y 

algunas diferencias entre MPVSs hemorrágicas y no hemorrágicas de tipo PI [ 109, 111 ], y 

MPVSs hemorrágicas de tipo PI y PIII [41,42,107], aún no se conoce en detalle los 

componentes de la MB sobre los que actúan las MPVSs que sean responsables de la 

hemorragia y si existen diferencias entre los tipos de MPVSs que permitan explicar las 

variaciones en la actividad hemorrágica [33). Por otro lado, la mayoría de los estudios se 

basan en la degradación de proteínas de la MB y MEC in vitro, por lo que existe la necesidad 

de contar con más herramientas, específicamente modelos in vivo, para el estudio del 

mecanismo de acción de las MPVSs que permitan un análisis más detallado de los efectos 

de estas toxinas sobre la MB y otros componentes de la microvasculatura. 

El estudio comparativo de las alteraciones inducidas por MPVSs sobre componentes 

de la microvasculatura utilizando el músculo cremáster y la microscopía confocal, constituye 

una estrategia novedosa en el campo de las MPVSs para estudiar la distribución y 

colocalización de las toxinas, así como la degradación de los componentes de la MB y otros 

efectos sobre la microvasculatura. Por otro lado, es necesario realizar estudios comparativos 

entre diferentes MPVSs hemorrágicas de tipo PI, PII y PIII en modelos in vivo que 

incorporen herramientas como la proteómica de exudado inflamatorio y la inmunodetección 

por western blot en homogenizados de tejidos, lo cual puede brindar información muy útil 

en cuanto al mecanismo de acción de estas MPVSs. 

Ante este panorama, el presente trabajo de investigación compara las alteraciones 

inducidas por MPVSs hemorrágicas de tipo PI, PII y PIII sobre componentes de la MB y 

MEC circundante, principalmente sobre colágeno tipo IV, colágeno VI, laminina y nidogén, 

así como alteraciones sobre otros componentes de la microvasculatura por medio de modelos 

in vivo que utilizan piel, músculo cremáster y exudado inflamatorio de gastronemio y las 

técnicas de proteómica, inmunoquímica e inmunofluorescencia, con el fin de identificar 

diferencias entre los tipos de MPVSs que permitan explicar las variaciones en la actividad 

hemorrágica y contribuir así a la comprensión del mecanismo de acción de estas toxinas. 

Además, en el presente trabajo se estudia el efecto de las fuerzas hemodinámicas sobre las 
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alteraciones de la MB y otros componentes de la microvasculatura utilizando un modelo ex 

vivo que elimina el flujo sanguíneo y se compara dichas alteraciones de acuerdo con el tipo 

de vaso sanguíneo (i.e . capilares, VPC y arteriolas) . Finalmente, se estudia el patrón de 

distribución y la capacidad de unión de diferentes tipos de MPVSs hemorrágicas y no 

hemorrágicas a componentes de la MB vascular. 
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2. OBJETIVOS 

Objetivo General 

Estudiar alteraciones inducidas por metaloproteinasas de venenos de serpientes de 

tipo PI, PII y PIII con distinta actividad hemorrágica sobre proteínas de la membrana basal 

y otros componentes de la microvasculatura por medio de modelos ex vivo e in vivo. con el 

fin de identificar diferencias entre los tipos de MPVSs que permitan explicar las variaciones 

en la actividad hemorrágica y los posibles mecanismos de inducción de hemorragia. 

Objetivos Específicos 

1. Comparar el patrón de distribución y la capacidad de unión de diferentes tipos de MPVSs 

a componentes de la membrana basal vascular, por medio de pruebas de 

inmunofluorescencia y microscopía confocal en un modelo ex vivo que utiliza músculo 

cremáster murino. 

2. Comparar las alteraciones inducidas por distintas MPVSs sobre los diferentes 

componentes de la microvasculatura (í. e. células endoteliales, membrana basal, células 

de músculo liso/pericitos) en los diferentes tipos de vasos (i. e. arteriolas, capilares, 

VPC), por medio de pruebas de inmunofluorescencia y microscopía confocal en modelos 

ex vivo e in vivo que utilizan músculo cremáster murino. 

3. Identificar las principales proteínas de la membrana basal y matriz extracelular 

circundante que son degradadas in vivo por distintas MPVSs y veneno completo, por 

medio de pruebas inmunoquímicas, de inmunofluoresecia y estudios de proteómica en 

diferentes modelos murinos que utilizan piel, músculo cremáster y exudado inflamatorio 

de gastronemio. 



16 

3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Obtención de las metaloproteinasas 

Se trabajó con tres MPVSs hemorrágicas de venenos de serpientes: a) BaP 1, una 

MPVS tipo PI del veneno de Bothrops mper [22,117], b) BlatHl , una MPVS t ipo PII 

dimérica del veneno de Bothriechis latera/is [118] y c) CsHl , una MPVS tipo PIII del 

veneno de Crotalus simus [119]. Estas tres MPVSs tienen diferente actividad hemorrágica, 

siendo el orden de potencia hemorrágica el siguiente: BlatHl > CsH l > BaPl. Para los 

estudios de distribución de las toxinas se utilizó también la Basparina A [27], una MPVS 

tipo PIII no hemorrágica del veneno de Bothrops asper. Los venenos fueron proporcionados 

por el serpentario del Instituto Clodomiro Picado y constituyen un liofilizado de un pool de 

veneno obtenido de al menos 20 especímenes adultos colectados en diversas regiones del 

país. 

La BaPl se aisló mediante una cromatografía de intercambio iónico en una columna 

de carboximetil (CM)-Sepharose<li>, seguido de cromatografía de afinidad en una columna de 

Affi Gel Blue<Bi [22, 117]. La BlatH 1 se aisló mediante una combinación de cromatografía de 

intercambio iónico en una columna de dietilaminoetil (DEAE)-Sepharose<li', seguido de 

cromatografia de interacciones hidrofóbicas en una columna de Phenyl-Sepharose'l!\ y 

finalmente cromatografía de filtración en gel en una columna de Superdex'~l 200 10/300GL 

en un equipo de cromatografía líquida rápida de proteínas (FPLC, por sus siglas en inglés) 

[118] . La CsHl se aisló mediante una combinación de cromatografía de intercambio iónico 

en una columna de DEAE-Sepharose'w , seguido de cromatografía de filtración en gel en una 

columna de Superdex1
fl! 200 10/300GL en un equipo de FPLC [119]. La Basparina A fue 

proporcionada por la Dra. Alexandra Rucavado del Instituto Clodomiro Picado y se aisló 

siguiendo el protocolo descrito por Loría et al. [27]. 

3.2. Animales de experimentación 

Para la mayoría de las pruebas con animales se utilizaron ratones CD-1, de ambos 

sexos, con un peso entre 18-20 g, provenientes del Bioterio del Instituto Clodomiro Picado, 
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Universidad de Costa Rica. Para las pruebas que utilizan el músculo cremáster como modelo 

de estudio, se utilizaron ratones machos C57BL/6, con un peso entre 20-25 g, provenientes 

del Laboratorio Charles River (Cambridge, Reino Unido) y el Laboratorio de Ensayos 

Biológicos de la Universidad de Costa Rica. El uso de animales para la ejecución del 

presente trabajo fue aprobado por el Comité Institucional para el Cuido y Uso de Animales, 

de la Universidad de Costa Rica, bajo los números CICUA I 9-09 y CICUA 003-15, y por el 

Consejo de Bienestar y Ética de los Animales (A WERB, por sus siglas en inglés), de la 

Universidad Queen Mary, Londres, Reino Unido. Los animales se mantuvieron bajo 

condiciones estándar de temperatura y humedad controlada, ciclos de luz y oscuridad de 12 

horas, suministro de comida y agua ad libitum, de acuerdo con los Principios Internacionales 

para la Investigación Biomédica con Animales (CIOMS, por sus siglas en inglés) y la 

legislación de Reino Unido para la protección animal. 

3.3. Distribución de las toxinas y efectos de las MPVSs sobre la microvasculatura 

de músculo cremáster de ratón 

Para el estudio de la distribución e inmunolocalización de las MPVSs con 

componentes de la MB vascular, y los efectos de estas toxinas sobre los diferentes 

componentes de la microvasculatura, se decidió utilizar el músculo cremáster debido a que 

es un t~jido delgado y transparente, lo cual permite trabajar con el tejido completo y obtener 

imágenes longitudinales de los vasos sanguíneos de alta resolución por medio de la 

microscopía confocal. 

3.3.1. Exposición del músculo cremáster a las toxinas 

3 .3. l. l . Distribución de las toxinas en el tejido y estudios de colocalización 

Para poder visualizar las MPVSs en el tejido, éstas fueron marcadas con el 

fluorocromo Alexa Fluor 647 utilizando el kit comercial Microscale Protein Labeling Kit 

(Molecular Probes A30009). Para determinar si el marcaje con el fluorocromo afecta la 

actividad enzimática de las MPVSs, se cuantificó la actividad proteolítica de las toxinas 
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marcadas y sin marcar sobre gelatina, a diferentes tiempos durante 24 h, utilizando el kit 

comercial EnzChek Gelatinase Assay Kit (Molecular Probes E-12055). 

Grupos de tres ratones machos C57BL/6 (20-25 g) fueron sacrificados por 

dislocación cervical. Inmediatamente se removió el músculo cremáster y se incubó por 15 

minutos, a temperatura ambiente, con las toxinas marcadas: 30 µg de BaPl, 3.5 µg de BlatHI 

o 15 µg de CsH 1, disueltas en 100 µI de solución amortiguadora de fosfatos (PBS). 

Adicionalmente, se utilizaron tejidos control Jos cuales fueron incubados con cada una de 

las toxinas sin marcar. Las toxinas fueron aplicadas en la superficie del tejido por medio de 

una micropipeta. Las dosis fueron seleccionadas de manera tal que inducen una hemorragia 

de intensidad similar en el músculo cremáster, como se describió previamente por 

microscopía intravital para la BaPl [ 46]. En el caso de la Basparina A, se utilizó 6.5 µg y se 

comparó con una cantidad equimolar de Ja CsHl (5 µg), tomando en consideración que es 

una cantidad de la CsH 1 que puede ser detectada unida a la MB vascular. Luego del período 

de incubación, se realizaron lavados con PBS para eliminar las toxinas que no se unieron a 

estructuras del tejido. Posteriormente, los tejidos fueron fijados con 4% de paraformaldehído 

disuelto en PBS, por 30 min, a 4ºC, y se continuó con el proceso de inmunotinción del 

colágeno tipo IV, el cual se detalla en la sección 3.3.2. 

3.3.1.2. Modelo ex vivo (i.e. sin flujo sanguíneo) 

Grupos de cuatro ratones machos C57BL/6 (20-25 g) fueron sacrificados por 

dislocación cervical. Inmediatamente se removió el músculo cremáster y se incubó a 

temperatura ambiente con diferentes cantidades de BaP 1 o CsH 1, disueltas en 100 µl de 

PBS. Las toxinas fueron aplicadas en la superficie del tejido por medio de una micropipeta. 

Adicionalmente, se utilizaron tejidos control los cuales fueron incubados con 100 µl de PBS. 

Inicialmente se estudiaron los efectos dosis y tiempo dependientes de la BaPl sobre el 

colágeno tipo IV de la MB vascular, para lo cual se evaluaron tres dosis de la BaP 1 (1 O, 30 

y 100 µg) y dos tiempos de incubación (5 y 15 min). La dosis de 30 µg de la BaPI y el 

tiempo de incubación de 15 min fueron seleccionados para el resto de los análisis. En el caso 

de la Csl-Il , se seleccionó una dosis de 15 µg , la cual induce una hemorragia de intensidad 
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similar en el músculo cremáster a la causada por 30 µg de BaP1, como se describió 

previamente por microscopía intravital [ 46]. Esta relación de masa 2: 1 de las MPVSs 

corresponde a una relación molar aproximada de 5: 1. Luego del período de incubación, se 

realizaron lavados de los tejidos con PBS y se fijaron con 4% de paraformaldehído disuelto 

en PBS, por 30 min, a 4°C. En el caso de la inmunotinción para laminina se utilizó metanol 

como solución fijadora. Posteriormente, se continuó con el proceso de inmunotínción para 

visualizar diferentes componentes de la microvasculatura, como se detalla en la sección 

3.3.2. 

3 .3 .1.3. Modelo in vivo (i.e. con flujo sanguíneo) 

Grupos de cuatro ratones machos C57BL/6 (20-25 g) fueron anestesiados con 

ketamina (35 mg/kg) / xilazina ( 15 mg/kg). Posteriormente, se administró por vía 

intrasescrotal 60 µg de BaPl o 30 µg de CsHI, disueltas en 300 µl de PBS. Esta dosis 

corresponde al doble de la dosis utilizada en el modelo ex vivo, ya que cada ratón posee dos 

músculos cremáster. Como control se administró 300 µl de PBS. Los animales fueron 

sacrificados por dislocación cervical 15 min después de la administración de las toxinas. 

Inmediatamente se removió el músculo cremáster, se lavó con PBS y se fijó con 4% de 

paraformaldehído disuelto en PBS, por 30 min, a 4°C. Posteriormente, se continuó con el 

proceso de inmunotinción para visualizar diferentes componentes de la microvasculatura. 

como se detalla en la sección 3.3.2. 

3.3.2. lnmunotinción del músculo cremáster 

Luego del proceso de fijación, se realizó un montaje para inmunotinción del tejido 

completo siguiendo el protocolo descrito por Wang et al. [91]. Brevemente, los tejidos 

fueron incubados en una solución bloquedora y permeabilizadora (12.5% de suero de cabra, 

12.5% de suero fetal bovino y 0.5% de Tritón X-100, disuelto en PBS), por 4 h, a temperatura 

ambiente, con agitación constante. Posteriormente, el tejido fue incubado por 48 h a 4°C, 

con alguno de los siguientes anticuerpos primarios contra componentes de la MB: anticuerpo 

policlonal de conejo anti-colágeno tipo IV (Abcam ab 19808), anticuerpo policlonal de 

conejo anti-nidogen 1 (Abcam ab 14511 ), o anticuerpo policlonal de conejo anti-laminina 
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(Abcam ab 11575). Al mismo tiempo los tejidos fueron incubados con un anticuerpo 

monclonal de ratón anti-actina a del músculo liso ( aSMA, por sus siglas en inglés) marcada 

con el fluorocromo Cy3 (Clone IA4, Sigma C6 I 98) y un anticuerpo monoclonal de rata anti

VE cadherina ( clon BV 14, eBioscience 14-1442) para visualizar las células del músculo 

liso/pericitos y las uniones endoteliales célula-célula, respectivamente. El anticuerpo anti

VE cadherina fue previamente marcado con el fluorcromo Alexa 64 7 utilizando el kit 

comercial Monoclonal Antibody Labeling kit (Molecular Probes A20186). Después del 

período de incubación con los anticuerpos primarios, los tejidos fueron lavados con PBS e 

incubados por 4 h a 4ºC con un anticuerpo policlonal de cabra anti-IgG (H+L) de conejo 

marcado con Alexa 488 (Invitrogen Al 1034) para poder visualizar los componentes de la 

MB. Todos los anticuerpos fueron diluidos en PBS con 10% de suero fetal bovino. La 

dilución de los anticuerpos se puede ver en la sección de metodología en Ja publicación 

correspondiente (Artículo II). Después de 4h de incubación con el anticuerpo secundario, los 

tejidos fueron lavados con PBS. El tejido completo fue montado en un portaobjetos, se 

colocó PBS y luego un cubreobjetos, para poder observarlo en un microscopio confocal 

como se detalla en la sección 3.3.3. 

3.3.3. Análisis del tejido por microscopia COf?focal 

Los t~jidos inmunomarcados, como se describió en la sección anterior. fueron 

observados por medio de dos microcopios: 1) un microcopio confocal de escaneo laser Zeiss 

LSM 5 Pascal incorporando un lente objetivo 1 OX (apertura numérica 0.3), un lente objetivo 

40X (medio de inmersión agua, apertura numérica 0.8) y un lente objetivo 63X (medio de 

inmersión aceite, apertura numérica 1.4), y 2) un microscopio confocal de escaneo laser 

Olympus Fluoview FVI 000 incorporando un lente 40X (medio de inmersión aceite, apertura 

numérica 1.3). El primer microscopio fue el que se utilizó durante Ja pasantía, y con éste se 

obtuvieron Jos resultados de la distribución de las tres MPVSs hemorrágicas y los efectos de 

la BaP l sobre la microvasculatura. El segundo microscopio fue el que se utilizó en Costa 

Rica para continuar con los estudios, y con éste se obtuvieron los resultados de la 

distribución de la Basparina A y los efectos de la CsHl sobre la miscrovasculatura. 
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Se tomaron imágenes tridimensionales de arteriolas, capilares y VPC por medio de 

un escaneo secuencial de los diferentes canales, a una resolución de 1024 x 1024 dpi, lo cual 

corresponde a un tamaño de voxel de 0.22 x 0.22 x 1.18 µm y 0.31 x 0.31 x 0.57 µm en los 

planos X x Y x Z, para las imágenes obtenidas con los microscopios Zeiss y Olympus, 

respectivamente. En el caso de las imágenes que se tomaron con el lente objetivo 63X para 

los estudios de colocalización, el tamaño de voxel corresponde a 0.14 x 0.14 x 0.38 µm en 

los planos X x Y x Z. Las imágenes de VPC y arteriolas (vasos con un diámetro entre 20-45 

µm) se tomaron desde el centro del vaso hasta el borde superior, a lo largo del eje 

longitudinal (200 µm de longitud); es decir, imágenes de semi-vasos. Con respecto a los 

capilares (vasos con un diámetro menor a 1 O µm), se tomaron desde el borde inferior hasta 

el borde superior, a lo largo del eje longitudinal (200 µm de longitud); es decir, imágenes de 

vasos completos. En cada experimento, las imágenes de los tejidos tratados y control se 

tomaron bajo las mismas condiciones y ajustes del software. 

3.3.3.1. Análisis de colocalización 

Se tomaron al menos cuatro imágenes de arteriolas, capilares y VPC por tejido. La 

reconstrucción de las imágenes tridimensionales y el análisis de colocalización de las 

MPVSs con el colágeno tipo IV de la MB vascular se realizó por medio del software 

IMARIS x64 7.4.2, el cual emplea el fundamento desarrollado por Costes et al. [ 120] para 

el análisis de colocalización. Se calculó el umbral para cada marcaje (toxina marcada y 

colágeno tipo IV) con la función automática del software, para ello se definió una región de 

interés de 1 O en la intensidad de pixel. El programa IMARIS analiza la intensidad de cada 

marcaje por voxels. Un voxel corresponde a un prisma con el pixel en la base y el espesor 

de la sección confocal en la altura. Los resultados de colocalización se expresaron de dos 

formas: 1) el porcentaje de material colocalizado, que toma en cuenta el número de voxels 

colocalizados con respecto al total de voxels, y 2) el coeficiente de correlación de Pearson, 

que refleja la correlación entre las intensidades de los voxels col ocal izados, es decir toma en 

cuenta que la intensidad de las dos etiquetas varía de manera proporcional. El coeficiente de 

Pearson varía entre + 1 y -1 , donde los valores cercanos a 1 indican una correlación directa, 

y los valores cercanos a O indican que no hay correlación. En este tipo de estudios es 
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importante analizar estos dos valores debido a que el porcentaje de colocalización puede 

sobreestimar el grado de colocalización, mientras que el coeficiente de Pearson puede 

subestimar el grado de colocalización [120]. 

3.3.3.2. Análisis de los efectos de las MPVSs sobre los diferentes 

componentes de la microvasculatura 

Se tomaron al menos cinco imágenes de arteriolas y VPC, y ocho imágenes de 

capilares por tejido. Posteriormente, las imágenes se analizaron por medio del software 

Image J. Se calculó la intensidad de la fluorescencia total (valor promedio en la escala de 

grises de todos los pixeles en el área analizada) para la inmunotición de los componentes de 

la MB en arteriolas, capilares y VPC. Por otro lado, se calculó el tamaño y densidad de 

espacios entre las células de músculo liso y pericitos adyacentes en arteriolas y VPC. Las 

imágenes tridimensionales se reconstruyeron por medio del software IMARIS x64 7.4.2. En 

el caso del análisis de las uniones endoteliales, éste se hizo de manera cualitativa a partir de 

la imagen tridimensional reconstruida para la inmunotinción de VE caherina. 

3.4. Ensayo de permeabilidad vascular;,, vivo 

Para evaluar la permeabilidad vascular inducida por las MPVSs, se siguió el 

protocolo descrito por Radu y Chernoff [ 121], con algunas modificaciones. Brevemente, 

grupos de cinco ratones CD l ( 18-20 g) recibieron 200 ~ti del colorante de Azul de Evans (6 

mg/ml, disuelto en PBS) por vía intravenosa en la vena lateral de la cola. Después de 5 min, 

se administró 2 µg de BaPI o 1 µg de CsHI, disueltos en 50 µI de PBS, por vía intradérmica 

en la región abdominal ventral. Estas dosis fueron seleccionadas de manera tal que no 

induzcan hemorragia en la piel, para evitar el desarrollo de una lesión hemorrágica que 

pudiera interferir con la medición de la extravasación del Azul de Evans, y con el fin de 

mantener la misma proporción de masa (2: l) uti 1 izada en el modelo in vivo con músculo 

cremáster. Se contó con un grupo control, el cual recibió 50 µl de PBS por vía intradérmica. 

Después de 15 min de la administración de las MPVSs, los ratones fueron sacrificados por 

dislocación cervical, se retiró su piel, se tomó una foto del área azul, lo cual corresponde al 

plasma extravasado, y se determinó el área por medio del programa Image r~). 



23 

3.5. Degradación de proteínas de la MB y MEC en modelos in vivo 

3. 5.1. Obtención de homogenizados de piel 

Grupos de cinco ratones CDl (18-20 g) recibieron 75 µg de BaPl, 1,5 µg de BlatHl 

o 35 ~tg de CsHl, disueltos en 100 µl de PBS, por vía intradérmica en la región ventral 

abdominal. Las dosis fueron seleccionadas de manera tal que indujeron una hemorragia de 

intensidad y área similar en la piel inyectada. El grupo control recibió 100 ~ti de PBS. 

Después de 15 min de la administración de las MPVSs, los ratones fueron sacrificados por 

dislocación cervical, se retiró su piel, y se tomó un área de 12 mm de diámetro en el sitio de 

la inyección. Todos los fragmentos de piel para cada tratamiento se colocaron juntos en 

nitrógeno líquido y se pulverizaron hasta que se obtuvo partículas finas. Cada homogenizado 

se resuspendió en 1,5 mi de solución de extracción (25 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 8 M 

urea, 40 mM EDT A, 1 % Tri ton X-100, O, 1 % SOS, una tableta de inhibidor de proteasa de 

Roche por cada 1 O mi, pI 1 7,4) y se mantuvo en agitación por una hora a 4ºC. Posteriormente, 

las muestras se centrifugaron a 5200 g durante 5 min, se tomó el sobrenadante y se diluyó 

1 :2 con agua desionizada. Estas muestras se almacenaron en alícuotas a -70ºC hasta el 

momento en que se realizó el análisis inmunoquímico, como se detalla en la sección 3.5.3. 

3. 5. 2. Obtención del exudado infiamatorio de gastronemio 

Grupos de cinco ratones CDJ (18-20 g) recibieron 75 µg de BaPl, 3 ~tg de BlatHl o 

3 5 µg de Csl-I 1, disueltos en 50 µI de PBS, por vía intramuscular en el gastrocnemio derecho. 

Las dosis fueron seleccionadas de manera tal que indujeron un grado similar de hemorragia 

en el músculo. El grupo control recibió 50 µl de PBS. Después de 15 min de la 

administración de las MPVSs, los ratones fueron sacrificados por dislocación cervical. 

Inmediatamente, se realizó una incisión de 5 mm en la piel que cubría el músculo inyectado 

y se introdujo un tubo capilar heparinizado para recoger el exudado de la lesión. Se obtuvo 

un volumen aproximado de 20-50 ~d de exudado de cada ratón. Las muestras de exudado se 

mezclaron para cada tratamiento, se liofilizaron y se almacenaron a -70ºC para el análisis 

inmunoquímico y proteómico, como se detalla en las secciones 3.5.3 y 3.5.4. 
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En el caso del estudio con el veneno completo de B. asper, se utilizó el mismo modelo 

descrito anteriormente utilizando una dosis de 50 µg del veneno, y se tomaron muestras de 

exudado a las 1, 6 y 24 horas después de la administración del veneno. 

3.5.3. Jnmunodetección de proteínas de la MB y MEC en el homogenizado de piel 

y exudado inflamatorio 

Se tomó un volumen de 20 µ1 de cada muestra del sobrenadante del homogenizado 

de piel, o 20 µl con 100 µg de proteína de cada muestra de exudado, y se separó en 

condiciones reductoras por electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico 

(SDS-PAGE) en gradiente del 4 al 15%, seguido de una transferencia a membranas de 

nitrocelulosa. La inmunodetección se realizó incubando las membranas durante la noche, a 

4ºC, bajo agitación, con cada uno de los siguientes anticuerpos primarios: anticuerpo 

policlonal de conejo anti-colágeno tipo VI (Millipore AB782 I ), anticuerpo policlonal de 

conejo anti-colágeno tipo IV (Abcam ab6586 y ah 19808), anticuerpo policlonal de conejo 

anti-laminina (Abcam abl 1575 y Thermo PAl-32130), anticuerpo policlonal de conejo anti

nidógen 1 (Abcam abl4511), anticuerpo policlonal de conejo anti-colágeno tipo I (Abcam 

ab2 l 286), anticuerpo policlonal de conejo anti-fibronectina (Abcam ab24 l 3). La dilución 

de los anticuerpos se puede ver en la sección de metodología en las publicaciones 

correspondientes (Artículos I y III). Se utilizó el anticuerpo anti-gliccraldehído-3-fosfato 

deshidrogenasa (GAPDH) (Abcam ab9485) como control de carga para las muestras 

provenientes del homogenizado de piel. Seguidamente, se realizó una incubación con 

anticuerpos anti-inmunoglobulinas conjugados con peroxidasa (Jackson lmmunoResearch), 

según el tipo de anticuerpo primario. La reacción se detectó utilizando el sustrato 

quimioluminiscente Lumi-Ligth (Roche). Las imágenes fueron obtenidas con el sistema 

ChemiDoc XRS + (BioRad) y el análisis se realizó con el software ImageLab (BioRad). 

3.5.4. Análisis de proteómica del exudado inflamatorio 

Los exudados liofilizados se enviaron al laboratorio del Dr. Jay Fox de la Universidad 

de Virginia, U .S.A., para el análisis por espectrometría de masas (MS, por sus siglas en 

inglés). Brevemente, las muestras se resuspendieron en agua y 20 µg de proteína fueron 
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separados por electroforesis SDS-PAGE en gradiente del 4-20%. Los geles se tiñeron con 

Azul Brillante de Coomassie y cada carril se cortó en diez secciones de igual tamaño. Cada 

fragmento de gel se trató con tripsina (20 ng/µl), previa reducción (DTT 1 O mM) y 

alquilación de proteínas (50 mM de yodoacetamida). Los péptidos trípticos se extrajeron del 

gel para el análisis de MS por medio de una solución de acetonitrilo al 50% y ácido fórmico 

al 5%. Se realizó un análisis de cromatografía líquida masas/masas (LC/MS/MS, por sus 

siglas en inglés) en un equipo Thermo Electron Orbitrap Velos ETD. El detalle del ajuste de 

las variables del sistema de espectrometía de masas se puede ver en la sección de 

metodología en las publicaciones correspondientes (Artículos 1 y III). Los datos obtenidos 

se analizaron por medio del programa Sequest en Proteome Discoverer 1.4.1 contra la base 

de datos Uniprot Mouse. Los resultados se exportaron a Scaffold (versión 4.3.2, Proteome 

Software Inc., Portland, OR) para validar identificaciones de péptidos y proteínas basadas 

en MS/MS, y para visualizar múltiples conjuntos de datos de una manera comprensiva. La 

cuantificación relativa de las proteínas se realizó sumando todos los datos de los l O 

fragmentos de gel para cada muestra en Scaffold y luego mostrando el valor cuantitativo del 

programa. Este valor da cierta medida de abundancia relativa entre las proteínas generadas 

a partir del análisis por MS para una muestra de exudado particular y permite una 

comparación cuantitativa relativa entre una proteína específica presente en diferentes 

muestras. Adicionalmente, se analizaron porciones de los datos de manera manual para 

determinar si los espectros de masas se derivaban de proteínas que emigraban en el gel a una 

masa inferior a la esperada, con el fin de determinar porcentajes de degradación de las 

proteínas. 

3.6. Análisis estadístico 

Cuando fue posible, los resultados fueron expresados como el promedio ± el error 

estándar de la muestra (EEM). Para comparar medias entre grupos experimentales se realizó 

una prueba de Análisis de Variancia (ANOVA) de una vía y ANOVA multifactorial, cuando 

se comparó más de un factor, con una prueba de Tukey como estudio post-hoc. Los supuestos 

de normalidad y homogeneidad de varianza se evaluaron por medio de las pruebas de 
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Shapiro Wilk y Levene, respectivamente. Se utilizó el programa IBM SPSS® Stadistics 22.0 

y GraphPad Prims 6. Se consideró significativo un valor de p < 0.05. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1. Distribución de diferentes tipos de MPVSs en la microvasculatura 

4.1.1. Comparación de MPVSs hemorrágicas de tipo PI, Plly PIII 

Cuando se comparó la distribución de cantidades equi-hemorrágicas de tres 

diferentes tipos de MPVSs: BaPl (PI), BlatHl (PII) y CsHl (PIII), sobre el músculo 

cremáster de ratón aislado, se observaron diferencias en la distribución de las toxinas en el 

tejido (Figura 2A y 2B, artículo 1). Las MPVSs de tipo PII y PIII se localizaron en la 

membrana basal de los vasos sanguíneos; mientras que la MPVS de tipo PI se distribuyó de 

manera más difusa en el tejido, con predominio alrededor de los vasos sanguíneos. El análisis 

de colocalización de las MPVSs con el colágeno tipo IV de la MB vascular (Figura 2C y 2D, 

artículo I) revela porcentajes de colocalización de alrededor del 40% para las MPVSs de tipo 

PII y PIII, tanto en capilares, como en arteriolas y VPC (coeficiente de Pearson alrededor de 

0.4 ); mientras que para la MPVS tipo PI el porcentaje fue menor al 7% (coeficiente de 

Pearson menor a 0 .07). No se encontraron diferencias significativas entre los porcentajes de 

colocalización para las MPVSs de tipo PII y PIII , ni entre el tipo de vaso sanguíneo, lo cual 

indica que la distribución de estas dos toxinas es muy similar en la microvasculatura. 

Los tejidos incubados con las toxinas sin marcar no mostraron señal fluorescente, 

con lo cual se descarta que la señal observada para la BaPl sea inespecífica. Además, la 

actividad proteolítica sobre gelatina de las MPVSs marcadas con Alexa 647 se mantuvo 

entre un 75-85% en comparación con la actividad de las MPVSs sin marcar (Figura 1 ), lo 

cual demuestra que luego del marcaje las enzimas conservaron la actividad proteolítica. Por 

otro lado, en estudios de interferencia de unión, donde la toxina marcada se agregó en los 

tejidos pre-incubados con la toxina sin marcar, se observó una disminución en la intensidad 

fluorescente para la toxina marcada, lo cual demuestra que la unión es específica hacia algún 

blanco en la MB. 
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Figura l. Actividad proteolítica sobre gelatina de las MPVSs BaPl, BlatHl y CsHl marcadas 

con el fluorocromo Alexa 647. A) Se cuantificó la actividad proteolítica sobre gelatina de las 

MPYSs BaP 1 ( 1 µg) , BlatH 1 (5 µg) y CsH 1 (5 µg) sin marcar y marcadas con Alexa 64 7 a diferentes 

tiempos durante 24 h, por medio del kit comercial EnzChek Gelatinase Assay Kit (Molecular Probes 

E-12055). Los resultados muestran el promedio de tres repeticiones. U.l.F.: Unidades de Intensidad 

Fluorescente. B) Los resultados muestran el porcentaje de actividad proteolítica sobre gelatina para 

cada enzima marcada con el fluorocromo Alexa 647 con respecto a la enzima sin marcar. 

Un estudio previo ya había demostrado un patrón de distribución distinto entre 

MPVSs hemorrágicas de tipo PI y PIIJ , mostrando una loca lización de esta última alrededor 

de diferentes estructuras de la piel, incluyendo capilares y vénulas en la hipodermis y fibras 

musculares [ 41]. Recientemente, resultados similares fueron obtenidos en otro estudio que 

comparó la localización de estas mismas MPVSs en un modelo in vitro que simula 

estructuras de capilares en 30 [56), y otro estudio que comparó la distribución dos MPVS 

hemorrágicas de B. atrox de tipo PI y PIII en piel [42]. Los resultados obtenidos en el modelo 

ex vivo de músculo cremáster coinciden con estos estudios, y muestran las diferencias en la 

localización de las tres MPVSs en la MB vascular de una manera detallada, y con un enfoque 

morfométrico cuantitativo, para cada tipo de microvaso (i .e. capilares, arteriolas y VPC). 
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Además, se muestra por primera vez que una MPVS hemorrágica de tipo Pll se distribuye 

de manera similar que las MPVS hemorrágicas de tipo PIII. 

Estudios in vitro han demostrado que el dominio adicional rico en cisteína de las 

MPVSs de tipo PIII contienen exositios que median la unión con proteínas de la MEC, como 

por ejemplo con colágeno tipo I [35,38], integrina a2~1 [35,38], integrina avp3 [39], vWF 

[35,38], y proteínas que poseen el dominio A del vWF como colágenos FACITS tipo XII y 

XIV y matrilinas 1, 3 y 4 [ 40]. También se ha demostrado que los dominios tipo disintegrina 

pueden interaccionar in vitro con colágenos tipo 1 [34,36,122] y tipo IV [36]. Además, Baldo 

et al. [ 41] demostraron en un modelo in vivo que el fragmento DC de la jararhagina, una 

MPVS tipo PIII, era capaz de unirse a estructuras alrededor de los vasos sanguíneos [ 41]. 

Por lo tanto, se ha postulado que la mayor actividad hemorrágica de las MPVSs de tipo PIII 

puede deberse en parte a la presencia de exositios en los dominios adicionales, los cuales 

puede dirigir a la toxina hacia blancos relevantes en la microvasculatura [13,33]. Los 

resultados de colocalización obtenidos en el modelo ex vivo de músculo cremáster apoyan 

esta hipótesis, e indican que tanto el fragmento tipo disintegrina como el rico en cisteína 

pueden ser claves en la interacción con componentes de la MB vascular, lo que puede 

contribuir a la mayor actividad hemorrágica de las MPVSs de tipo PII y PIII, en comparación 

a las de tipo PI. Sin embargo, la diferente actividad hemorrágica entre la BlatH 1 (PII) y la 

CsH 1 (PIII) sugiere que la unión a la MB vascular no sería el único determínate en la 

potencia hemorrágica. En este sentido, la capacidad proteolítica, las diferencias en los 

exositios y la estabilidad de las toxinas en el tejido pueden jugar también un papel importante 

en la potencia hemorrágica de las MPVSs. 

Adicionalmente, el estudio de colocalización logró demostrar que las MPVSs de tipo 

PII y PIII se unen a la MB de los tres tipos de vasos sanguíneos de la microvasculatura: 

capilares, arteriolas y vénulas post-capilares. La unión de las MPVSs a la MB de capilares 

puede estar asociado al mecanismo de acción hemorrágico, dado que estudios de 

microscopía intravital [31,46,95] y electrónica [98,100,101] han descrito que la hemorragia 

inducida por MPVSs se da principalmente en capilares. Por otro lado, los efectos patológicos 

que puede tener la unión de las MPVSs a la MB de las vénulas post-capilares y arteriolas en 
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la microvasculatura se desconocen. Estudios experimentales con veneno completo de 

vipéridos han mostrado daño a las arterias en cortes histológicos, incluyendo daño a células 

endotel iales, trombosis y necrosis de fibras de músculo liso en la túnica media [ 123-125]. 

Sin embargo, se desconoce los componentes responsables de estos efectos, y si las MPVSs 

son capaces de unirse a la MB de venas y arterias de mayor calibre. 

Finalmente, el presente estudio demostró altos porcentajes de colocalización de las 

MPVSs de tipo PII y PIII con el colágeno tipo IV de la MB vascular, en comparación a la 

MPVS de tipo PI. Sin embargo, debido al límite de resolución de la microscopía de luz, no 

se puede asegurar que las MPVSs se unen al colágeno tipo IV, ya que la interacción podría 

ser con otros componentes de la MB que están en estrecho contacto con el colágeno IV. Para 

responder esta interrogante se debe recurrir a técnicas de microscopía de mayor resolución, 

como la inmunomicroscopía electrónica. 

4.1.2. Comparación de MPVSs de tipo PIII hemorrágica y no hemorrágica 

Debido a que existen MPVSs no hemorrágicas de tipo PIII, surge la interrogante si 

estas toxinas se distribuyen de manera similar que las MPVSs hemorrágicas del mismo tipo, 

ya que ambas enzimas poseen dominios OC. Al comparar la Basparina, una MPVS de tipo 

PIII no hemorrágica que presenta actividad coagulante, con cantidades equimolares de la 

CsH 1, se observó un patrón de distribución muy diferente. Mientras la CsH 1 se localiza 

alrededor de la MB vascular como se describió en la sección 4.1.1, no se detectó señal 

fluorescente en el tejido para la Basparina (Figura 2). La actividad proteolítica sobre gelatina 

de la Basparina marcada con Alexa 647 se mantuvo alrededor de un 75% en comparación 

con la toxina sin marcar (Figura 3), además, la actividad coagulante in vitro no se vio 

alterada, lo cual demuestra que luego del marcaje la enzima conserva la actividad proteo lítica 

y coagulante. 



Figura 2. InmunolocalizacUm de dos MPVSs tipo PHI con la membrana basal vascular en 

músculo cremástcr de rat6n ex vivo. Cantidades equimolares de Basparina (6.4 µg), una MPVS no 

hemorrágica de tipo PIII, y CsH 1 (5 µg), una MPVS hemorrágica de tipo PI 11, marcadas con Alexa 

Fluor 647 (azul), fueron aplicadas durante 15 minen los músculos cremaster aislados de ratón. Los 

tejidos se fijaron con paraformaldehído al 4% y se realizó una inmunotinción con anticuerpo contra 

colágeno tipo 1 V (Abcam ab 19808) y anticuerpo secundario marcado con Alexa fluor 488 (verde). 

Los tejidos se visualizaron en un microscopio confocal de barrido láser Olympus Fluoview FV 1000. 

Tejidos controles incubados con las toxinas sin marcar no mostraron señal fluorescente. La barra de 

escala representa 30 µm. Ambas imágenes son representativas para una vénula post-capilar. 



A) 

40,1100 

JS,000 

-e- Cslll 

-- CsHI Alexa 64 7 
--&- Baspari na 

...... ua~parina Ale:rn 647 
JO,OOO ...._ Control 

lS.000 
::r.. 
::) 211,0011 

tS.000 

10,000 

5,000 

º'..j..!:::::::::;;=::::=:::=:;:::::::=::::;::::==: 
fl 6 12 

Tiempo (h) 

111 24 

32 

B) 
- Cslll Alexa 647 

100 D llasparina Aleim 64 7 

I~ 
80 

- -o ~ .,_ 
'::: E GO 
¡: e: 
c. ~ 

~ ! 40 

20 

1 h 3h 24 h 

Figura 3. Actividad proteolítica sobre gelatina de las MPVS Basparina y CsHl marcadas con 

el fluorocromo Alexa 647. A) Se cuantificó la actividad proteolítica sobre gelatina de las MPVS 

Basparina (5 µg) y CsH 1 (5 µg) sin marcar y marcadas con Alexa 647 a diferentes tiempos durante 

24 h, por medio del kit comercial EnzChek Gelatinase Assay Kit (Molecular Probes E-12055). Los 

resultados muestran el promedio de tres repeticiones. U.l.F.: Unidades de Intensidad Fluorescente. 

B) Los resultados muestran el porcentaje de actividad proteolítica sobre gelatina para cada enzima 

marcada con el fluorocromo Alexa 647 con respecto a la enzima sin marcar. 

Esta es la primera vez que se estudia la unión de una MPVS de tipo PUi no 

hemorrágica con componentes de la MB en modelos que utilizan tejido completo. Los 

resultados demuestran que la Basparina no es capaz de unirse a componentes de la MB 

vascular, lo cual sugiere que la Basparina carece de las secuencias presentes en los exositios 

de las MPVSs tipo PII y PIII hemorrágicas que median la unión con componentes de la MB 

vascular, o bien que los patrones de glicosilación de la Basparina afectan su capacidad de 

unión a la MB. La falta de capacidad de unión de la Basparina a la MB puede estar asociado 

con el hecho de que esta MPVS carece de actividad hemorrágica. Sin embargo, existen 

MPVSs de tipo PI hemorrágicas que no son capaces de unirse a componentes de la MB 

[ 41,42,56], por lo que la unión a la MB no sería el único determinante para la actividad 

hemorrágica. 



4.2. Efectos de MPVSs hemorrágicas tipo PI y tipo PHI en la microvasculatura 

del músculo cremaster 
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Los estudios de distribución de las MPVSs hemorrágicas en la microvascultura 

indicaron claras diferencias entre las de tipo PI con respecto a las de tipo PII y PIII , ya que 

estas últimas colocalizan con componentes de la MB, mientras que las de tipo PI se 

distribuyen de manera más difusa en el tejido. Esta diferencia en la distribución podría hacer 

que las MPVSs tengan diferentes efectos sobre la microvasculatura. Por lo tanto, se decidió 

estudiar el efecto de la BaPJ , una MPVS de tipo PI, y la CsHl , una MPVS de tipo Plll, sobre 

los tres principales componentes de la microvasculatura (i.e. membrana basal, células 

endoteliales y células de músculo liso/pericitos) en el músculo cremáster de ratón. 

Inicialmante se evaluó el efecto dosis y tiempo dependiente de la BaPl sobre los diferentes 

componentes de la microvasculatura en el modelo que utiliza el músculo cremáster aislado 

(i.e. modelo ex vivo). De acuerdo con estos resultados se escogió una dosis y tiempo de 

exposición para estudiar los efectos de la BaP 1 en el modelo in vivo y compararlo con los 

efectos de la CsH 1 en cantidades equi-hemorrágicas en ambos modelos. La Tabla 1 muestra 

un resumen de los resultados que se discutirán en las secciones 4.2.1, 4.2. 2 y 4.2.3. 
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Tabla l. Principales efectos de las MPVSs BaPl y CsHl sobre los diferentes componentes 

de la microvasculatura en el músculo cremáster murino. 

BaPl (MPVS tipo PI) CsHl (MPVS tipo PIII) 
Componentes de la 

Modelo ex vivo Modelo in vivo Modelo ex vivo 1 Modelo in vivo 
microvasculatura 

l'11p VPC TI Cap VPC J\rt Cap VPC J\rt Cap VPC 1\r1 
-

Colágeno IV 
1 

Membrana 
basal 

{intensidad . . l l' l 1' 
fluorescente) 

Tamar1o 

hendiduras N.r\ t " Ni\ NA 
Músculo liso/ 

. . - - - . 
pericitos Densidad 

hendiduras 
NA T Ni\ - N1' NA -. ~ - - -

Células VE Cadherina 

endotcliales (re localización) - . . . ~ - - - - . . 
'La disminución no fue estadísticamente significativa con respecto al control ; sin embargo, hay una 

tendencia a la disminución. Cap: capilares; VPC: vénulas post-capilares; A11: arteriolas, NA: no aplica; 

(-): sin cambio con respecto al control; (!): disminución con respecto al control; (f): aumento con respecto 

al control;(+): presencia del efecto. 

4.2.1. Efectos sobre componentes de la membrana basal 

En el mecanismo de acción de las MPVSs hemorrágicas propuesto por Gutiérrez et 

al. [13] la proteólisis inicial de componentes de la MB por parte de esta toxinas juega un 

papel importante en el debilitamiento de la estructura del capilar, con la consecuente ruptura 

y extravasación. Dadas las diferencias en la distribución de las MPVSs de tipo PI y PIII, y 

la localización de estas últimas con componentes de la MB, resulta de interés estudiar si 

existe degradación de estos componentes en la microvasculatura del músculo cremáster y si 

la degradación es diferente entre los dos tipos de MPVS . 

En el modelo ex vivo, es decir, en ausencia de flujo sanguíneo y aplicación tópica de 

la toxina en el tejido aislado, la BaPl disminuyó significativamente la intensidad 

fluorescente del inmunomarcaje para el colágeno tipo IV de la MB de los capilares, a 

1 
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diferentes dosis y tiempos de exposición, en comparación a los controles (Figura 18, artículo 

II). En el caso de las arteriolas (Figura 1 A, artículo II) y las VPC (Figura 1 C, artículo II), no 

se encontraron diferencias significativas; sin embargo, hay una tendencia a la disminución 

para las VPC. Cuando se estudió el efecto de la 8aPI sobre otros componentes de la M8 en 

el modelo ex vivo, se encontró que la 8aPI disminuyó la intensidad fluorescente del 

inmunomarcaje para la laminina en capilares y VPC, pero no en arteriolas (Figura 2A, 

artículo II). Por otro lado, no se observó ningún efecto en la intensidad fluorescente del 

inmunomarcaje para el nidogén (Figura 28, artículo 11). 

En el modelo in vivo, es decir. en presencia de flujo sanguíneo y aplicación 

intraescrotal de la toxina en el animal anestesiado, el efecto de la 8aP 1 sobre la disminución 

en la intensidad fluorescente del inmunomarcaje para el colágeno tipo IV se dio en la M8 

de los tres tipos de vasos sanguíneos (capilares, arteriolas y VPC) (Figura 38, artículo II), a 

diferencia del efecto observado en el modelo ex vivo (Figura 38, artículo 11), el cual fue 

principalmente sobre capilares. Por otro lado, la CsH 1 disminuyó la intensidad fluorescente 

del inmunomarcaje para el colágeno tipo IV de la M8 de capilares, VPC y arteriolas, tanto 

en ausencia como en presencia de flujo sanguíneo (Figura 3C y 30, artículo II); aunque en 

algunos casos la disminución no fue estadísticamente significativa, hay una tendencia a la 

disminución para los tres tipos de vasos sanguíneos. 

Los resultados mostraron una disminución de la inmunotinción para el colágeno tipo 

IV y la laminina de la M8 de los vasos sanguíneos, lo que puede sugerir una degradación de 

estos componentes por parte de las MPVSs. Estudios previos han demostrado la capacidad 

de estas y otras MPVSs de degradar el colágeno tipo IV, laminina y nidogén en diferentes 

modelos in vivo [ 41, 107-109, 111 J. Sin embargo, estos estudios utilizan homogenizados de 

tejidos o exudado inflamatorio, por lo que se desconoce el origen de los productos de 

degradación detectados. Por lo tanto, los estudios de inmunohistoquímica son necesarios 

para identificar si la degradación de estos componentes se está dando en la M8 vascular. 

Aunque existen algunos estudios de inmunohistoquímica de cortes de gastronemio [ 107, l 09] 

y piel [ 41 ,42, 108], éstos muestran una di sminución cualitativa de la inmunotinción para 

colágeno IV y laminina de la M8 de cortes transversales de vasos sanguíneos. El estudio de 
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inmunohistoquímica en el músculo cremáster completo permitió realizar un análisis más 

detallado y cuantitativo de la degradación de estos componentes en imágenes longitudinales 

de vasos sanguíneos, así como realizar un análisis comparativo entre las dos MPVSs, el tipo 

de vaso (i.e. capilar, arteriola, VPC) y la presencia o no de flujo sanguíneo. 

La capacidad de las MPVSs de degradar el colágeno tipo IV principalmente en la 

MB de capilares, tanto en presencia como en ausencia de flujo sanguíneo, da soporte a la 

hipótesis de que la degradación de este componente puede ser clave en el mecanismo de 

acción hemorrágico de las MPVSs [ 41,42,l09]. Por otro lado, el hecho de que la degradación 

del colágeno IV se puede dar en ausencia de flujo sanguíneo apoya el mecanismo de acción 

en dos pasos propuesto para las MPVSs hemorrágicas, en donde inicialmente se da una 

degradación de componentes de la MB, el cual puede ocurrir en ausencia de flujo sanguíneo; 

en el segundo paso se da una distención y ruptura de las paredes de los capilares debido a 

las fuerzas hemodinámicas normales, lo que provoca extravasación de eritrocitos y otros 

componentes sanguíneos [ 13]. Esto coincide además con el importante papel del colágeno 

tipo IV en la estabilidad mecánica de la MB, ya que es la única proteína de la MB que forma 

una red unida covalentemente [83-88]. 

La BaP 1 también fue capaz de degradar la laminina de la MB de capilares y VPC en 

ausencia de flujo sanguíneo. La aparente mayor capacidad de la BaPI de disminuir la 

inmunotinción para la laminina en comparación al colágeno tipo IV de la MB de VPC puede 

ser debido a que el colágeno IV forma una red unida covalentemente [87,88], lo cual hace 

que sea más dificil perder epítopos del colágeno IV en comparación a la laminina. Por el 

contrario, estudios previos de inmunohistoquímica de tejido de piel han mostrado un mayor 

efecto de MPVSs hemorrágicas sobre la degradación de colágeno IV en comparación a 

laminina [ 41,42]. Esta discrepancia puede deberse a que los resultados para la laminina 

provienen del modelo ex vivo, es decir, en ausencia de flujo sanguíneo, mientras que los 

otros estudios [ 41,42] utilizan modelos en que la toxina se aplica en presencia de flujo 

sanguíneo, lo cual puede favorecer la difusión de productos de degradación del colágeno IV. 
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Por otro lado, la BaPl no disminuyó la inmunotinción para nidogén, lo que podría 

indicar que la BaPl no es capaz de degradar el nidogén de la MB vascular en el músculo 

cremáster aislado. Sin embargo, estudios previos que utilizan homogenizados de tejidos y 

Matrigel<ll\ una preparación de MB de sarcoma de ratón, han demostrado que las MPVSs 

hemorrágicas son capaces de degradar nidogén [107,109,111]. Esta discrepancia puede 

deberse a que los productos de degradación de nidogén detectados en los homogenizados de 

tejidos provienen de la MB de otras estructuras como músculo y nervios. También puede ser 

que se esté dando la degradación del nidogén, pero que los epítopos permanezcan unidos a 

la MB, lo cual puede ser detectado por análisis inmunoquímico del homogenizado del tejido, 

pero no por inmunohistoquímica. 

Al comparar el efecto de Ja BaPl con la CsH 1, en cantidades equihemorrágicas, se 

encontró que la MPVS de tipo PIII tuvo un mayor efecto en Ja degradación del colágeno IV 

de la MB vascular, en comparación a la de tipo PI. Esto puede estar asociado con la 

diferencia en la distribución de estas dos toxinas en Ja microvasculatura. La presencia de 

exositios en los dominios adicionales tipo disintegrina y rico en cisteína en las MPVSs de 

tipo PIII podrían dirigir a la toxina hacia blancos relevantes en la microvasculatura y 

degradar componentes específicos de la MB vascular en mayor medida que en caso de las 

MPVSs de tipo PI. 

Al comparar el efecto de las MPVSs sobre la MB entre los diferentes tipos de vasos 

sanguíneos, se encontró que ambas MPVSs degradaron el colágeno tipo IV de la MB de 

capilares en mayor medida que en arteriolas y VPC. Por otro lado, la MB de las VPC fue 

más susceptible a degradación que la MB de arteriolas. En el modelo utilizado, la acción de 

las MPVSs sobre Ja MB vascular depende de la accesibilidad a dicha estructura, de la 

capacidad proteolítica de las MPVSs y de la capacidad de difusión de los fragmentos 

degradados y pérdida de epítopos después de Ja proteólisis. Los estudios de colocalización 

demostraron que la unión a Ja MB es similar entre Jos diferentes tipos de vaso para Ja MPVS 

de tipo PIII. Por otro lado, la BaPl fue capaz de degradar Ja laminina en VPC, lo cual 

demuestra que la BaPl es capaz de llegar a dicha estructura. Por Jo tanto, se descarta que la 

menor degradación del colágeno tipo IV de Ja MB observado en arteriolas y VPC se deba a 



38 

una menor accesibilidad de las toxinas a dicha estructura. Por lo consiguiente, estas 

diferencias podrían deberse a una mayor facilidad de difusión de los fragmentos degradados 

desde la MB de capilares, dado que estos vasos están conformados solamente por una capa 

de células endoteliales y una MB circundante [60]. 

En el mecanismo de acción hemorrágico de las MPVSs propuesto por Gutiérrez et 

al. [13], las fuerzas hemodinámicas normales (i.e. presión hidrostática y la fuerza de cizalla) 

juegan un papel importante en la distensión y ruptura de las células endoteliales, luego de la 

degradación de componentes de la MB por parte de las MPVSs. Por esta razón, se decidió 

estudiar el efecto de las MPVSs en presencia y ausencia de flujo sanguíneo. Estudios previos 

han mostrado que la BaPl disminuye el grosor y afecta la integridad de la MB de capilares 

[112], además reduce la densidad de capilares en cortes histológicos de gastronemio de ratón 

en presencia de flujo sanguíneo [126]; sin embargo, en condiciones en donde se interrumpe 

el flujo sanguíneo estos efectos no se observan. Estos hallazgos no descartan la posibilidad 

de que componentes de la MB vascular sean hidrolizados aún en asuencia de flujo sanguíneo, 

lo cual no podría evidenciarse en estudios de microscopía electrónica. En el presente estudio 

fue posible realizar un análisis cuantitativo de la intensidad fluorescente en imágenes 

longitudinales de vasos sanguíneos, lo cual demostró que ambas MPVSs son capaces de 

degradar componentes de la MB de capilares tanto en presencia como en ausencia de flujo 

sanguíneo. 

Por otro lado, cuando se comparó el efecto de las MPVSs sobre la MB vascular en 

presencia y ausencia de flujo sanguíneo, se encontró que la CsHl disminuyó la 

inmunotinción para el colágeno tipo IV de la MB de los tres tipos de vasos sanguíneos de 

manera similar en condiciones con y sin flujo sanguíneo. En el caso de la BaPl, el efecto 

sobre el colágeno tipo IV se extendió a la MB de arteriolas y VPC en condiciones de flujo 

sanguíneo, mientras que el efecto sobre la MB de capilares se observó de manera similar que 

en el modelo ex vivo. En otros términos, para la MPVS de tipo PIII el efecto sobre la MB 

vascular fue similar en presencia y ausencia de flujo sanguíneo, mientras que para la MPVS 

de tipo PI el efecto fue mayor en condiciones de flujo sanguíneo. Este diferente efecto para 

la BaPl puede deberse a la distribución de las toxinas dadas las diferentes condiciones 
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experimentales. En el modelo ex vivo, la BaPI se aplican de manera tópica en el tejido 

aislado, a temperatura ambiente, en ausencia de flujo sanguíneo y linfático; bajo estas 

condiciones la MPVS podría tener una menor difusión. Por el contrario, en el modelo in 

vivo, el flujo sanguíneo y linfático, además de la temperatura corporal, pueden aumentar la 

difusión de la BaPI y permitir que alcance la MB de arteriolas y VPC en mayor 

concentración. Además, en condiciones in vivo puede haber una mayor capacidad de 

difusión de los fragmentos degradados a través del drenaje linfático. Por otro lado, se ha 

descrito que ante un aumento de las fuerzas hemodinámicas que operan bajo condiciones de 

flujo sanguíneo, la MB puede ser más suceptible a la acción de proteinasas [127-130]; sin 

embargo, esta hipótesis debe ser estudiada con mayor detalle. En el caso de la CsHl, la 

capacidad de unión y afinidad a componentes de la MB permite que la toxina alcance la MB 

de los tres tipos de vasos sanguíneos de manera similar, tanto en el modelo ex vivo como en 

el in vivo. 

4. 2. 2. Efectos sobre células endoteliales 

Las células endoteliales, junto con la MB, conforman la principal barrera de 

permeabilidad vascular [62,63]. Estudios previos en modelos in vivo han mostrado 

alteraciones en las células endoteliales en los primeros minutos después de la aplicación de 

una MPVS hemorrágica, efecto asociado con la distensión y ruptura de capilares como 

consecuencia de la proteólisis de componentes de la MB [99,101], y no por un efecto 

citotóxico directo [57,58,95] . Por otro lado, se ha descrito la hemorragiaper diapédesis como 

un posible mecanismo de las MPVSs hemorrágicas, el cual consiste en extravasación de 

eritrocitos a través de las uniones entre las células endoteliales de vénulas debido al proceso 

inflamatorio que se genera [96,97] . Por esta razón, es de interés estudiar el efecto de las 

MPVSs sobre las células endoteliales en el modelo de estudio y su actividad sobre la 

permeabilidad vascular in vivo. 

Para evaluar el efecto de las MPVSs sobre el endotelio vascular se utilizó un 

anticuerpo contra la VE cadherina para visualizar la unión entre las células endoteliales en 

los vasos sanguíneos de la microvasculatura del músculo cremáster. En el modelo ex vivo, 
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ninguna de las dos MPVSs hemorrágicas estudiadas provocó cambios en la intensidad 

fluorescente total (Figura 4), ni en la estructura y organización de la unión endotelial 

vascular, con respecto al control. Sin embargo, en el modelo in vivo, con la BaP 1 se observó 

interrupciones en la continuidad del marcaje para la VE cadherina en el 50% de las imágenes 

de VPC analizadas, sin cambios en la intensidad fluorescente total, en comparación al control 

(Figura 4, artículo 11). Este cambio en la organización de la VE cadherina en VPC no se 

observó para la CsHl; tampoco se observó en capilares ni arteriolas para ninguna de las dos 

MPVSs. 
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Figura 4. Efecto de la A) BaPl y B) CsHl sobre la intensidad fluorescente total para el 

inmunomarcaje de la VE Cadherina en la microvasculatura del músculo cremáster de ratón. 

Los músculos cremáster aislados se incubaron con 30 µg de BaP 1 o 15 µg de CsH 1 (modelo sin flujo 

sanguíneo). En otro experimento, los ratones anestesiados se inyectaron por vía intraescrotal con 60 

µg de BaPI o 30 µg de CsHI (modelo con flujo sanguíneo). Los controles se incubaron o se 

inyectaron con PBS. Después de 15 minutos de exposición a la toxina en cada modelo, se fijaron los 

músculos cremáster enteros y se inmunomarcaron con el anticuerpo anti-VE cadherina para 

observación mediante microscopía confocal y análisis de la intensidad fluorescente total. Los 

resultados se expresan como la media± SEM del porcentaje de intensidad relacionado con el control 

de al menos cinco imágenes de cada tipo de vaso por animal (n 4). La línea punteada horizontal 

representa el 100% de intensidad fluorescente de los controles. 
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Por otro lado, para evaluar la permeabilidad vascular inducida por las MPVSs, se 

midió la extravasación de plasma en piel luego de la aplicación intradémica de las toxinas, 

utilizando el colorante azul de Evans como marcador. Las MPVSs se compararon en 

cantidades proporcionales a las utilizadas en los experimentos de inmunohistoquímica. Los 

resultados mostraron que la BaPl fue capaz de aumentar la permeabilidad vascular con un 

área de extravasación de 87 ± 13 mm2 (Figura 5, artículo II). Por el contrario, la Csl-11 no 

aumentó la permeabilidad vascular y la mayoría de los tejidos se observaron similares a los 

controles, con algunas pequeñas áreas de extravasación en algunos animales. Los controles 

no mostraron áreas de extravasación en la piel. 

La VE cadherina es una proteína transmembrana que se expresa exclusivamente en 

las células endoteliales y tiene funciones importantes en la integridad de los vasos 

sanguíneos [64,65) y en la regulación de la permeabilidad vascular [66,67). Los resultados 

muestran que la BaPl es capaz de alterar la organización de la unión endotelial en las VPC 

en el modelo in vivo; además, es capaz de aumentar la permeabilidad vascular luego de la 

administración intradérmica. La pérdida en la continuidad del marcaje para la VE cadherina 

no puede deberse a proteólisis sobre dicha proteína, dado que en el modelo ex vivo no se 

observó el mismo efecto; además, el efecto se presentó solamente en VPC y no en otros 

vasos sanguíneos, a los cuales también tendría acceso la MPVS. Por otro lado, este efecto 

inducido por la BaPl es similar al descrito después de un estímulo inflamatorio en VPC, y 

está asociado a un aumento de la permeabilidad vascular luego de cambios en la localización, 

internalización y/o desensamblaje de la VE cadherina [67,131,132). La BaPl ha sido 

ampliamente estudiada por sus propiedades proinflamatorias, formación de edema y 

aumento de la penneabilidad vascular [22,51 ,133). Por lo tanto, el efecto observado con la 

BaPI puede deberse a una relocalización de la VE cadherina con un aumento de la 

permeabilidad vascular como parte de la respuesta inflamatoria que se genera en el tejido, lo 

cual puede ocurrir bajo las condiciones del modelo in vivo, y no en el modelo ex vivo en 

ausencia de flujo sanguíneo. En el caso de la CsH 1, no se observó el mismo efecto sobre la 

VE cadherina; tampoco se observó un aumento en la permeabilidad vascular, lo cual sugiere 
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que esta MPVS posee menor actividad proinflamatoria que la BaPl. Esta menor actividad 

proinflamatoria podría explicar la diferencia en el efecto de estas dos MPVSs sobre la VE 

cadherina. 

Recientemente, un estudio que utiliza cultivo de células endoteliales demostró la 

capacidad de una MPVS de tipo PIII de alterar la unión célula-célula por relocalización de 

la VE cadherina y la y-catetina luego de la proteólisis del receptor LRP5/6, sin degradación 

de la VE cadherina [59]. En este mismo estudio, el uso de un anticuerpo contra el sitio de 

corte en el receptor LRP6 disminuyó la hemorragia inducida por la toxina en un modelo in 

vivo; sin embargo, no se logró demostrar una supresión por completo de la hemorragia [59]. 

Estos resultados sugieren que las MPVSs podrían favorecer la salida de eritrocitos al 

intersticio por un aumento de la permeabilidad vascular luego de la proteólisis del receptor 

LRP5/6 y reubicación de la VE cadherina. El efecto de la BaP 1 sobre la VE cadherina y el 

aumento en la permeabilidad vascular podría estar asociado con este mecanismo descrito en 

la literatura, lo cual coincide y da soporte al mecanismo de hemorragia per diapédesis 

propuesto previamente [96,97]. Sin embargo, el hecho de que la CsHl a dosis equi

hemorrágicas no aumentó la permeabilidad vascular ni tuvo efecto sobre la VE cadherina, y 

que el anticuerpo contra el receptor LRP6 no suprimió por completo Ja hemorragia [59] , 

sugiere que existen otros mecanismos como la hemorragia per rhexis (13,33,44 ], y que Ja 

hemorragia per diapédesis asociada con la apertura de uniones intercelulares en endotelio 

venular por sí solo no es suficiente para inducir hemorragia, aunque puede contribuir a la 

hemorragia de las MPVSs con potente actividad proinflamatoria. 

4.2.3. Efectos sobre pericitos y células de músculo liso 

Las células de músculo liso y pericitos son otros componentes importantes de la 

microvasculatura. Las arteriolas poseen una capa de células de músculo liso con uniones 

estrechas entre las células adyacentes ( 61]. Por otro lado, las VPC poseen una menor 

cantidad de células de músculo liso, pero poseen células denominadas pericitos, Jos cuales 

son un tipo de célula de músculo liso especializado que forma una red de células embebidas 

dentro de Ja MB formando hendiduras u orificios entre las células adyacentes (60]. Dado que 
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los estudios de colocalización y degradación de componentes de la MB demostraron que las 

MPVSs son capaces de alcanzar la MB de arteriolas y VPC, y que los efectos de las MPVSs 

sobre células de músculo liso y pericitos no han sido estudiados anteriormente, surge el 

interés de evaluar el efecto de estas toxinas sobre dichos componentes en el modelo de 

estudio. 

En el modelo ex vivo, la BaPl provocó en las arteriolas un incremento en el tamaño 

y la densidad de las hendiduras entre las células del músculo liso adyacentes, en comparación 

a los controles (Figura 6A, 6C, artículo 11). Por otro lado, la BaPl provocó en las VPC un 

aumento en el tamaño, pero no en la densidad, de las hendiduras entre las células del músculo 

liso y pericitos adyacentes, en comparación a los controles (Figura 6, artículo JI). En otros 

términos, la BaPl creó nuevas hendiduras en las arteriolas, mientras que aumentó el tamaño 

de las hendiduras existentes en las VPC, en condiciones ex vivo. Este efecto sobre las 

hendiduras entre las células de músculo liso y pericitos no se observó cuando la BaPl se 

evaluó en el modelo in vivo, y tampoco se observó para la CsHI en ninguno de los dos 

modelos. 

Estudios previos han demostrado un incremento en las hendiduras de las VPC Juego 

de un estímulo inflamatorio [71, 72, I 34]. Sin embargo, el incremento en el tamaño de las 

hendiduras en las VPC y formación de nuevas hendiduras en las arteriolas provocado por la 

BaP 1 solo se observó en condiciones ex vivo, lo cual se descarta que el fenómeno observado 

pueda deberse a una respuesta inflamatoria. Por otro lado, en condiciones de isquemia se ha 

descrito que los pericitos y células del músculo liso vascular pueden sufrir contracción y 

daño celular [135-137] . En el modelo de músculo cremáster aislado la condición de 

isquemia puede provocar Ja contracción y daño de estas células, lo cual podría ser potenciado 

por la presencia de Ja BaPl, efecto que puede prevenirse en condiciones de flujo sanguíneo. 

En el caso de la CsHl , no se observó el mismo efecto que con la BaPl, lo cual podría 

explicarse por la presencia de exositios en los dominios adicionales de la CsH 1, los cuales 

puede dirigir y concentrar Ja toxina hacia blancos de Ja MB y no en músculo liso y pericitos. 

Por el contrario, Ja BaPl puede actuar sobre diferentes estructuras en el tejido debido a que 
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carece de una unión específica a componentes de la microvasculatura, como fue demostrado 

en los estudios de distribución y colocalización. 

Los pericitos son células que están en estrecho contacto con las células endoteliales 

y tienen funciones importantes en el mantenimiento de la integridad vascular, contracción 

vascular, regulación del flujo sanguíneo, remodelamiento de la MB durante el proceso 

inflamatorio, angiogénesis, y cicatrización de heridas [71-77]. Por lo tanto, el efecto que 

puedan tener las MPVSs sobre estas células y las células de músculo liso puede jugar un 

papel importante en la fisiopatología del daño tisular inducido por los venenos de los 

vipéridos. Estudios previos han demostrado que el veneno de B. asper puede afectar las 

células de músculo liso de los vasos linfáticos por acción de una PLA2 [ 13 8]. Otros estudios 

con veneno completo de vipéridos han mostrado daño en las arterias en cortes histológicos, 

incluyendo necrosis de fibras de músculo liso en la túnica media [123-125] . Sin embargo, 

la acción sobre las células de músculo liso vascular y pericitos observada en el presente 

estudio no ha sido descrito para alguna MPVS. Esto es un aspecto que debe ser estudiado a 

profundidad, principal mente en el contexto del accidente ofidico, ya que las MPVSs, 

especialmente las de tipo PI, en conjunto con las PLA2 podrían afectar las células de músculo 

liso y pericitos de arteriolas y vénulas con consecuencias en los procesos de daño y 

regeneración del tejido. 

4.3. Degradación de componentes de la ntrmhrana basal y matriz cxtracclular 

Debido a la importancia que tiene la degradación de componentes de la MB vascular 

en el mecanismo de acción hemorrágico de las MPVSs propuesto por Gutiérrez et al. [13], 

se decidió profundizar en el estudio de la degradación de componentes de la MB y de la 

MEC circundante, tanto con las MPVSs aisladas como con veneno completo de B. G!,per, 

por medio de modelos in vivo que utilizan herramientas como la proteómica y la 

inmunodetección por western blot en homogenizados de piel y exudado inflamatorio. Estas 

herramientas fueron utilizadas en un estudio anterior que comparó dos MPVSs de tipo PI, 

una hemorrágica y otra no hemorrágica, en modelos in vivo, lo cual brindó información 

importante en cuanto al mecanismo de acción de estas toxinas [ 109]. El presente estudio 
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compara por primera vez tres MPVSs hemorrágicas de tipo PI, PII y PIII utilizando estas 

mismas herramientas y modelos. 

4. 3.1. Degradación por parte de MPVSs hemorrágicas de tipo P 1, P 11yP111 

Al administrar 75 µg de BaPl, 1.5 µg de BlatHl y 35 µg de CsHl por vía 

intradérmica en la región ventral abdominal de los ratones, se observaron lesiones 

hemorrágicas de tamaño e intensidad similar luego de 15 minutos de la administración, lo 

cual confirma que las cantidades administradas son equihemorrágicas. De estas lesiones 

hemorrágicas, se tomó secciones de piel de igual tamaño y se preparó una mezcla de 

homogenizado de tejido por tratamiento, para la inmunodetección de diferentes 

componentes de la MB y MEC. El patrón de bandas detectadas en los homogenizados de los 

tejidos tratados con las MPVSs se comparó con el patrón de bandas detectadas en los tejidos 

control, para cada proteína estudiada (Figura 3, artículo 1). La tabla 2 muestra la masa 

molecular de las bandas detectadas por western blot en los homogenizados de piel control y 

el cambio que ocurre luego de la administración de las MPVSs estudiadas, así como la 

aparición de nuevas bandas. La disminución en la intensidad de bandas con respecto al 

control puede deberse a la acción proteolítica de las MPVSs sobre los componentes 

detectados; por otra parte, el aumento en la intensidad de bandas, así como la aparición de 

nuevas bandas, puede deberse a la aparición de productos de degradación debido a la 

proteólisis sobre dichos componentes. 
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Tabla 2. Masa molecular (MM) de las bandas detectadas por western blot para componentes 

de la MB y MEC circundante en los homogenizados de piel control y el cambio que provocan 

las MPVSs. 

MM de bandas Cambio con resnecto a control 1 

en control (kDa) CsHl (PHI) BlatHl (PII) BaPl (PI) 
1 

216 -
1 

-
176 

Colágeno IV 165 - - = 
117 = - -

---· ·····-

101· l l l 
97 t tr fl 

216' = 
.. -.. -.--.. ····---- ,__._ 

- l 
160 = lt ...... ·-· .. --··-·"-··---·--· 
140 = .. --~---·-· ·-· --··-

Colágeno VI 120 
----·------·--·-- = = = 
110 - = 
--- -------·--·-· 

53 = JJ .... ·-------------------· 
Nuevas bandas 192 ~· 25 192 " 25 192 y 25 

350 = = .. _____ ... _. __ 

270 - = 
Laminina 167* - -

,_,, __ ,,, ........ _ 
140 = JJ . .............................. ,_ ....... 

Nuevas bandas 225 y 50 
135• = lt ···-···-.. -······· 
120 U ......... ·---- ... ···· ·. lL u 

Nidogén 1 70 JJ ..... u ··-········-···-··· ... .... .. 

47 = rt i 
Nuevas bandas 100 

*Banda predominante. U) Disminución de dos a cinco veces con respecto al control. (ll) 

Disminución más de cinco veces con respecto al control. (i) Aumento de dos a cinco veces con 

respecto al control. (H) Aumento más de cinco veces con respecto al control. (=) No hay cambio 

con respecto al control. 

Con respecto a la inmunodetección para el colágeno lV, se observó que las tres 

MPVSs provocaron un patrón de degradación muy similar, donde la banda predominante de 

l 07 kDa disminuyó considerablemente con respecto al control, y hubo un aumento del 

producto de degradación de 97 kDa (Figura 3A, artículo 1). La intensidad de la banda de 97 
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KDa fue mayor para la BaPl, seguido de la BlatHl y la CsHl. En el caso del colágeno tipo 

VI, las tres MPVSs generaron productos de degradación de 192 y 25 kDa (Figura 3B, artículo 

I). Adicionalmente, la BaP 1 provocó una reducción de la banda predominante de 216 kDa y 

la banda de 53 kDa, junto con un aumento de la banda de 160 kDa, efectos no observados 

para las MPVSs PII y PIII. En cuanto a la inmunodetección de laminina, la BaPl fue la única 

que provocó cambios en el patrón de bandas, con un aumento de la banda de 140 kDa y la 

aparición de productos de degradación de 250 y 50 kDa. Finalmente, el patrón de 

degradación del nidogén 1 fue muy diferente entre las tres MPVSs, donde la BaP 1 mostró 

mayor actividad proteolítica ya que provocó la desaparición de las bandas de 135, 120 y 70 

kDa; mientras que la CsHl y BlatHl no afectaron la banda predominante de 135 kDa, pero 

sí la de 120 y 70 kDa. Además, la BaP 1 y BlatH 1 aumentaron la banda de 4 7 kDa, efecto 

que no se observó con la CsHl. En términos generales, se puede observar que el patrón de 

degradación para el colágeno IV fue similar entre las tres MPVSs, mientras que los patrones 

de degradación para el colágeno VI, laminina y nidogén son muy distintos, donde la BaPl 

presentó una mayor degradación de estos tres componentes. 

Las bandas detectadas en los homogenizados de piel luego de la administración de 

las MPVSs corresponden a proteínas que, aunque sean hidrolizadas, permanecen de alguna 

manera en el tejido. Sin embargo, puede haber productos de degradación o proteínas 

completas que son removidas del tejido debido a la acción de las MPVSs y al daño tisular, 

por lo que pueden aparecer en el exudado inflamatorio. Es por esta razón que se decidió 

detectar componentes de MB y MEC en el exudado inflamatorio inducido por las MPVSs, 

15 min luego de la administración IM en el gastronemio de ratón, por medio de 

inmunodetección por western blot y análisis de proteómica. En este caso no es posible contar 

con un control de referencia pues el vehículo en que se disuelven las toxinas no es capaz de 

provocar una respuesta inflamatoria, y por ende no es posible obtener un exudado, por lo 

que la comparación se realiza entre las MPVSs en cantidades equihemorrágicas. 

El análisis de inmunodetección por western blot de los exudados inflamatorios revela 

que las MPVSs son capaces de generar productos de degradación, o bien liberar proteínas 

completas o subunidades, provenientes del colágeno IV, colágeno VI, laminina y nidogén 1 
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(Figura 4, artículo I). La tabla 3 muestra la masa molecular de las bandas detectadas en el 

exudado inflamatorio inducido por las MPVSs. El patrón de bandas para el colágeno IV es 

similar entre las tres MPVSs, con una banda predominante de 90 kDa. Esta banda no 

coincide con la masa molecular de las cadenas alfa del colágeno IV (145-160 kDa); por lo 

tanto, esta banda corresponde a un producto de degradación. En el caso de la 

inmunodetección del colágeno VI, laminina y nidogén I, el patrón de bandas es muy 

diferente entre las tres MPVSs. En el exudado inducido por la BaP 1, se detectó una menor 

cantidad y/o intensidad de bandas para el colágeno VI. laminina y nidogén 1. 

Tabla 3. Masa molecular (MM) de las bandas detectadas por western blot para componentes 

de la MB y MEC circundante en el exudado inflamatorio inducido por las MPVSs. 

MM de las bandas detectadas en el exudado (kDa)1 
CsHl (PHI) BlatH 1 (PII) BaPl (PI) 

140 

Colágeno IV 90 90 90 
20 20 

225 225 
220 

200 200 
Colágeno VI !60 

150 

140 
100 100 

40 
275 275 

230 
100 

La minina 190 190 ....... _. ~H•-•M00•••••HOM••-····-··-•·---··· 

150 
140 

1 

105 
50 50 

Nidogén 1 140 
50 50 
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Por otro lado, el análisis de proteómica permitió la identificación de un total de 297, 

354 y 322 proteínas en los exudados inflamatorios inducidos por las MPVSs de tipo PI, PII 

y PIII, respectivamente (Tabla S 1, artículo 1). Dentro de estas proteínas se encuentran 

proteínas séricas (Tablas S2-S4, artículo I), proteínas intracelulares (Tablas S5-S6, artículo 

1), proteínas asociadas a membranas (Tabla S7, artículo 1) y proteínas de MEC (Tabla 2, 

artículo I). Aunque existen diferencias en el valor cuantitativo de algunas proteínas en los 

diferentes grupos expuestos anteriormente, el presente trabajo se enfoca en las proteínas de 

la MEC. Es importante mencionar que se obtuvieron valores cuantitativos similares de 

cadenas de hemoglobina en los exudados inducidos por cada MPVSs, lo cual confinna que 

la administración de estas toxinas se realizó en cantidades equihemorrágicas. Con respecto 

a las proteínas de MEC, se identificaron en total 12 proteínas en el exudado inducido por las 

MPVSs de tipo PI y PIII, y 9 proteínas en el exudado inducido por la MPVS de tipo PII 

(Tabla 2, artículo 1). La mayoría de estas proteínas corresponden a fragmentos de 

degradación de acuerdo con el rango de masa molecular en donde fueron detectadas en el 

gel de SDS-PAGE (Tabla 3, artículo 1). De los cuatro principales componentes de la MB, 

solamente se identificó al nidogén 1 y el perlecan en los exudados inducidos por las tres 

MPVSs, sin diferencias importantes entre las MPVSs en el valor cuantitativo, ni en el 

porcentaje de degradación. Por otro lado, existe una tendencia a mayores valores 

cuantitativos de otras proteínas de MEC detectadas en el exudado inducido por la MPVS de 

tipo PI en comparación a las otras dos MPVSs, tales como tenascina, vitronectina, colágeno 

VI, colágeno XIV, colágeno III y trombospondina-4. 

4. 3. 2. Degradación por parte del veneno de B. asper en el tiempo 

El estudio de las MPVSs aisladas puede brindar información relevante en cuanto al 

mecanismo de acción de estas toxinas; sin embargo, debido a que el veneno de las serpientes 

es una mezcla compleja de componentes que pueden funcionar de manera sinérgica, también 

es importante realizar estudios con el veneno crudo para un mayor entendimiento del 

fenómeno hemorrágico en el contexto del accidente ofidico. La patología de la hemorragia 

local inducida por el veneno crudo de B. a:,per ha sido estudiada por medio de metodologías 

como histología, estudios de ultraestructura, inmunohistoquímica y cuantificación de 
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marcadores específicos en homogenizados de tejidos o fluidos [8,100,139,140]. 

Recientemente, un estudio de proteómica del exudado inducido por el veneno de B. asper 

evidenció la capacidad de las MPVSs presentes en el veneno de degradar proteínas de MEC 

[ 113]. Este estudio fue realizado en un tiempo temprano del envenenamiento, por lo que 

surge la necesidad de estudiar Ja variación en el tiempo de las proteínas de MEC por medio 

de estudios de proteómica e inmunoquímica del exudado inflamatorio inducido por el 

veneno de B. mper, con el fin de identificar biomarcadores de daño y remodelamiento de Ja 

MEC característico de estadios tempranos y tardíos del envenenamiento ofidico. 

El análisis de inmunodetección por western blot de componentes de la MEC 

presentes en el exudado inflamatorio inducido por el veneno de B. asper revela la presencia 

de productos de degradación, o bien proteínas completas o subunidades provenientes del 

colágeno IV, laminina, nidogén 1, colágeno I, colágeno VI y fibronectina, con diferencias 

en el patrón de bandas, en el transcurso de 24 h de envenenamiento (Figura 3, artículo III). 

La tabla 4 muestra Ja masa molecular de las bandas detectadas en el exudado inflamatorio 

inducido por el veneno de B. asper en diferentes tiempos. Para el colágeno IV, se detectaron 

bandas de diferentes pesos, con una banda predominante de 107 kDa en las primeras 6 horas 

de envenenamiento, cuya intensidad disminuye a las 6 h en comparación a la hora. Esta 

banda predominante corresponde a un producto de degradación ya que no coincide con la 

masa molecular de las cadenas alfa del colágeno IV ( 145-160 kDa). Por otro lado, a las 24 h 

no se detectó ninguna banda para el colágeno IV. En el caso de Ja Jaminina, aparecen dos 

bandas predominantes de 220 y 140 kDa, cuya intensidad incrementa en el tiempo. La masa 

molecular de estas bandas coincide con Ja masa molecular de las cadenas alfa, beta y gama 

que componen la laminina (130-200 kDa). Para el nidogén 1 se detectaron dos bandas 

predominantes de 120 y 40 kDa, las cuales no coinciden con Ja masa molecular esperada 

para el nidogén 1 ( 13 7 kDa) por Jo que es probable que se traten de productos de degradación. 

Además, se observó una disminución de la banda de 40 kDa con un aumento de Ja banda de 

120 kDa en el tiempo. Para el colágeno I se detectaron tres bandas predominantes de 135, 

120 y 107 kDa en las primeras 6 horas de envenenamiento, las cuales coinciden con la masa 

molecular de algunas de las cadenas alfa del colágeno 1 ( 115 y 120 kDa). La intensidad de 
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estas bandas es mayor a las 6 h en comparación a 1 h, y no se detectó ninguna banda para el 

colágeno 1 a las 24 h. En el caso del colágeno tipo VI, se detectó una banda predominante 

de 230 kDa, Ja cual aumenta en el tiempo, y una banda menos intensa de 118 kDa, Ja cual 

disminuye en el tiempo. Estas bandas coinciden con Ja masa molecular de algunas de las 

cadenas alfa que conforman el colágeno VI (11 O y 244 kDa). Finalmente, para la fibronectina 

se detectaron dos bandas predominantes de 265 y 236 kDa, las cuales incrementan en el 

tiempo, y otras bandas adicionales de menor intensidad. La masa molecular de la banda de 

265 kDa coincide con la masa molecular esperada para Ja fibronectina (262 kDa). En 

resumen, de acuerdo con los resultados de inmunoblotting, hay una rápida degradación del 

colágeno IV en las primeras 6 horas, mientras que el colágeno I tiende a aumentar en el 

exudado a las 6 h en comparación a 1 h, ninguno de estos dos colágenos se detectó a las 24 

h; en el caso de laminina, nidogén, colágeno VI y fibronectina, hay una mayor degradación 

de estas proteínas en las primeras horas y luego aumenta su presencia en el exudado como 

proteínas completas a las 24 h. 
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Tabla 4. Masa molecular (MM) de las bandas detectadas por western blot para componentes 

de la MB y MEC circundante en el exudado inflamatorio inducido por el veneno de B. asper 

en diferentes tiempos. 

MM de las bandas detectadas en el exudado (kDa) 
1 

J h 6i h 24 h 

217 217 
Colágeno IV 172 172 

HMOH>_H_•-••••••H .. -•O> 

1 

135 135 
107' 107' 
70 70 

Laminina 
1 

220 220 220 ........ ············-·····-·····-- · 
1 140 1 140 

Nidogén 1 120 120 
40 40 
135 135 - - -------

Col:ágcno 1 120 120 
107 107 

Colúgcno VI 230 
1 

230 230 
118 1 118 

265' 265' 265' 
Fi hrnncctina 236' 236' 236' 

175 175 175 
140 140 
100 100 

'Banda predominante. 

Por otro lado, el análisis de proteómica permitió la identificación de un total de 537, 

578 y 486 proteínas en los exudados inflamatorios inducidos por el veneno de B. asper a la 

1, 6 y 24 horas, respectivamente (Tabla S l, artículo Ill). Dentro de estas proteínas se 

encuentran proteínas intracelulares (Tablas 1 y S2, artículo III), proteínas asociadas a 

membranas (Tabla S3, artículo III), proteínas séricas (Tablas S3 y S4, artículo III) y proteínas 

de MEC (Tabla 2, artículo III). Al igual que en el caso de los exudados inducidos por las 

MPVSs aisladas, el análisis se enfoca en las proteínas de la MEC. Con respecto a las 

proteínas de MEC, se identificaron en total 21 , 24 y 13 proteínas en el exudado inducido por 

el veneno de B. a.\per a la l, 6 y 24 horas, respectivamente. Estas proteínas se organizaron 

para su análisis en aquellas cuyo valor cuantitativo cambió al menos tres veces en 
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comparación con otro tiempo y las proteínas que no mostraron cambios significativos entre 

los tres tiempos (Tabla 2, artículo III). La mayoría de las proteínas de MEC detectadas en el 

exudado mostraron cambios significativos en su abundancia relativa en el tiempo. Con 

respecto a las proteínas de la MB, los cuatro componentes principales fueron detectados en 

los exudados en diferentes tiempos, donde la proteína central del proteoglicano heparán 

sulfato específico de MB (perlecan), seguido de las cadenas alfa 1 y 2 del colágeno tipo IV, 

fueron las proteínas de MB más abundantes en los exudados (Figura 2A, artículo 111). Estas 

dos proteínas, junto con el nidogén 2, aparecieron en los exudados en la primera hora, 

disminuyendo la cantidad con el paso del tiempo, hasta ser indetectables a las 24 h. Por el 

contrario, la cantidad de laminina y- l detectada en los exudados aumentó a las 6 y 24 h, y la 

cantidad de nidogen-1 aumentó a las 6 h en comparación con 1 y 24 h. Con respecto a otros 

colágenos no fibrilares de la MEC, se detectaron los colágenos VI, XV y XVIII en la primera 

hora (Figura 2A, artículo III), y su cantidad disminuyó en el tiempo, llegando a ser 

indetectable a las 24 h. Por otro lado, se detectaron cadenas de los colágenos fibrilares 1 y 

III, donde la cantidad de colágeno I aumentó con el tiempo, siendo mayor a las 24 h. Otras 

proteínas MEC detectadas en los exudados cuya abundancia fue mayor a las 6 h en 

comparación con 1 y 24 h fueron colágeno III, fibrilina 1 y 2, proteoglicano 4 sulfato de 

condroitina y colágeno XII. Por otro lado, la trombospondina l apareció en los exudados en 

la primera hora y la cantidad disminuyó con el tiempo. Otras proteínas de MEC detectadas 

en los exudados cuyas cantidades no variaron más de tres veces entre los tiempos fueron 

fibronectina, trombospondina-4, vitronectina, dermatopontin, proteoglicano 4, colágeno tipo 

XIV y lumican. 

4. 3. 3. Análisis conjunto de la degradación de componentes de la Jv!B y MEC por 

parte de las MPVSs y el veneno completo de B. mper. 

En el presente estudio, las tres MPVSs fueron comparadas en cantidades 

equihemorrágicas, es decir en cantidades tales que indujeran una lesión hemorrágica similar 

según la vía de administración. Por lo tanto, se espera que las tres toxinas degraden de 

manera similar las proteínas de MEC cuya proteólisis es responsable directo de la 

hemorragia, y, por otro lado, que aparezcan productos de degradación de estas proteínas en 
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cantidades similares en el exudado. El análisis de inmunoquímica, tanto del homogenizado 

de piel como del exudado inflamatorio inducido por las tres MPVSs hemorrágicas, revela 

un patrón de degradación similar para el colágeno IV, a diferencia de la laminina, nidogén y 

colágeno VI. Con respecto al análisis de proteómica, se identificó a la fibronectina, perlecan, 

lumican y nidogén 1 como proteínas presentes en cantidades similares en cada exudado. Por 

otro lado, al comparar los patrones de degradación que provocan las tres MPVSs sobre 

componentes de la MEC, se puede observar, en términos generales, que la MPVS tipo PI 

parece degradar en mayor medida al colágeno VI, laminina y nidogén 1. Además, de acuerdo 

con el análisis de proteómica, la MPVS tipo PI provocó la aparición de mayores cantidades 

de diversas proteínas de la MEC en los exudados. Esta mayor actividad de la MPVS tipo PI 

puede deberse a que se inyectó una cantidad molar más alta en comparación a las otras dos 

MPVSs, debido a su menor actividad hemorrágica, lo cual resultó en una mayor actividad 

proteolítica en el tejido. Por otro lado, la presencia de exositios en las MPVSs tipo PII y PIII 

localiza estas enzimas cerca de proteínas específicas de la MEC, reduciendo así la 

probabilidad de que actúen de manera generalizada sobre otros componentes de la MEC. Por 

el contrario, la MPVS tipo PI, al carecer de tales exositios, tendría menos restricción para 

difundirse en los tejidos e hidrolizar una mayor cantidad de componentes de la MEC. 

Por otro lado, debido a que la hemorragia aparece en los primeros minutos, se espera 

que los productos de degradación de proteínas de la MEC cuya proteólisis directa es 

responsable del daño a la microvasculatura aparezcan en el exudado rápidamente y en mayor 

cantidad en tiempos tempranos en comparación a tiempos tardíos. La aparición de 

componentes de la MEC en los exudados puede ser debido a la proteólisis por parte de 

MPVSs o MMPs endógenas que se producen durante la respuesta inflamatoria. Estudios 

previos han detectado componentes del veneno de B. asper en homogenizados de músculo 

durante la primera semana de envenenamiento [141]; sin embargo, se sabe que la actividad 

de las MPVSs se mantiene durante la primera hora y luego disminuye a las 6 y 24 h [ 142] 

debido probablemente a la difusión de los componentes del veneno, a la inhibición de las 

enzimas por parte de inhibidores de proteasas o simplemente por pérdida de actividad 

enzimática. Por otro lado, se ha visto que las MMPs endógenas, principalmente la MMP-9 
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y la MMP-2, aparecen en mayor cantidad en tiempos tardíos luego de la administración del 

veneno completo de B. asper o alguna de las MPVSs y PLA2 aisladas del veneno 

[49,141,142]. Por lo tanto, la aparición temprana (i.e. 1 hora) de proteínas de la MEC en el 

exudado es debida principalmente a la acción de las MPVSs presentes en el veneno, mientras 

que la aparición tardía (i.e. 24 horas) es debida principalmente a MMPs endógenas que se 

producen durante la respuesta inflamatoria y forman parte de los procesos de reparación del 

tejido. Sin embargo, es importante considerar que la presencia de proteínas de la MEC en 

los exudados también puede ser producto de la liberación de dicho componente como 

consecuencia del daño en los tejidos sin que medie degradación por parte de proteasas, o 

también pueden ser proteínas que estén presentes en el plasma y, por lo tanto, pueden salir 

en el exudado. El análisis de proteómica del exudado inducido por el veneno completo de B. 

asper que se realizó en el presente trabajo detectó productos de degradación del colágeno 

IV, perlecan, nidogén 2, colágeno VI, colágeno XV y colágeno XVIII en la primera hora, 

cuya cantidad disminuyó a las 6 h y fue indetectable a las 24 h. Por el contrario, los colágenos 

fibrilares, aparecen en la primera hora, pero su cantidad aumenta con el tiempo. 

A continuación, se va a realizar un análisis de cada uno de los componentes que 

aparecen en los exudados inducidos tanto por las MPVSs como por el veneno completo. 

Debido a la importancia que tiene la MB en la estabilidad de la microvasculatura, 

especialmente para los capilares, el análisis de la degradación de proteínas de la MEC se va 

a enfocar inicialmente en los cuatro principales componentes de la MB vascular: colágeno 

IV, laminina, perlecan y nidogén, seguido de un análisis de los otros componentes de la MEC 

que aparecen en el exudado. 

Colá 1eno IV 

El hecho de que el colágeno IV es degradado de manera similar por las tres MPVSs 

hemorrágicas y que aparece en mayor cantidad en el exudado en la primera hora, apoya el 

concepto de que esta proteína puede ser un blanco clave de las MPVSs, cuya degradación es 

un paso importante en el mecanismo de acción hemorrágico de estas toxinas. Además, en el 

presente estudio se demostró que las MPVSs hemorrágicas son capaces de degradar el 
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colágeno tipo IV de la MB vascular y que existe un alto porcentaje de colocalización con 

este componente. Esta hipótesis coincide con un estudio previo que identifica al colágeno 

IV como posible blanco de las MPVSs hemorrágicas, ya que se demostró que una MPVSs 

hemorrágica degradó en mayor medida este componente en comparación con otra no 

hemorrágica [l 09]. Existen otros estudios que han demostrado la capacidad de MPVSs 

hemorrágicas de degradar el colágeno IV en modelos in vitro que utilizan proteína aislada 

[105,143], fragmentos recombinantes del colágeno IV [144] o matrigel® [42,109,l l l], así 

como en modelos in vivo [ 41 , 109]. Por lo tanto, los resultados del presente estudio coinciden 

con estudios anteriores que han evidenciado la importancia del colágeno IV en el mecanismo 

de acción hemorrágico de las MPVSs [36,41,42,105,109,111,144]. Además, esta hipótesis 

está en concordancia con el importante papel que tiene el colágeno IV en la estabilidad de la 

MB vascular, al ser Ja única proteína de Ja MB que forma una red unida covalentemente 

[79,83-88,145, 146]. Por otro lado, se ha descrito que mutaciones en los genes que codifican 

para el colágeno IV causan alteraciones en la microvasculatura que pueden llevar a 

accidentes hemorrágicos en cerebro, riñón y pulmón [147- 154]. 

A pesar de haberse detectado productos de degradación del colágeno IV por 

inmunoquímica, el análisis de proteómica no fue capaz de detectar productos de degradación 

del colágeno IV en el exudado inducido por las MPVSs hemorrágicas. Estudios anteriores 

de proteómica tampoco detectaron productos de degradación del colágeno IV en el exudado 

inducido tanto por MPVSs, como por veneno completo [l 08, 109, 113]. Esto puede ser debido 

a que la tripsina utilizada en los análisis de proteómica puede generar péptidos pesados y 

modificados del colágeno IV que no son detectados fácilmente en un análisis MS-MS 

convencional [89]. Esto pone en evidencia la importancia de combinar ambas técnicas, la 

inmunoquímica y los análisis de proteómica, para una mejor interpretación de los resultados. 

En el análisis de proteómica del exudado inducido por el veneno completo sí se logró 

encontrar por primera vez productos de degradación del colágeno IV, lo cual representa un 

hallazgo importante. 
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erlecan 

Según el análisis de proteómica, el perlecan fue detectado en el exudado inducido 

por las tres MPVSs en cantidades similares y se encuentra degradado en un 50%, 

aproximadamente. Además, el perlecan fue la proteína de MB más abudante detectada en el 

exudado inducido por el veneno completo en la primera hora y cuya cantidad disminuye al 

avanzar el tiempo, de igual forma que lo hace el colágeno IV. Estudios previos de proteómica 

encontraron que la cantidad de perlecan en el exudado inducido por una MPVS hemorrágica 

es mayor que en el caso del exudado inducido por una MPVS no hemorrágica [ l 09], y que 

la cantidad disminuye cuando se administra veneno pre-incubado con un inhibidor de 

metaloproteinasa en comparación al veneno solo [113]. Estos estudios, junto con nuestros 

hallazgos, sugieren que la degradación del perlecan puede jugar un papel importante en el 

mecanismo hemorrágico de las MPVSs. Esta hipótesis coincide con el papel estructural del 

perlecan al conectar y estabilizar las redes de colágeno IV y laminina de la MB 

[78,79,146,155,156]. El perlecan también interacciona con diversas proteínas de la MEC 

como nidogén, colágeno XVIII, fibronectina, trombospondina, fibrilinas, entre otras, y 

participa en la adhesión celular, formación de cartílago, procesos de inflamación, trombosis 

y angiogénesis [156-158]. Además, mutaciones en el gen que codifica para el perlecan se 

han asociado con pérdida de la integridad de la MB en diferentes tejidos, incluyendo la 

microvasculatura de piel y cerebro, lo cual lleva a cuadros hemorrágicos debido a la 

dilatación y ruptura de microvasos [ 159-161]. 

Laminina 

Con respecto a los otros dos componentes principales de la MB, las tres MPVSs 

hcmorrágicas generaron diferentes patrones de degradación para el nidogén y la laminina, 

donde la MPVSs tipo PI mostró una mayor degradación de estos sustratos. En el contexto 

de una lesión hemorrágica similar inducida por las tres MPVSs, este hallazgo sugiere que la 

proteólisis de estos componentes no está asociada directamente con el mecanismo de acción 

hemorrágico de las MPVSs. Por otro lado, en el análisis de proteómica del exudado inducido 

por el veneno completo, solamente el nidogén 2 aparece en mayor cantidad en tiempos 
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tempranos, mientras que el nidogén 1 y la laminina tienden a aumentar con el tiempo. Dado 

que el nidogén 2 es más abundante en la MB vascular que el nidogén 1 [162}, la liberación 

temprana de esta proteína puede ser consecuencia del daño a la microvasculatura luego de 

la proteólisis de otros componentes, como el colágeno IV y el perlecan. Los resultados del 

presente trabajo parecen indicar que la degradación de laminina y nidogén no juegan un 

papel principal en el mecanismo de acción hemorrágico de las MPVSs, lo cual coincide con 

un estudio previo que descartó a ambos componentes como posibles blancos de las MPVSs 

hemorrágicas [ 109}. 

Sin embargo, no debe dejarse de lado el estudio de las implicaciones que puede tener 

la degradación de estas proteínas en el daño de la microvasculatura y los procesos de 

reparación de los tejidos. El nidogén es una glucoproteína monomérica que se encuentra en 

dos isofomas las cuales interaccionan con laminina, colágeno IV, perlecan y fibulina; no 

obstante, estudios genéticos indican que no es estrictamente requerida para la arquitectura 

de la MB, por lo que podría tener otras funciones no estructurales [162-164]. Por otro lado, 

la laminina se encuentra en múltiples isoformas, y es importante en el ensamblaje inicial de 

la MB durante la organogénesis; además interacciona con integrinas y con componentes de 

la MB como nidogén y perlecan, con lo cual conecta las células epiteliales con la MB [ 165-

167]. La laminina es también importante en la unión epidermis-dermis [168, 169] y, por lo 

tanto, su proteólisis puede estar relacionada con la fonnación de ampollas que provocan los 

venenos de los vipéridos. 

Colágenos 1io fibriJares 

Estudios de proteómica han evidenciado la aparición de colágenos no fibrilares como 

los tipos VI, XI, XII, XIV, XV, XVI, XVIII y XIX en el exudado inflamatorio inducido tanto 

por MPVSs como por veneno completo [108,109,l 13]. La mayoría de estos colágenos 

participan en la integración de la MB con la MEC circundante; por lo tanto, la proteólisis de 

estos colágenos por parte de las MPVSs o su liberación como consecuencia del daño tisular 

puede contribuir al daño de la MB y desorganización de la MEC. 
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El colágeno VI es un colágeno formador de filamentos en cuenta que tiene una 

función importante en la estabilidad y organización estructural al conectar componentes de 

la MB con colágenos fibrilares de la MEC [116,170,171]. Debido a que estudios in vitro han 

demostrado la capacidad de MPVSs hemorrágicas de unirse y degradar al colágeno tipo VI 

[37,115], y que una MPVS hemorrágica generó más productos de degradación del colágeno 

VI en el exudado inflamatorio en comparación con una no hemorrágica [109], surge la 

hipótesis de que la degradación del colágeno VI podría ser clave o participar en el 

mecanismo de acción hemorrágico de estas toxinas. Sin embargo, en el presente trabajo se 

encontró que las tres MPVSs hemorrágicas generaron diferentes patrones de degradación 

para el colágeno VI y, además, el colágeno VI apareció en mayor cantidad en el exudado 

inducido por la MPVS tipo PI; lo anterior sugiere que, en el contexto de una lesión 

hemorrágica similar, la proteólisis de este componente no está asociada directamente con el 

mecanismo de acción hemorrágico de las MPVSs. En el exudado inducido por el veneno 

completo, el colágeno VI aparece en tiempos tempranos, y luego tiende a disminuir de igual 

manera que lo hacen el colágeno IV y el perlecan, lo cual puede estar asociado a una 

liberación de esta proteína luego del daño a la MB vascular o a una temprana hidrólisis de 

esta por parte de las MPVS. El colágeno VI es abundante en la MB de las células musculares 

[ 170,172, 1 73] y tiene un papel importante en el proceso de regeneración muscular y en la 

función de las células satélite [ 174]; además, deficiencias en este colágeno se han asociado 

con distrofia muscular y otras miopatías [175-178]. Por lo tanto, las implicaciones que puede 

tener la degradación de este colágeno en la patología de la mionecrosis y en los procesos de 

regeneración de las fibras musculares es un aspecto que debe estudiarse con mayor 

profundidad, especialmente en el contexto del envenenamiento ofidico, debido a la sinergia 

que podría presentarse con PLA2 miotóxicas. Al igual que en el caso de la laminina, el 

colágeno VI también es importante en la unión epidermis-dermis [179,180] y, por lo tanto, 

su proteólisis también puede estar relacionada con la formación de ampollas que provocan 

los venenos de los vipéridos. 

Con respecto a otros colágenos no fibrilares, el colágeno XV y XVIII aparecen en el 

exudado inducido por el veneno completo en tiempos tempranos, y luego tiende a disminuir 
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en tiempos tardíos. Además, el colágeno XV fue detectado solamente en el exudado inducido 

por la CsH l. Los colágenos XV y XVIII son proteoglicanos que conectan la MB con 

componentes de la MEC; además, son productores de sustancias con propiedades anti

angiogénicas conocidas como restina y endostatina, respectivamente [156, 181]. En un 

estudio previo de proteómica que comparó el exudado generado por dos MPVSs tipo PI, una 

hemorrágica y una no hemorrágica, se encontró que la primera generó más productos del 

colágeno XV en el exudado inflamatorio [109], lo que podría sugerir alguna participación 

de la degradación de este colágeno en el mecanismo hemorrágico de las MPVSs; sin 

embargo, en el presente trabajo el colágeno XV solamente apareció en el exudado inducido 

por la MPVS tipo PIII. El colágeno XV está presente en varios tejidos incluyendo la MB 

vascular y de las fibras musculares [182, 183], participa en la organización de la 

microvasculatura [184] y mutaciones genéticas se han asociado con alteraciones en la 

morfología de los capilares, extravasación de eritrocitos y degeneración de músculo 

esquelético y cardíaco [ 156, 184, 185]. Por lo tanto, el papel de la degradación de estos 

colágenos en la desestabilización inicial de la MB inducido por las MPVSs es un aspecto 

que debe estudiarse más a fondo, al igual que las implicaciones que puede tener la 

degradación de este colágeno en el daño y reparación del tejido muscular en los 

envenenamientos. 

Por otro lado, el colágeno XIV fue detectado en mayor cantidad en el exudado 

inducido por la BaP 1. también fue detectado en todos los tiempos sin cambios significativos 

en el exudado inducido por el veneno completo, mientras que el colágeno XII apareció 

solamente a las 6 horas. Los colágenos XII y XIV son colágenos F ACITS que conectan y 

estabilizan los colágenos fibrilares I y II con la MEC y la MB [ 181, 186, 187]; por ejemplo, 

en el músculo esquelético estos colágenos conectan la MB de las células musculares con el 

epimisio y el perimisio [ 188, 189]. Existen estudios in vitro que han demostrado que los 

dominios adicionales DC de las MPVSs median la unión con los dominios A del vWF de 

los colágenos tipo XII y XIV (40]. Por otro lado, un estudio previo de proteómica que 

comparó dos MPVS tipo PI, una hemorrágica y otra no hemorrágica, no encontró diferencias 

en la cantidad de productos de degradación de estos dos colágenos presentes en el exudado 
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[ 109), lo que sugiere que la degradación de estos componentes no participa en el mecanismo 

hemorrágico de las MPVSs. Sin embargo, dado su función en la organización y estabilidad 

de los colágenos fibrilares, especialmente en las fibras musculares, el papel de la degradación 

de estos colágenos es un aspecto que debe ser considerado en los procesos de dafio y 

reparación tisular que ocurre en el accidente ofidico. 

Colágenos fibrilares 

Con respecto a los colágenos fibrilares, tanto el colágeno I como el colágeno III se 

encontraron en los exudados inducidos por las tres MPVSs. Además, ambos colágenos, 

principalmente el colágeno I, aparecen desde tiempos tempanos en el exudado inducido por 

el veneno completo y su cantidad aumenta en tiempos tardíos. El colágeno I es un colágeno 

que forma fibras y se distribuye en tejido conectivo no cartilaginoso como piel y tejido 

conectivo muscular [ 181]. El aumento de los colágenos fibrilares en el exudado a las 24 h 

puede ser debido a la acción de las MMPs endógenas sintetizadas durante el curso del 

proceso inflamatorio en el tejido. En un estudio de proteómica que comparó una MPVS 

hemorrágica y una PLA2 miotóxica, se encontró una mayor cantidad de colágenos I y III en 

el exudado inducido por la PLA2 [108]. Las PLA2 miotóxicas inducen un rápido dafio 

muscular [ 190] y una respuesta inflamatoria caracterizada por síntesis de citoquinas y MMPs 

e infiltrado celular [49, 190, 191 ], lo cual puede provocar la hidrólisis de los colágenos 

fibrilares por parte de las MMPs y otras proteasas derivadas de las células inflamatorias. 

Productos de degradación de colágenos fibrilares se han detectado en exudados inducidos 

por MPVSs [108,109,113]. En uno de estos estudios no se observaron diferencias luego de 

la administración de dos MPVSs tipo PI, una hemorrágica y otra no hemorrágica, las cuales 

son capaces de inducir una respuesta inflamatoria en el tejido [ 109]. 

Otras proteínas de MEC 

En los exudados producidos tanto por las MPVSs como por el veneno completo, 

aparecen varias proteínas de la MEC, las cuales poseen diferentes funciones en la interacción 

célula-matriz y matriz-matriz. Una de estas proteínas es la fibronectina, la cual fue detectada 

en los exudados inducidos tanto por las MPVSs hemorrágicas, como por el veneno completo, 
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sin diferencias importantes entre las tres MPVSs, ni en el tiempo. Estudios in vitro han 

demostrado la unión de MPVSs de tipo PIII con fibronectina [37]. La fibronectina puede 

encontrarse como fibronectina plasmática, la cual es producida por el hígado, y fibronectina 

tisular, la cual es producida por células tisulares e incorporada a la MEC. La fibronectina 

tisular interactúa con las células a través de la integrina asP2 y con otros componentes de la 

MEC y está relacionada con señales extracelulares que regulan la morfogénesis y 

diferenciación celular [ 167, 192]. La presencia de fibronectina en el exudado puede ser 

consecuencia de la extravasación del plasma o puede ser debido a la proteólisis de la 

fibronectina presente en la MEC. De acuerdo con el análisis de inmunoquímica, la 

fibronectina aparece degradada en tiempos tempranos, lo cual puede ser debido a la acción 

de las MPVSs sobre la variante tisular de esta proteína; mientras que la fibronectina aparece 

completa en tiempos tardíos, lo cual puede deberse a la extravasación del plasma. 

Otras proteínas que aparecen en el exudado inflamatorio inducido por las MPVSs y 

el veneno completo son la trombospondina-1 y -4, tenasina X, lumican, vitronectina y 

fibrilina-1 y -2, dermatopontin y proteoglycan 4. La mayoría de estos componentes están 

presentes en mayor cantidad en el exudado inducido por la MPVSs tipo PI; por otro lado, la 

mayoría sale en el exudado inducido por el veneno sin diferencias en el tiempo, a excepción 

de las fibrilinas que se detectaron en mayor cantidad a las 6 h. La trombospondina es una 

glicoproteína de la MEC con propiedades adhesivas; además, la tromospondina-1 participa 

en los procesos de hemostasia, inflamación, regeneración de tejidos y angiogénesis [ 193-

196]. La tenasina X posee propiedades antiadhesivas y participa en el remodelamiento de la 

MEC durante los procesos de cicatrización y regeneración de los tejidos [ 197-199]. El 

lumican es un proteoglicano rico en leucina que participa en la unión de los colágenos 

fibrilares [ 156,200,201]. La vitronectina se une a la integrina avPJ, promueve la adhesión y 

migración cellular y está implicada en la hemostasia [202-204]. Las fibrilinas son 

componentes importantes en la formación de las fibras elásticas del tejido conectivo [205-

207]. Por lo tanto, la proteólisis de todos estos componentes por parte de las MPVSs o su 

liberación debido a alteraciones de la MEC puede tener consecuencias fisiológicas y 
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patológicas en el remodelamiento de la MEC y en los procesos de inflamación y de 

reparación de los tejidos, aspecto que debe ser estudiado a mayor profundidad. 



64 

5. CONCLUSIONES 

1. Las MPVSs hemorrágicas de tipo PII y PIII se unen a componentes de la membrana 

basal vascular y colocalizan con el colágeno IV en capilares, VPC y arteriolas; por 

el contrario, la MPVS de tipo PI se distribuyó de manera difusa en el tejido. 

2. La Basparina, una MPVS no hemorrágica de tipo PIII, no se une a componentes de 

la membrana basal vascular. 

3. Las MPVSs hemorrágicas son capaces de degradar el colágeno tipo IV de la MB 

vascular, tanto en presencia como en ausencia de flujo sanguíneo, siendo más 

susceptible la MB de capilares en comparación con la de arteriolas y VPC. 

4. La distribución más difusa de la BaP 1, una MPVS hemorrágica de tipo PI, puede 

estar asociada con los efectos adicionales sobre otros componentes de la 

microvasculatura, como relocalización de la VE cadherina en VPC con aumento de 

la permeabilidad vascular, y aumento del tamaño de las hendiduras entre las células 

de músculo liso y pericitos en arteriolas y VPC. 

5. El patrón similar de degradación del colágeno IV por parte de las tres MPVSs, la 

presencia de perlecan en cantidades similares en el exudado inducido por las tres 

MPVSs, y la dinámica de aparición del colágeno IV y perlecan en los exudados 

inducidos por el veneno completo, sugieren que el colágeno IV, y posiblemente el 

perlecan, puede ser blancos claves de las MPVSs en el mecanismo de acción 

hemorrágico de estas toxinas. 

6. Los exositios presentes en las MPVSs tipo PII y Plll contribuyen a localizar estas 

enzimas cerca de proteínas específicas de la MEC, con lo cual son capaces de 

proteolizar una cantidad reducida de componentes de la MEC. Por el contrario, las 

MPVS tipo PI, al carecer de tales exositios, se difunden más libremente en los tejidos 

actuando de manera generalizada sobre una mayor cantidad de componentes de la 

MEC. 

7. La degradación y aparición de las proteínas de la MEC en el exudado inflamatorio 

inducido por el veneno de B. asper sigue un comportamiento dual: por un lado las 

proteínas de la MB (colágeno IV, periecan y nidogén-2), y los colágenos no fibril ares 
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VI, XV y XVIII aparecen en estadíos tempranos del envenenamiento, debido a la 

rápida acción de las MPVSs presentes en el veneno, lo cual refleja el rápido daño a 

la microvasculatura y estructuras de la MEC. Por otro lado, los colágenos fibrilares 

aumentan en estadíos tardíos del envenenamiento, debido probablemente a la acción 

de las MMPs y posiblemente otras proteinasas endógenas como parte de la respuesta 

inflamatoria y los procesos de reparación de los tejidos. 
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6. RECOMENDACIONES 

1. Identificar los componentes de la membrana basal con los que interaccionan las 

MPVSs in vivo por medio de estudios de inmunomicroscopía electrónica. 

2. Determinar las secuencias en los exositios de las MPVSs que median la unión con 

componentes de la membrana basal. 

3. Estudiar los efectos patológicos que puede tener la unión de las MPVSs a la MB de 

las vénulas post-capilares y arteriolas en la microvasculatura. 

4. Estudiar los mecanismos involucrados y las consecuencias en la patogénesis del daño 

tisular de los efectos de las MPVSs sobre la relocalización de la VE cadherina y el 

efecto sobre las células de músculo liso vascular y pericitos. 

5. Utilizar otros protocolos de extracción u otros anticuerpos contra el perlecan para 

poder estudiar la degradación de esta proteína en homogenizados de tejidos y 

exudado inflamatorio por medio de estudios de inmunoquímica. 

6. Estudiar el papel de la degradación del colágeno VI y XV por parte de las MPVSs 

en los mecanismos de hemorragia y daño muscular que ocurren durante el 

envenenamiento. 

7. Estudiar el papel que juega la proteólisis de diferentes componentes de la MEC por 

parte de las MPVSs o su liberación como consecuencia del daño tisular, en el 

remodelamiento de la MEC y en los procesos de inflamación y de reparación de los 

tejidos. 
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Abstract 

Snake venom hemorrhagic metalloproteinases (SVMPs) of the PI, Pll and Plll classes were 

compared in terms of tlssue localization and their abillty to hydrolyze basemenl membrana 

components in vivo, as well as by a proteomics analysis of exudates collected in tissue in· 

jected with these enzymes. lmmunohistochemical analyses of co·localization of these 

SVMPs with type IV collagen revealed that Pll and Plll enzymes co-localized with type IV 

collagen in capillaries, arteriales and post·capillary venules to a higher exlent !han PI 

SVMP, which showed a more widespread distribution in the tissue. The patterns of hydroly

sis by these three SVMPs of laminin, type VI collagen and nidogen in vivo greatly ditfer, 

whereas the three enzymes showed a similar pattern of degradation of type IV collagen , 

supporting the concept that hydrolysis of this componen! is critica! far the destabilizalion of 

microvessel structure leading to hemorrhage. Proteomic analysis of wound exudate re· 

vealed similarities and differences between the action of the three SVMPs. Higher extent of 

proteolysis was observad far the PI enzyme regarding several extracellular matrix cornpo

nenls and fibrinogen, whereas exudates from mice injected with Pll and Plll SVMPs had 

higher amounts of sorne intracellular proteins. Our results provide novel clues for under· 

standing the mechanisms by which SVMPs induce damage to the microvasculature and 

generate hemorrhage. 
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thal no compe!Wlg inleresls exisl. Author Summary 

Local and systcmic hcmorrhagc are typical manifcstations of envenomings by viperid 

snakes. Hemorrhagic activity is dueto the action of snake venom metalloproteinases 
(SVMPs) in the microvasculature, especially in capillaries. There are large differences in 

the hemorrhagic potential of SVMPs, depending on their domain composition. The pres· 
ent study compared PI, PII and PIII hemorrhagic SVMPs for their tissue distribution and 
their ability to cleave prolcins of the extracellular mairix (ECM), especially Lhose of the 

basement membrane (BM) that provides mechanical stability to microvessds. Observa· 
tions imlii:ate that PIJ and PIII SVMl's, which exert a high hemorrhagic activity, are pref

en:ntially locat<!d in microvcssds, whereas PI SVMP is distrihuted in a more widespread 
fashion in the tissuc. In addition, when these toxins are injected at doses that induce a sim

ilar hemorrhagic effcct, thcy deavc type IV collagen to a similar exknt, showing differ· 
cnccs in thc dcavagc pattcrns of othcr ECM componcnts, such as laminin, nidogcn and 

type VI collagen. The analysis ofthe exudates resultant from the action ofthese SVMPs in 

the tissuc revealcd many similarities and sorne differences in the exudatc proteomes. Over· 

ali our results indicatc that hydrolysis of type IV colla gen is a key event in the onset of 

microvessel damagc, and that thc ability ofSVl-.·IPs to bind to microvessels greatly dcter· 

mines their hemorrh agic potcnlial. 

lntroduction 

Zinc-dependen t cnzymes uf the M 12 reprolysin family of metalloproteinases are abundant 

componenls in lhe vcnoms of snakes, especially from species classified in the family Viperidae 

[ 1 J. Snake venom metalloprotcinases (SVMJ>s) ha ve undergone a complex process of molecular 
evolution after the recruitment in the venom gland of an AOAM-like enzyme, an cvent that oc

curred before the divcrsification ofthc advanced fumilies ofthe superfamily Colubroidea [2-
·1] . Further events includcd gene duplication, domain loss and neofunctionalization through 

mutations in regions coding for surface-exposed rcsidues [5] . Such complcx cvolutionary land· 
scape has generated a great diversity ofSVMPs in snake venoms with a wide spectrum ofbio

logical activities. In addition, post-transcriptional and post-translational events further 
contributc to determine thc final pattern ofSVMPs in a particular venom (6]. 

On the basis of domain constitution, three main classes ofSVMPs occur in viperid venoms 
[ 1 ]: class PI is comprised by cnzymes containing only the metalloproteinase domain in the ma

ture protein, including the canonical zinc-binding motifHEXXHXXGXXH followed by a Met· 
turn motif. SVMPs of the class Pll presenta disintegrin domain following the mctalloprotei· 

nase domain; in many cnzymes, this disintegrin domain is proteolytically released from its pre
cursor [ \ ) ]. Class PJJJ SVMPs comprisc, in addition to thc mctalloproteinasc domain, a 

disintegrin-like (Dis- likc) domain followed by a cysteine· rich domain (Cys-rich). Post-transla

tional processing of precursors of sume PIII metalloproteinases results in the release of the Ois· 

like and Cys·rich domains (OC fragment) [ 1 ]. Further heterogeneity arises from thc fact that 

some PII and PTII SVMPs occur as dimers, and sorne PIII enzymes are comprised of illl addi· 
tional suhunit constituted hy a C-type lectin-like prokin, linked to the main prnteinasc chain 

by disulfide bonds [ 1] . 
These variations in domain composition ha ve implica tions for the function of thcse en

zymes and for thci r tox ic pro file . The non-metal!oproteinase domains in PI! and PII I SVM Ps 

contain exosites that determine the binding ofthese enzymcs to particular targets in the extra· 

cd lular matrix (ECM), cspccially in microvessels, or in the plasma membrane of cells [8-1-1]. 
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Immunohistochemical obscrvations revealed a distinct pattern of distribution of PI and PJIJ 

SVMPs in the tissue [8]. In addition, thc prescncc ofthcsc domains may prcvent the inhibition 
of thcse SVMPs by the plasma inhibitor a2-macroglobulin [1 5, 16), thus allowing them to act 
systcmically aftcr gaining access to thc bloodstream. A potential consequence ofthe presence 

of thesc non-metalloproteinase domains is that PllI SVMPs gencrally have a grcater hcmor
rhagic potency than PI SVMPs [ 17,18). Moreovcr, although few PJJ SVMPs have becn charac

tcrizcd in terms of hemorrhagic activity, two of them have! bce!n <lcmonstratcd as highly active! 

hcmorrhagic toxins [ 16, 19). Des pi te! expe!rime!ntal C!vide!nce of diffore!nti•1l bin<ling of PI and 
Plll SVMPs to tissue structures in vivo an<l ECM proteins i11 vítro, a <lctailed comparativc anal
ysis oflocation of PI, PJJ and Pill hcmorrhagic SVMPs in tissue is lacking. 

Thc ability ofhcmorrhagíc SVMPs to degrade basement membrane (BM) componcnts has 

bccn known for many years, and it has been hypothesizcd that hydrolysis of BM proteins is a 

kcy cwnt in thc onsct of m icrovascular damagc an<l hcmorrhagc hy SVMPs [20- 23) . Whcn 

comparing thc patterns uf hydrolysis of BM componen Is i11 i•ivo and in vítro bctwccn hemor

rhagic and non -hcmorrhagic PI SVMPs from Rotlrrops sp venoms, a striking differcnce was 

found regar<ling <legra<lation oftype IV collagen, as this Btvl componen! was hydrolyzed hy the 

hcmorrhagic toxin but not by thc non -hemorrhagic SVMP [22). Sincc typc IV collagen plays a 
kcy role in the mechanical stability of BM and hence of thc capillary vcssel structurc [2·1-27) , 

this ohsen·ation is likely to have relevan! functional implications rcgarding thc mcchanism of 
action ofhemorrhagic SVMPs. It is therefore necessary to expand these studies to SVMPs uf 

the classes PII and Plll to assess whether the pattern of hydrolysis of ECM components, partic
ularly thosc ofthc Bl'vl, is similar to thc onc <lcscrihcd for PI SVMPs or whcthcr cnzymes o f dif

fcrcnt classes prcsent differcnt degradation pattcrns. 
The combination of complementary analytical experimental tools is nccessary to gain a 

dccpcr un<lcrstanding on thc mcchanism uf action of hcmorrhagic SVMPs. In thc prcscnt 
study we explorcd thc pattcrns uf tissue localization of PI. PII and PJll SVMPs using an ex l'Ívo 

model in the cremaster muscle of mice and immunofluoresccnce confocal microscopy. ln par
allel, thc pattcrns ofBM protcin degradation on skin and muscle í11 vivo wcrc investigated by 

immunochemical analysis of tissue homogenates and cxudates. Finally, a protcomic analysis of 

cxudate collccted from the tissuc affccted by the SVMPs was performed. Such protcomic analy
sis constitutcs a 'win<low' through which details of toxin-induced tissue altcrations, unobsen•ed 

by more traditional histological analyses, can be detected [2.8,29 J. Our findings revea( a distinct 

pattern of tissue localizat ion of thesc SVMPs, with PIJ and PIJI em:ymes showing a el ose associ

ation with the microvasculaturc, in contrast to PI SVMP, which hada more widcspread distri 

hution in the tissuc. Furthermore, variable pattcrns of degradation bctween thc SVMPs werc 

obsen•cd for nidogcn and laminin, whcreas type IV collagen was hydrolyzcd to a similar cxtent 

hy thc thrcc cnzymcs. In ad<lition, protcomic analysis of cxudate showc<l variat ions which sug

gcst <liffercnces in thc pathological effccts induced by thesc toxins. In summary, thcse ohscrva

tions providc for a new and more complete understanding the mechanism of microvessel 

<lamage an<l hemorrhagc induccd by SVMPs. 

Methods 

lsolation of SVMPs and characterization of a new Plll from the venom of 
C. simus 
The PI SVMP BaPl was isolated from the venom of Bothrops aspa as descrihcd by Gutiérrez 

et al. [30) and Watanahe et al. [3.1) by a combination of ion -cxchange chromatography on 

CM-Sepharosc, followed by affinity chromatography on Affi-gel Blue. The dimcric PII SVMP 

IllatH 1 was purified from the venom of Botlirícchis latcralis as described by Camacho et al. 
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[l6) by ion-exchange chromatography on DEAE-Sepharose, followed by hydrophobic interac
tion chromatography on Phenyl Sepharose and gel filtration on Superdex 200 10/300GL. A 
novel PIII SVMP was purified from the venom of adult specimens ofthe Central American rat
tlesnake Crotalus si mus. The venom was fractionated by ion-exchange chromatography on a 
DEAE-Sepharose column using a BioLogic LP chromatography system (Bio-Rad). After wash

ing the column with initial buffer (0.25 mM Tris-HCI, 2.5 mM CaCl2, pH 7.0), a linear gradient 
was developed from O to 0.35 M NaCl in the starting buffer. The last fraction eluted, consisting 
mainly of a 55 kDa hemorrhagic toxin, was further purified by gel filtration chromatography 
on a SuperdexTM 200 10/300GI. (GE Healthcare. LifeSciences) column (10 x 300 mm) previ
ously equilibrated with O.OS M Tris-HCl, 5 mM CaCl2, pH 5.8, buffer using an ÁKT A FPLC 
(GE Healthcare, LifeSciences). 

Homogcneity and molecular mass of the C. simus SVMP were dctermined by SDS-poly
acrylamide gel electrophoresis (SDS-P AGE), run under reducing and non-reducing conditions 
[ 32]. SDS-P AGE electrophoresis was pcrformed on 15% Tris-HCI polyacrylamide gel and 
staining was performed, either with Coomassie Brilliant Blue for total protein, or with Pro-Q 

Emerald 300 Glycuprotein Stain Kit (Molecular Prohes) for detection of carhohydrates. Proteo
lytic activity was assessed on azocasein (Sigma) as described by Wang et al. [33]. Hemorrhagic 
activity was evaluated by injecting various amounts ofthe SVMP intradermally in mice and 
measuring, after 2 h, the diameter of the hemorrhagic lesion in the internal side of the skin 

[34) . The Minimum Hemorrhagic Dose (MHD) corresponds to the amount of enzyme that in
duces a hcmorrhagic spot of lO mm día meter 2 h añer injection. In addition, the ability of this 

enzyme to induce pulmonary hemorrhage was assessed by injecting 50 µg ofthe enzyme by the 
intravenous routc in mice. One hour aftcr injection, mice were sacrificed by an overdose of 
xylazinc and kctamine, and lungs wcre dissected out and routinely processed for embedding in 
paraffin and staining with hcmatoxylin-eosin. 

For tryptic peptide mapping and interna) peptide scquence determination, purified PIII-SVMP 
was excised from a Coomassie Brilliant Blue-stained SDS-P AGE and subjected to automated re
duction (1 O mM dithiothreitol) and alkylation (50 mM iodacetamide), followed by overnight tryp
sin digestion (66 nglµL of sequencing-grade porcine trypsin (Promega) in 25 mM ammonium 
bicarbonate, 10% acetonitrile; 0.25 µg/sample) in a ProGestTM Protein Digestion Workstation 
(Genomics Solutions) following manufacturer's instructions. For peptide sequencing, the protein 

digest mixture was loaded in a nanospray capillary column and subjected to electrospray ioniza
tion (ESI) mass spectrometric analysis using a QTrapTM 2000 mass spectrometcr (Applied Biosys
tems) equipped with a nanospray source (Protana, Denmark). Doubly- or triply-charged ions 
were anaJy-¿ed in Enhanced Resolution MS mode and the monoisotopic ions were fragmented 
using the Enhanced Product Ion too) with Q0 trapping. Enhanced Resolution was performed at 
250 amu/s across the entire mass range. Settings for collision-induced dissociation MS/MS experi
ments were as follows: Ql- unit resolution; Ql-to-Q2 collision energy-30-40 e V; Q3 entry barri
er-8 V; LIT (linear ion trap) Q3 fill time-250 ms; and Q3 sean rate-1000 amu/s. Product ion 

spectra were interpreted manually. 
The complete amino acid sequence of C. sinms PHI SVMP was determined by a combina

tion oftryptic peptide MS/MS sequencing and cDNA cloning from a venom gland cDNA li
brary previously constructcd and used for profiling the venom gland transcriptomes of Costa 
Rican snakes by 454 pyrosequencing [35). The amplification mixture contained, in a final vol

ume of 50 µL: 1 µL of cDNA library; l µL of a 1 O µM stock solution of each, forward (Fw: 
5-AAC CCC TIC AGATfC GTT GAG-3 ' ) and reverse (Rv: 3'-ATA GGC TGT AGC CAC 

ATC AAC-5') primers derived from the amino acid sequences NPFRFVE and VDV AT AY. rc
spectively, determined by de novo MS/MS tryptic ion sequencing. these amino acid sequences 
are highly conscrved in the N- and C-termini of PIII-SVMPs, respectively; 0.25 µL ofDNA 
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polymerase (GoTaq, Promega); 1 µL of 10 mM dNTPs; 2 µL of25 mM MgCl2; 5 µL of 5x buff
er; and 13.75 µL ofDNAse-free deionized water. The PCR protocol included initial denatur
ation at 94ºC for JO min, followed by 35 cycles of denaturation (JO s at 94°C), annealing (45 s 
at 55ºC) and extension ( 120 s at 72ºC), and a final extension for 7 min at 72ºC. The amplified 
fragment was purified from an agarose gel using the lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Pu
rification kit (GE Healthcare) and doned in a pCR-XL-TOPO vector (lnvitrogen). E. co/i DHS 
cells (Novagen, Madison, WI, USA) were transformed by electroporation u.~ing an Eppendorf 
2510 dectroporator followi.ng the manufacturer's instructions. Positive clones, selected by 
growing the transformed cells in Luria-Broth (LB) medium containing 10 µg/ml ampicillin, 
wcre confirmcd by PCR amplification using the above primers, and the PCR-amplificd frag

ments were sequenced using an Applied Biosystems model 377 DNA sequencer. 

Ethics statement 

Ali in vivo cxpcrimcnts wcrc pcrformcd in CD-! mice. The experimental protocols involving 
the use of animal.~ in this study werc approved by the CICUA (University of Costa Rica) and 
meet the International Guiding Principies for Biomedical Research Involving Animals 
(CIOMS). 

Experiments ex vivo 
ImmunolocaUzation of SVMPs in muscle tissue. The mouse cremaster musde was used 

to study the distribution and i mmunolocalization of the SVMPs beca use it is possible to obtain 

high resolution images of longitudinal blood vessels by con focal microscopy dueto the trans
parency and thinness ofthis tissue. Groups ofthree male mice were killed by cervical disloca
tion ami the cremaster musde was dissected out. The isolated muscles were incubated in PBS 
for 15 min with either BaPl (PI, 30 µg) , BlatHI (PII, 3.5 µg) or CsHI (PIII, IS µg) SVMPs la

bded with Alexa Fluor 647 according to the Microscale Protein Labeling Kit (Molecular Probes 
A30009). These doses wcrc sclected as to induce a hemorrhage in the cremaster nmsde of simi

lar intensity to that described previously by intravi.tal microscopy for the PI SVMP BaPl [ 3!'i]. 
Control tissues wcrc incubated with unlabeled toxins. After incubation, tissues were washed 
with PBS and fixed with 4% paraformaldehyde in PBS for 30 min at 4ºC. Fixed whole tissues 
were incubated for 4 h at room temperature in blocking and permeabilization solution ( 12.5% 
goal scrum, 12.5% fetal bovine serum and 0.5% Triton X-100 in PBS). Then, the tissues were 

immunostained overnight at 4ºC with rabbit anti-collagen type IV polyclonal antibody ata di
lution of 1: 100 (Abcarn ah 19808), and Cy3-labeled mouse anti-actin a smooth muscle mono

clonal antibody ata dilutio11of1 :200 (don 1 A4, Sigma C6198) to vi.sualize the vascular 
basement membrane and smooth rnuscle/pericytes, respectively. After three washes in PBS, tis

sues were incubated for 4 h at 4ºC with goat a11ti-rabbit polydo11al antibody labeled with Alexa 
Fluor 488 ata dilution of 1:200 (Invi.trogen Al 1034). In order to ascertain whcther labeling of 
SVMPs had an effect on their enzymatic activity, proteolytic activity of the labeled cnzymcs 
was quantified 011 gelatin with the EnzChek Gelatinase Assay Kit (Molecular Probes E-12055) 
at differcnt times during 24 h. 

Immunostained tissues were mounted 011 glass slides and visualized using a Zeiss l.SM 5 

Pascal !aser-scanning con focal microscope (Carl Zeiss Ltd) incorporating a l OX ohjective (nu
merical aperture 0.3) and 63X oil objective (numerical aperture 1.4). At lcast four images of 
post-capillary venules (PCV), arterio!es and capillaries per tissue were taken in 3 dimensions at 
a resolution of l,024 x J,024 dpi corresponding to a voxel size of0.14 x 0.14 x 0.38 µm in the 
X x Y x Z plans, respcctivdy using the 63X objective. Three-dimensional reconstitution of the 
irnages and analysis of co-locali1.ation ofthe SVMPs with collagen IV were carricd out using 
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IMARIS x64 7.4.2 image analysis software, which employs the approach developed by Costes 
et al. [1Z). A region ofinterest (ROI) in the pixel intensity of 10 was defined to calculatc the 
threshold for each label with the automatic function ofthe software. The program IMARIS an
alyzes the intensity of each label by voxels defined as a prism with the pixel in the base and the 
thickness of the confocal section in the height. The results of co-localization were expressed as 
the percentage ofmaterial co-localized which takes into account the number ofvoxels co-local
ized and the Pearson 's correlation coefficient, which reflecls the cnrrelation bctwecn intcnsitics 
in the co-localized voxels. The Pearson's coefficient varies between + 1 and -1, where values 
near 1 indicate a direct correlation, and values near O indicatc no correlation. The percentage 
of co-localization may overcstimatc che extent of co-localization, whilc the Pcarson 's coefficient 

may underestimate the extent of co-localization since it takes into account that the intensity of 
the two labels varies together. Hence, it is importan! to analyze both values in co-localization 
studics. 

Experiments in vivo 

Immunochemical detection of ECM proteins in the skin and exuda te. Grcmps of five 
mice were injected intradcrmally in the ventral abdominal region with cither BaPI (PI, 75 µg), 
BlatHI (Pll, 1.5 µg) or CsHI (PIII, 35 µg) SVMPs, dissolved in 100 µLof PBS. These doses 

were selected as to induce a similar hcmorrhagic area in the injected skin, sincc thcse enzymes 
ha ve highly different hcmorrhagic activity, i.e. Mínimum Hemorrhagic Doses [ 16,30]. [ this 

work]. The control group received 100 µL of PBS alone. After 15 min, mice werc sacrificcd hy 
C02 inhalation, their skin was removed, andan area uf 12 mm diameter in the site ofthe injec

tion was dissected out. In order to prepare a pool, ali skin fragments from cach trcatmcnt were 
combincd the placed in liquid nitrogen and pulverized until fine parlicles werc oblained. Each 
pool was resuspendcd in 1.5 mL of extraction buffer (25 mM Tris-HCl, 150 mM NaCI, 8 M 

urca, 40 mM EDTA, 1 % Triton X-100, 0.1 % SOS, pH 7.4) with a tablet ofprotcase inhibitor 
cocktail (Roche) per 10 mL ofbuffer. One hour after incubation under stirring al 4ºC, samples 

were centrifuged at 5,200 g for 5 min and the supernatant was diluted 1 :2 with water and stored 
at -70ºC until Western blot analysis was performed. 

In another set of experiments, groups of five mice were injected in thc right gastrocnemius 
with either BaPI (PI, 75 µg), BlatHl (Pll, 3 µg) or CsHI (PIII, SO µg) SVi'v!Ps, dissolved in 

50 µL of PBS. These doses wcre selected as they induce a similar extent ofhemorrhagic activity 
in muscle. After 15 min of injection, mice were sacrificed by CO~ inhalation, anda 5 mm inci
sion was made with a scalpel in the skin overlying the injected musde. Immcdiately, thc scc

tioned skin was opened and a heparinized capillary tube was introduced undcr thc skin to 
collect the wound fluid (28]. An approximatevolume of20-50 µL of exudate was collectcd 

from each mouse. Exudate samples were then pooled and lyophilized. 
For immunoblotting, 10-20 µL of each skin homogenate samplc, or 100 µg protein of cach 

exudate sample, were scparatcd under reducing conditions on 4-15% Tris-HCl SDS-PAGE 
gradient gels, and transferred to nitrocellulose membranes. Immunodetection was performed 

by incubating the membranes overnight at 4ºC under stirring with either rabbit anti-collagcn 
type VI polyclonal antibody ata dilution of 1 :2,000 (Millipore AB782 I ), rabbit anti-collagen 
type IV polyclonal antihody al a dilution of 1 :1,000 (Ahcam ah6586), rahhit anti-laminin poly
clonal antibody ata dilution of 1 :500 (Abcam abl 1575), or rabbit anti-nidogen 1 polyclonal an

tibody ata dilution of 1:3,000 (Abcam abl451 I ). The anti-GAPDH antibody ata dilution of 
1: 1,000 (Abcam ab9485) was used as loading control for immunoblotting of lhc ~kin homoge
nates samples. The rcaction was detected using an anti-rabbit peroxidasc antibody al a dilution 

of 1: 10,000 (Jackson lmmunoResearch) and the chemiluminescent substrate l.umi-Ligth 
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(Roche). The images were obtained with the ChcmiDoc XRS+ System (BioRad) and thc analy
sis was performed with thc lmageLab software (BioRad). 

Analysis of the proteomics of exudates 

Lyophili1.ed wound exudate samples were re-suspended in water and protein quantification 
was performed using micro BCA protcin assay kit (Thermo Scientific) Twenty micrograms of 

protein were then resuspended in Laemmli buffer, applied to a 12% precast clectrophoresis gel 
(Bio-Rad), separated, and stained with Coomassie Brilliant Blue. Gel lanes were cut in ten 
equal size slices. Gel slices were destained for 3 h and the proteins reduced (10 mM DTT) and 

alkylated (SO mM iodoacetamide) at room temperature. Gel slices were washed with 100 mM 
ammonium bicarbonate, dehydrated with acetonitrile and dried in a speed vac. Hydration of 

the slices was performed with a solution of Promega modified trypsin (20 ng/µL) in 50 mM 
ammonium bicarbonatc for 30 min on ice. Excess trypsin solution was removed and the diges
tion was carried on for an additional 18 h at 37ºC. Tryptic peptidcs werc twice extracted from 
gel slices with 30 µL of a 50% acetonitrile/5% formic acid solution. Thc combincd cxtracts wen: 
dried to a volume of 15 µL for mass spcctromctric analysis. LOMS/MS was pcrformcd using a 
Thermo Electron Orbitrap Velos ETD massspeclrometer system. Analytical columns were 
fabricated in-house by packing 0.5 cm of irregular Cl8 Beads (YMC Gel ODS-A. 12 nm, 1-10-
25 um) followed by 7.5 cm Jupiter 10 µm Cl8 packing material (Phenomcnex, Torrance, CA) 
into 360 x 75 µm fused silica (Polymicro Technologies, Phoenix, AZ) behind a bnttleneck. Sam

ples were loaded directly onto these co)umns for the Cl8 analytical runs. Aliquots of7 µL were 
loaded onto the column far each analysis and eluted into the mass spectrometcr at 0.5 µL/min 

using an acetonitrile/0.1 M acetic acid gradienl (2-90% acetonitrile over 1 h). Thc imtrument 
was set to Ful) MS (m/z 300-1600) resolution of 60,000 and programmed lo acquire a cycle of 

one mass spectrum followed by collísion-induced dissociation (CID) MS/MS pcrformed in the 
ion trap on the twenty most abundan! ions in a data-dependent mode. Dynamic exdusion was 

enabled with an exdusion list of 400 masses, duration of 60 seconds, and repeat count of 1.The 
electrospray vohagc was set to 2.4 kV, and the capillary temperaturc was 265ºC. 

Peak lists were generated from the raw data using the Sequest search algorilhm in Proteome 
Discoverer 1.4.1 against the Uniprot Mouse database from July 2014. Spectra gcnerated were 
searched using carbamidomcthylation on cystcine as a fixed modification, oxidation of methio
nine as a variable modification, 10 ppm parent tolerance and 1 Da fragmenl tolerance. Ali hits 

were required to be fully tryptic. The resuhs from the searchcs were exported lo Scaffold (ver· 
sion 4.3.2, Proteome Software lnc., Portland, OR). Scaffold was used to validate MS/MS based 

peptide and protein identifications and lo visualize multiple dataseis in a comprehensive man
ner. Protein identifications were filtered using Xcorr cutoffvalues dependent on charge state 
( +l> 1.8, +2>2.2, +3>2.5 and +4>3.5). Confidcnce of protcin identification in Scaffold is dis
played as a Probability Legend with green coloration indicativc of over 95% confidence and yel
low as 80% to 94% conf!dence. Relative quantization of protcins was accomplishcd by 

summing ali data from thc 10 gel sliccs for a panicular samplc in Scaffold and then displaying 
the Quantitativc Valuc from the program. This number gives an average total of non-grouped 
spectral counts for a protcin divided hy the total non-grouping spectral cnunts fnr the 10 mass 
spectral runs from thc gels slices from each lane (http://www.pm_tcomcsofiwarc.comi). This 
format ofpresentation allow.~ for a relative quantitative comparison between a specific protein 
from different samp)es and to a certain degree gives sorne measure uf relative abunda ne e be

tween proteins generated from the mass spectrometric analysis ofthe JO gel slices far a particu
lar exuda te sample. Portions of the data were further analyzed manually lo ddermine if mass 
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spectra were derived from proteins migrating in the gel at their expected molecular mass or at 
a lower mass. 

Results 

Characterization of a new Plll SVMP from the venom of C. simus 

Through a combination of ion-cxchange chromatography on DEAE-Sephadex and gel filtra

tion, a novel hemorrhagic SVMP was purified to homogcncity from the venom of adult speci
mens of thc Central American rattlesnake C. simus (l'igJA arid l.Jl). This SVMP is hereby 

named CsH 1. Jt is a monomeric glycosylated protein with a molecular mass of SS kDa (Fig l 1\ 
:inq l B). Thc cDNA -<leduccd amino acid sequence was idcntified by BLAST analysis as Gen

Bank accession numbcr DQ 164403 (the species Crotalus si mus wa.~ previously named Crota/us 
d11rissm durisms), and various tryptic peptide ion sequences gathered by de novo MS/MS se

quencing of an in-gel <ligested Coomassie Brilliant Blue-stained SDS-PAGE band of the puri 

fied PIII SVMP (Table l) confirmed the assignment. The rnzyme possesses a zinc 

A B 

104 - 104 . 
97 - 97 -so---- so. 

37 - 37. 

29 - --- 29. 

20 - -- - 20 -

e D 

Fig 1. (A). (B) SDS-PAGE of Crotalus simus PHI SVMP and crude venom. Samples were run on a 12% 
gel, and stained with (A) Coomassie blue or (8) Pro-O Emerald 300 glycoprotein s tain (Molecular probes). 
Lane 1: SVMP, reducing conditions; lane 2: SVMP, non-reducing conditions; lane 3: Crotafus simus venom, 
reducing condilions; lane 4: Crotalus simus venom, non-reducing condilions. The P-111 metalloproteinase is a 
major component of the venom; it is glycosylated and has a molecular mass of 55 kDa. (C) and (D) Light 
micrographs of sections of lung tissue from mice injected intravenouslywrth either saline solution (C) or 
100 µg of C. simus Plll SVMP. Mice were sacrificed one h alter injection and tissue samples were obtained 
and routinely processed for embedding in paraffin and further staining with hematoxylin-eosin. Notice 
prominent hemorrhage in the pulmonary tissue in (D) (arrow). 125 X. 

doi:10.1371f)Oll!l\31.pnld.0003731.g001 
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Table 1. Tryptlc peptide ion sequences obtalned by de novo CID-MS/MS sequencing of Crotalus simus Plll SVMP. 

miz ;;¡ Amino acld sequence 

275.3 2+ CADGK 

291.8 2+ JYCK 

354.7 2+ SGTECR 

359.8 2+ TDJJTR 

401.3 2+ GMVJPGTK 

417.3 2+ NNDDJDK 

467.8 2+ ZKYNPFR 

526.3 2+ GNYYGYCR 

615.8 2+ DNSPGQNNPCK 

649.9 2+ MFYSNEDEHK 

760.8 3+ YMYJHVAJVGJEJWSNEDK 

766.4 2+ VJGJAYVGSMCHPK 

801.3 2+ MYEJANTVNDJYR 

776.2 2+ VCSNGHCVDVATAY 

885.4 2+ SGSQCGHGDCCEOCK 

684.6 3+ JTVKPEAGYT JNAFGEWR 

869.8 3+ ZKYNPFRFVEJVJVVDKAMVTK 

926.3 3+ ASMSECDPAEHCTGOSSECPADVFHK 

J, lsoleucine (1) or Leucine (l); Z, pyroglutamic acid (2-oxo-pyrrolidone carboxylic acid). Cysteine residues (C) are carbamidomethylated. 

doi :10.1371~oumal.pntd.0003731.1001 

mctalloprotcinase domain, a disintcgrin-like domain anda cysteine-rich domain, hence corre

sponding to a PIII SVMP. The SVMP has proteolytic activity on azocasein and was hemorrhag
ic using the mouse skin assay, with a MHD of2.2 µg. Both proteolytic and hemorrhagíc 

activities were abrogated by incubation with EDTA. The en:r.yme was also able to induce hem
orrhage in lungs after intravenous injection (l=igJ~ and 1 D); thus it induces both local and 

systemic hemorrhage. 

lnmunolocalization of SVMPs in the tissue 

When equi-hemorrhagic amounts of either PI, PII or PIII SVMPs were incubated for 15 min 
with the isolated cremas ter musdes ex vivo, a clear difference in the distribution of the toxins 

was observed (Fig 2A). BlatHI (Pll) and CsHI (PIII) SVMPs were preferentially localizcd in 
the basement membrane ofblood vessels, as evidenccd by co-localization with collagen IV. In 

contrast. localization ofBaP I (PI) SVMP was observed widespread in thc tissue and to a lesser 
extent in the vascular bascment membrane (Fig)A). No fluorescence was detected in the con
trol tissues incubated with unlabeled SVMPs. This localization ofBlatHI (Pll) and CsH 1 (PIII) 
SVMPs was noted in post-capillary venules (PCV) and also in arteriales and capillaries (Fig 

2!l). The proteolytic activity on gelatin of the three SVMPs after labcling with Alcxa Fluor 647 
was between 75-85% as compared to control unlabeled enzymes, thus indicating that labeled 

SVMPs remained functionally active. 
The analysis of co-localization (Fig 2C <lll<l 2D) showed a higher percentage of co-locali1.a

tion (around 40%) and Pearson's coefficient (around 0.4) for BlatHI (PII) and CsHI (PIII) 
SVMPs with colla gen IV of the vascular basement membrane in PCV, arterioles, and capillaries 
as compared with BaPI (PI) SVMP (p<0.001). No significant differences were observed be
l\Yeen co-localization of PII and PIII SVMPs with collagen IV in the basement membrane of 
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Flg 2. lmmunolocallzafion of SVMPs with vascular basement membrane on cremaster muscle ex vivo. lsolated cremaster muscles were incubated lor 
15 min with equi-hemorrhagic amounts of either BaP1 (PI, 30 µg), BlatH1 (Pll, 3.5 µg) orCsH1 (Plll, 15 µg) SVMPs labeled with Alexa Fluor 647 (blue). 
Control tissues were incubated with the SVMPs without labeling and no 11uorescence was detected. Whole tissues were fixed with 4% paraformaldehyde and 
immunostained with anti-collagen IV following the secondary antibody labeled with Alexa Fluor 488 (green). Tissues were visualized in a Zeiss LSM 5 Pascal 
laser-scanning confocal microscope. Three-dimensional reconstitution ol the images and analysis of co-localization were carried out with the IMARIS x64 
7.4.2 software as described in Methods. (A) Distribution of the SVMPs in the cremaster muscle tissue. Scale bar represen Is 150 µm. (B) White areas 
represen! co-localization of the SVMPs (blue) with collagen IV (green) of vascular basement membrana in PCV, arteriales, and capillaries. Scale bar 
represents 20 µm. Results are expressed as the mean± SEM of (C) percentage of material of SMVPs co-localized with collagen IV of vascular basement 
membrana, and (D) Pearson ·s correlation coefficient of at least lour vessels type per tissue (n .. 3). *p<0.001 when comparad with BaP1 (PI) SVMP lor post· 
capillary venules (PCV). arteriolas, and capillaries. 

doi: 10.1371~oumaJ.pnld.0003731.g002 
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arlerioles, capillaries, and PCV. Moreover, no significan! differences were observed belween 

co-localization of each SVMPs in the basement membrane of arteriolcs. capillaries, and PCV. 

lmmunochemical analysis of BM-associated proteins in the skin and in 
exudates 

Hemorrhagic lesions of similar extent and intensity were observed in the skin of micc 15 min 
after thc injection of75 µg, l.5 µg and 35 µg ofthe PI, PII and PUi SVMP, respectively, as ex
pected when accounting for the highly different MHDs of these SVMPs. Homogenates of the 
sections ofhemorrhagic skin were analyzed by immunoblot for the detection of severa! ECM 

components. With regard to the immunodetection oftype IV collagen, s.implcs from control 
skin injected with saline solution showed a predominan! band of 107 kDa, with additional faint 

bands of216 kDa, 176 kDa, 165 kDa, 117 kDa, and 97 kDa (Fig_~A). A conspicuous degradation 
band of 97 kDa was observed in samples from skins injected with the three SVMPs, together 

with a reduction in the intensity ofthe 107 kDa band (Fig _3A). The intensity ofthe 97 kDa band 
had the following order: PI > PII > PIII. Regarding type VI collagen, PI SVMP induced a 
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Fig 3. Western blot analysis of basement membrana componen Is in skin homogenates. Groups ol 1ive mice were injecled by intradermal route in the 
ventral abdominal region with eitherBaP1 (PI, 75 µg), BlatH1 (PU, 1.5 µg), CsH1(Plll.35 µg) SVMPs or P8S (Jane C). Alter 15 min, micewere sacriliced, 
their skin was removed.andan area of 12 mm diameter was dissected out. Tissues of the same group were homogenized and centriluged, and the 
supernatant collected. Then, 10-20 µL ol each skin homogenate sample were separated under reducing conditions on 4-15% Tris-Ha SDS-PAGE gradient 
gels, and transferred to nitrocellulose membranas. lmmunodetection was performed with (A) anti-collagen type IV, (B) anti-collagen type VI, (C) anti-laminin, 
and (D) anti-nidogen 1. The anti·GAPDH antibody was used as loading control. The reaction was detected using an anti-rabbit peroxidase antibody anda 
chemiluminescent substrate. lmages were obtained wilh the ChemiDoc XRS+ System (8ioRad). 

doi: t 0.1371(¡oumal.pntd.0003731.g003 
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reduction in the intensity ofthc predominan! band of216 kDa, whereas the PII and PHI SVMPs 
did not seem to hydrolyze this chain (Fig 3B). Degradation products of 160 kDa and 140 kDa 
were observed in samples from mice injected with PI SVMP, whcreas the intensity of these 
bands in samples corresponding to the other two SVMPs was less pronounced {Fig 3B). 

Whcn laminin was immunodctected in skin homogenates, a predominant band of 167 kDa 
was observed, with additional bands of270 kDa and 350 kDa {Fig .K). The PI SVMP induced 
a greater hydrolysis oflaminin, with the appcarance of degradation products of225 kDa and 
50 kD.i. The formcr band was nut ubservcd in samplcs from PII and PIII ·trcated micc (Fig .~C). 
The thrce SVMPs differ in their degradation of nidogen (Eig 3D). Samplcs from skin of micc 
injeclt!d with saline showed a predominan! band of 135 kDa and fcw additional minor bands 
{Fig ~p). PI SVMP induced extensivc: degradation of nidogc:n, as c:videncc:d by thc: disappcar· 

anee ofthe 135 kDa band, and the appearance of a 47 kDa degradation band. A lower extent of 
hydrolysis was obscrvc:d with the PII and PUI SVMPs. There was a reductiun in thc 135 kDa 

band, and the appearance of new bands of 100 kDa {in PIJI SVMP) and of 47 kDa in sample5 
injected with either enzyme (Fig 3D). 

Western blot analysis of exuda tes collc:cted 15 min after injcction of thc enzymcs revcaled 
both similarities and diffcrences bctwccn thc three SVMPs. A relath•cly similar pattcrn was 

observed in the case of type IV collagen, with the prcsence of a prcdominant band of 90 kDa 
{Fig4A). Samples from mice injected with PI and PII SV.MPs showcd a band o(20 kDa, which 

was not present in the case of PIIJ SVMP. In contrast, PllI SVMP generated a band of 140 kDa 
not observed in the case of the other two enzymes. A highly variable pallern of immunoreactiv
ity was obscrved in exudates when tested for typc VI collagcn degradation prnducts {l'ig .JH). 
PI SVMP generatcd fragments of225 kDa, 150 kDa, and JOO kDa. On thc other hand, bands of 
220 kDa and 200 kDa were observed in samples from PII SVMP-injected mice, and bands of 
225 kDa, 200 kDa, 160 kDa, 140 kDa, and 40 kDa werc prescnt in exuda tes as a conscqucncc uf 
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Fig 4. Western blot analysis of basement membrana componen ta in exudates collected from the gaatrocnemius. Groups of five mice were injecled in 
lhe right gastrocnemius with eitherBaP1 (PI, 75 µg), BlatH1 (Pll, 3 µg), or CsH1 (PHI, 50 µg) SVMPs. Alter 15 min, mice were sacrificed, a 5 mm incision was 
made in the skin overlying lhe injected muscle, anda heparinized capillary tube was introduced under the skin to collect lhe wound exudale fluid; exudate 
samples from a single trealment were then pooled. Afterwards, 100 µg of prolein of each sample was separated under reducing conditions on 4-15~º Tris
HCI SDS-PAGE, and transferred to nitrocellulose membranes. Jmmunodetection was performed with (A) anti-collagen type IV. (B) anti-collagen 1ype VI, (C) 
anti-laminin, and (D) anti-nidogen 1. The reaction was detecled using an anti-rabbit peroxidase antibody anda chemiluminescent substrate. lmages were 

obtained with the ChemiDoc XRS+ System (_Bi_o_R_ad_,)'-. ----------------

doi: t 0 .1371~mal.pntd.0003731.g004 
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the action of PIII SVMP (~igJ~). In the case oflaminin. exudate from mice injected with PI 
SVMP showed bands of275 kDa, 230 kDa, 200 kDa, 150 kDa, 105 kDa and 50kDa (Fig-K). 

On the other hand, PJI and PIII SVMPs generated a similar pattem of immunoreactive bands 
of275 kDa, 190 kDa, and 50 kDa, with an additional band of 140 kDa in the case of PIII SVMP 
(tig~ic'.:). Analysis of nidogen in exuda tes .~howed t he presence of immunoreactive bands of 

140 kDa and 50 kDa in the case of PII SVMP, and of 50 kDa in the case of PIII SVMP, whereas 
no immunoreactive bands were observed in the exudatc of mice injected with PI SVMP 
(Fig4D). 

Proteomíc characterization of exudates 

A similar protein pattern was observed when exudates were separated by ID SDS-PAGE. From 
the mass spectral analysis of the gel bands, a total of 297, 354 and 322 proteins, with protein 

identification probability greater than 95% and mínimum of two pcptides. were identified in 
exudates collected from mice injccted with PI, PI! and Plll SVMPs, respectively (SI Table in

cludes the complete report of ali the proteins identified in the exudates). The mosl abundan! 
proteins identified based on their quantitalive value (see http://www.protcomc~11ftwarc.com/ 

for full description ofterm) were nnalyzed. Prnteins werc classificd within the following groups, 

and subgroups: (a) serum proteins; (b) proteins ofthe coagulation cascade; (c) proteinase in

hibitors ofplasma; (d) intracellular proteins; (e) keratins; (f) ECM proteins; and (g) mem

brane-associated proteins. 

Serum proteins, including coagulation factors and proteinase inhibitors. S2-S·I Tables 

depict the quantitative values uf serum proteins, proteins of the coagulation casca de and pro

teinase inhibitors. respectively. In general, similar values were observed for the vast majority of 

proteins in exudates collected from mice injected wilh lhe lhrec SVMPs, c5pecially in those 

with greatest quantitative values. Relatively minor differences wcre observcd in the serum pro

teins (S2TajJlc). The highcst variations occurred in fibrinogen, with higher amounts in the 

case of PI and PII SVMPs (S3 Table), and in sorne apolipoproteins, especially apolipoprotein 

B- 100, of which the PI SVMP induced great amounts in the exudate (S2. Table). No relevant 

differences were noticed betwccn SVMPs regarding the amounts of serum proteinase inhibitors 

(54 Table). 

lntracellular proteins. Simil·Jr amounts of hemoglnbin chains occurred in exuda tes ob
tained from mice injected with the three SVMPs (S5 Tal>lc), as expected from the similar extent 

ofhemorrhage induced. Likewise, similar amount.~ of many other proteins characteri7.ed the 

three types of exuda tes. However. there was a group of intracellular proteins in which higher 

values were detected in exudat<!s from mice injr:cted with PII and Plll SVMPs (S5 Tahle). Re
sults on keratins are presented separately (56 Tabk) owing to the relevance of skin damage in

duced by snake venoms. PU SVMP, and especially PI SVMP, induced a higher amount of 

kcratins in exudates than PIII SVMP {S(j Table). 

ECM proteins. As shown in Table 2, no differences were observed in detected BM proteins 

(heparin sulfate proteoglycan and nidogen). In contras!, there were differcnces in other ECM pro

teins. There was a tendency for higher values in sev<!ral proteins in exudatcs collected from mice 

injected with the PI SVMP, such as tenascin, vitronectin, type VI collagen, type XIV collagen, type 

III collagen, and thromhospondin-4 (Tahk 2). Proh:olysis ofECM proteins was analy:ted on the 

basis of the range of molecular masses of the bands in SDS-PAGF. gels. ldentification of the vari

ous proteins in ranges of molecular mass lnwer than the known mass of the nalive protcins were 

considered degradation fragments, and the percentage ofthe tola) amounl of each prolein (orre

sponding to hydrolyzed bands was estimated. As shown in Table 3, Results indicate that various 

types of collagens detected were Jegraded by the three SVl\fPs, with the exception of collagen type 
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Table 2. Extracellular matrix protelns identified in wound exudate collected from mi ce injected wlth PI, Pll or Plll SVMPs. 

Protein Accesslon Number Mol. Mass QuanUtatlve value 

P-1 P-11 P-111 

Fibronectin P11276 273 kDa 87 34 43 

Tenascin X E9Q2T3 340 kDa 10 o o 
Basement membrane-specific heparan sulfate proteoglycan core protein B1BOC7(+1) 469 kDa 4 3 2 

Lumican P51885 38 kDa 8 7 7 

Vitronectin P29788 55 kDa "!. 5 2 

Collagen alpha-1 (1) chain P11087 138 kDa 3 4 4 

Protein Col6a3 E9PWQ3 354 kDa .§ 1 2 

CoUagen alpha-1(XIV) chain B7ZNH7 (+3) 193 kDa ~ 3 2 

Thrombospondin-4 Q9Z1T2 106 kDa 4 o 1 

Nidogen-1 P10493 137 kDa 3 2 2 

CoUagen alpha-1(111) chain P08121 139 kDa 5 1 3 

Collagen alpha-1 (XV) chain A2AJY2 (+1) 138 kDa o o ~ 
CoUagen alpha-2(1) chain 001149 130 kDa 3 o 3 

Values in bold and under1ined correspond to proteins for which al least one SVMP induced an increment of at least three times as comparad to another 

SVMP. 

doi: 10.1371~oumal pntd.0003731.1002 

XIV, which was dcgraded IOO'!ó by the P-III, 33% by thc PI and 0% by the PII. Regarding BM pro

teins, heparan sulfate protcoglycan and nidogen-1 were similarly degraded hy the three SVMPs. 

Lumican was not degraded by any SVMP. Fibronectin was degraded to a higher extent by PI and 

PIII than by PII. Thrombospondin 4 was degraded only by the PI SVMP. 

Membrane-associated proteins. Seven membrane-associated proteins were detected in 
the exuda tes. With one exception, the amounts of these proteins did not differ more than 

3-fold in cxudatcs from micc injectcd with the three types of SVMPs (S7.TahJe). 

Table 3. Degradatlon of extracellular matrix proteins identified in wound exudates (see Me_thods section for details). 

Protelns Accession number Mol. mass Percentage degradatlon 

PI Pll Plll 

Fibronectin P11276 273 kDa 45% 6% 76% 

Tenascin X E902T3 (+1) 340 kDa 11%1 

BM·specific heparan sulfate proteoglycan core protein B1BOC7 (+2) 469 kDa 50% 67% 50% 

Vitronectin P29788 55 kDa 100% 20~~ 50~0 

Lumican P51885 38 kDa 0% 0% 0% 

Thrombospondin-4 09Z1T2 106 kDa 75°''º 
Nidogen-1 P10493 137 kDa 100°ío 100% 100% 

Collagen alpha·1(XV) chain Col15a1 A2AJY2 (+3) 138 kDa 100% 100% 

Collagen alpha·1(1) chain Col1a1 P11087 138 kDa 100% 100% 100% 

Collagen alpha-1(111) chain Col3a1 P08121 139 kDa 100% 100% 100% 

Collagen alpha·1 (XIV) Col14a1 87ZNH7 (+3) 193 kDa 33% 0% 100% 

Collagen alpha·2(1) chain Colla2 001149 130 kDa 100% 100% 

Col6a3 (fragment) 03YWD1 (+2) 186 kDa 100% 100% 

• Not detected. 

doi:10.1371{joumal.pntd.0003731.t003 
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Discussion 

This study analyzcd, from a comparative perspective, the tissue localization and the degrada
tion of ECM proteins and other plasma and cellular proteins in the tissues of mi ce injected 
with hemorrhagic PI, PII and PIII SVMPs. Since one ofthe main goals ofthis work was to gain 

furthcr insights into the mechanisms ofSVMP-induced microvessel damage leading to hemor

rhage, the doses of SVMPs injected were standardized as to induce the same extent ofhemor
rhagic lcsions. 11 was hypothesized that, in these experimental conditinns, thc ECM proteins 

whosc hydrolysis is directly responsible for microvesscl damagc should be dcgraded to a similar 
cxtent by the three enzymcs. 

lt has been proposed that one of the basis for the higher hemorrhagic acli\·ity of PIII 

SVMPs, as cornparcd to PI cnzymcs, has to do with the ability of thc former to loca te in spccific 
si tes in microvasculaturc oftissucs [9,13,18]. This has been demonstrated for the case ofjarar

hagin, a PllI SVMP of thc venom of Bothrops jararaca, where selective binding to microvessels 
anda pattern of co-localization ofjararhagin and type IV collagen was described [8]. This se

lcctive binding is likely to depend 011 exosites located in the Dis-like and Cys-rich domains of 
PIII SVMPs. In vitro studics have demonstrated that PIII SVMPs selectively bind to proteins 

containing von Willebrand factor (vWF) A domains, such as vWF, fibrillar-associated colla

gcns with interrupted triple helices (FAC!Ts) and matrylins. Such interaction occurs bctween 

thesc proteins and sequrnces located in the Cys-rich domain of Plll SVJ\IPs [8, l l-1-1]. In addi

tion, the Dis-like domain of jararhagin might contain sequences that mediatc its binding with 

different types of collagcn [9]. 

Our observations 011 the tissue localization ofthc three SVMPs in an ex vivo model conclu
sively demonstrate, using a quantitatively morphometric approach, the different pattern of dis

tribution of PI and PIII SVMPs, sincc the formcr shows a more widcsprcad pattcrn, whcreas 
the ]alter preferentially bind to the microvessels and clearly co-localizes with type IV collagcn. 

In addition, our study shows. far the first time, that a PII SVMP presents a pattcrn of distribu
tion in the tissue highly similar to that of PIII enzymes, i.e. in thc microvcssels and co-localiz

ing with type IV collagen. Hencc, the dimeric PII SVMP, containing only metalloprnteinase 

and disintegrin domains, is preferentially located in the microvasculature. This is reasonable 

given the high hemorrhagic activity ofthis PI! SVMP [ 16]. The specific sequcnces in the PII 
rnd PIII enzymes mediating the interaction to microvessds, ami the specific sites in the vascu

laturc far interaction with SVMPs remain to be identified. The observed co-localization with 

typc IV collagen <loes not exclude possible binding to other BM componcnts; howc1•er, our 

findings support thc conccpt tha t PII and PIII SVMPs preferentially co-localize with the BM. 

Thcsc results support thc hypothcsis that the high hemorrhagic activity of PII and PIII SVMPs 

is at least partially dueto thc sclective localization of thcsc enzymes in thc BM of microvcssels. 

The co-localization of PTI and PIII SVMPs with type IV collagen was obsen ·cd not only in 

ca pillar¡• vessels, but also on arterioles and PCV, thus reflecting the localization of thcse 

SVMPs in the BM of the three types of microvessels. The possible pathological effects of 
SVMPs on these componenls ofthe microvasculature, in addition to capillaries, has not been 

studied and deserve consideration in order to fully understand the vascular pathology in snake

bite envenoming. 

One puzzling issuc has lo do with the large variation in hcmorrhagic activity between the 

Pll and PIII SVMPs, evcn though both presenta similar pattern of dislribution in the micro

vasculature. This finding agrccs with previous obscIVations with Botltrops jararaca hcmorrhag
ic SVMPs in which thcrc is a great difference in the hemorrhagic potential of PIII SVMPs [ 1 O]. 
These observations suggest that e ven though the high hemorrhagic activity of PII and PIII 
SVMPs largcly dcpcnds on thcir ability to selectivcly bind to microvesscls, othcr factors also 

PLOS Neglected Tropical Diseases 1 DOl:l0.1371/journal.pntd.0003731 April 24, 2015 



-~· PLOS 1 NEGLECTED 
·~· TROPICAL DISEASES Venom Metalloproteinases and Extracellular Matrix 

determine the hemorrhagic potcntial of these enzymes. Differences in the turnover rate of hy
drolysis of relevant substratcs in the BM, espccially of type IV collagcn, may play a key role. Al
ternatively, Pll and Plll SVMPs might present differences in the exosites in the Dis, Dis-like 
and Cys-rich domains, which determine subtle variatíons in the locali7.ation of these enzymes 
in the relevant substrates, with the consequent functional effects related to the proteolysis-in
duced mechanical destabilization ofBM structure. Another possible explanation has to do with 
differences in the stability of these enzymes in the tissues, with more stable enzymes exerting a 
higher hemorrhagic effect. This subject deserves further investigation. 

Since the hemorrhagic activity ofSVMPs is likely to depend on the hydrolysis of ílM com
ponents [8,lll,22]. particular attention was placed in this work to the analysis of degradation of 
BM proteins. Proteomics analysis of exudate collected in the vicinity ofthe hemorrhagic areas 
only detected perlecan and nidogen, and no differences were observed between the three 
SVMP classcs regarding BM proteins. No protein fragments oflaminin and typc IV collagen 
were detected in this analysis. However, more sensitive immunochemical assessment of skin 
and exudates revealed subtle variations which might shed light on the mechanisms ofhemor
rhagic activity. Differenl patterns ofhydrolysis were observed regarding nidogen, laminin and 
type VI collagen. In contrast, thcrc were evident similaritics betwecn thc threc enzymes con
ccrning hydrolysis of type IV colla gen. This has interesting implications beca use a previous 
study idenlified type IV collagen as a likely candidate to play a key role in the onset ofhemor
rhagic activity, since heinorrhagic and non-hemorrhagic SVMJ>s differ in the extent ofhydro
lysis of this colla gen (22]. Our present findings are therefore compatible with the hypothesis 
that degradation of type IV collagen is critica! for microvcssel dama ge and hemorrhage. This in 
turn agrees with thc known role of this typc of collagen in thc mechanical stability of the BM 
[2'.1-2_7,38]. mostly owing to the presence of a covalently-linked network formed by this BM 
component [2_4]. Moreovcr, a gcnetic discase associatcd with nrntations in the COL4Al gene 
and reduction in the cxpression of al subunit are associated with pathological alterations in 
microvessels and hemorrhage in mice, and have been linked to hemorrhagic stroke in humans 
[39] . In contrast to type IV collagen, hydrolysis of nidogen, laminin and typc VI collagen by 
the three SVMPs showed diffcrences both in the degradation patterns and in the intensity of 
the bands observed by immunoblotting of exudatcs, wherc the PI enzyme showed a more ex
tcnsive degradation of these substrates. These observations, in the context of a similar extent of 
hcmorrhage by the three SVJ\IPs, suggest that the hydrolysis ofnidogen, laminin and type VI 
collagen might not be dircctly associated with the onset of microvessel damage leading to hem
orrhage but rather may be a general by-product of microvcsscl damagc. 

On the other hand, thcrc werc notorious differences in the amounts of other ECM proteins, 
which are not BM components, in the proteomic analysis of exudates collected from mice in
jected with the threc toxins. In general, PI SVMP induced the appcarance of higher amounts of 
various ECM proteins in cxudates. This observation may be dueto two factors: sincc a higher 
absolute amount of this cnzyme was injected, owing to its lower hemorrhagic activity, there 
was a higher proteolytic activity in the tissue, thus resulting in higher hydrolysis. The higher ex
tent ofhydrolysis in the case ofthe PI SVMP observed by immunoblotting of exudates sup
ports this hypothesis. On the other hand, the presence of exosites in PII and PIII SVMPs may 
contribute to their localization al specific targets in the ECM and on cell membranes, thus re
ducing the probability of these enzymes to act in a widespread fashion on ECM components. 
In contras!, the PI SVMP, being devoid of such exosites, would ha ve les.~ restriction to hydro
lyze an ample speclrum of ECM substrates, as observed in our proteomics results. 

As would be expected, the majority of ECM proteins detected in exudates corresponded to 
proteolytic fragments, on 1 he basis of their molecular mass. The different pattern of hydrolysis 
by the SVMP ofvarious ECM components, as detectcd by Western blot analysis, might be due 
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to variations in the deavage site preferences among these enzymes. Altematively, this might 

depcnd on thc presence of exosites in the non-metalloproteinase domains, which target thesc 

enzymes to different substrates in the ECM induding BM orto different sequences in particu
lar substrates, as observed by Serrano et al. [l2,I3]. 

In addition to ECM proteins, proteomic analysis of exudates allows the detection of serum, 

intracellular and membrane-associated proteins, and these findings may shed light on the path

ological action of SVMPs from a broader perspective. Similar quantitative patterns of plasrna

derived proteins were detected in exudates from mice injected with the three toxins. This 

seerns logical, as thc prcscnce of these proteins is largely a con sequen ce of overt microvessel 

damagc by the action of these enzymes. Hence, extravasation ofblood results in similar 

amounts of serum plasma prnteins, and ofhemoglobin as well. An exception to this general 

trend was observed with hydrolysis products offibrinogen, which were in higher amounts in 

cxudates from anirnals injcctcd with thc PI SVMP. Since this enzyme has fibrinolyti c activity 
[30) and was injectcd in a higher <lose than the other two SVMPs, this may have resulted in hy

drolysis ofthe fibrin formed as a consequence of extravasation and clot formation. 

\Vhen the amounls of intracellular proteins were compared in exudates, it was uf interest 

that thc PI SVMP, and also thc Pll SVMP. induced a highcr amount ofkeratins than PIII 

SVMP. It is suggcstcd that this retlects the ability of the former SVMPs to induce dermonecro

sis and blistering which has been shown to be the case with this particular PI SVMP [40). but 

has not been previously explored for the PII SVMP. It is noteworthy that the dermotoxic action 

of the PII SVMP occurs whcn injected ata very low dose. On the other hand, there were severa! 

othcr intracellular protcins whose amounts were higher in exuda tes collected from mice in

jcctcd with PII and PIII SVMPs. This suggcsts that these enzymes induce a highcr cytotoxic ac

tivity in various cell types in the tissue. The three SVMPs induced a similar extent of skeletal 

muscle damage, as revcaled by thc similar amounts of the cytosolic muscle cell marker creatine 

kinase in exudatcs; it has bcen suggested that hemorrhagic SVMPs induce myotoxicity as a 

consequence of tissue ischemia [{1 ]. The higher amounts of severa! intracellular markers in ex

uda tes collected from PII and PIII SVMPs-injected mice may be dueto the targeting of these 

cnzymes, through exosites prcsent in the additional domains, to sites in thc plasma membrane 

or in the vicinity of cells, a hypothesis that remains to be investigated. 

In conclusion, our findings demonstrate that PII and PIII hemorrhagic SVMPs co-localize 

with type IV collagen in capillaries, PCVs and arterioles, whereas PI SVMP prescnts a more 

widespread localization in thc tissue. This difference in tissue localization is likely to be one of 

the main reasons bchind the higher hemorrhagic activity characteristic of PII and PIII SVMPs, 

as compared to cnzymes of the PI class. Furthermorc, immunochemical results support the hy

pothcsis that hydrolysis oftype IV collagen is likely to be a key event in SVMP-induced micro

vcssd damage and destabilization leading to hcmorrhage. 
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Abstract 

The precise mechanisms by which Snake Venom Metalloproteinases (SVMPs) disrupt the 

microvasculature and cause haemorrhage have no! been completely elucidated, and novel 

in vivo models are needed. In the present study, we compared the effects induced by BaP1 . 

a PI SVMP isolated from Bothrops aspervenom, and CsH1. a Plll SVMP from Crotalus 

simus venom, on cremaster muscle microvasculature by topical application of the toxins on 

isolated tissue (i.e .. ex vivo model), and by intra·scrotal administration of the toxins (i.e., in 

vivo model). The whole tissue was fixed and immunostained to visualize the three compo

nenls of blood vessels by confocal microscopy. In the ex vivo model, BaP1 was able to 

degrade type IV collagen and laminin from the BM of microvessels. Moreover, both SVMPs 

degraded type IV collagen from the BM in capillaries to a higher extent than in PCV and arte

riolas. CsH 1 hada stronger effect on type IV colla gen than BaP1. In the in vivo model, the 

effect of BaP1 on type IV collagen was widespread to the BM of arteriales and PCV. On the 

other hand, BaP1 was able to disrupt the endothelial barrier in PCV and to increase vascular 

permeability. Moreover, this toxin increased the size of gaps between pericytes in PCVand 

created new gaps between smooth muscle cells in arterioles in ex vivo conditions. These 

effects were not observad in the case of CsH1 . In conclusion, our findings demonstrate that 

both SVMPs degrade type IV collagen from the BM in capillaries in vivo. Moreover, while the 

action ol CsH1 is more directed to the BM of microvessels, the effects of BaP1 are wide

spread to other microvascular components. This study provides new insights in the mecha

nism ol haemorrhage and other pathological effects induced by these toxins. 
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Effect of Venom Metalloproteinases in the Microvasculature 

lntroduction 

Vipcrid snakebite envenomings are characterized by drastic alterations in the microvascula
ture, which cause local and systemic haemorrhage and alterations in tissue regenerative pro
cesses [1,2]. Zinc-dependent snake venom metalloproteinases (SVMPs) are largely responsible 

far these effects, being abundant components in viperid snake venoms [3] . In addition, they 
are also involved in the pathogenesis of other aspects of local tissue alterations, su ch as myone

crosis, blister formation , inflammation, and oedema [4]. 
SVMPs have been classified in three groups according to thcir domain structure: 1) PI, 

which comprise only thc metalloproteinase domain; 2) PII , which have, in addition to catalytic 

domain, a disintegrin domain; and 3) PIII, which present a catalytic domain followed by a dis

integrin-like domain anda cysteine-rich domain [5). In general, PIII SVMPs have higher hae

morrhagic activity than PI SVMPs. Moreover, differences in the tissue distribution between 

haemorrhagic PI and PIII SV.MPs have been described [6,7], which could have implications in 

their capacity to induce microvascular damage and haemorrhage. 

It has been proposed that thc mechanism by which SVMPs disrupt the microvasculature is 
by hydrolyzing bascmmt membrane (BM) and other extracellular matrix components, thus 

causing weakening of thc rnechanical stability of capillaries, and subsequent loss of endothelial 

cells integrity and cxtravasation ofblood components dueto thc action of hemodynamic bio

physical forces opcrating in the microvasculature [8,9] . However, the precise mechanism by 
which SVMPs disrupt the rn icrovasculature, and whether there are differences in the actions 

between the differcnt typcs ofSVMPs that could explain variations in their haemorrhagic 
activity, have not bcen completcly elucidated. Morcover, it has been described that extravasa

tion in venules dueto the pro111inent inflammatory reaction characteristic ofthese envenom

ings may also contributc to the haemorrhagic mechanism [10-.12]. There is vcry little 

information on the action ofhaemorrhagic SVMPs on the various types ofvessels in the 

microvasculature, i.e. capillaries, venules and arterioles. 

Severa! studies have demonstrated the ability ofhaemorrhagic SVMPs to hydrolyze proteins 
of the BM and other extracellular components i11 vilru [Z,13- 17]. In contrast, in \' ÍVo studies on 

the action of these toxins are scarce. Previous investigations have used three methodological 
approaches for assessing the action ofSVMPs i11 vivo: immunohistochemistry in tissue sec

tions, immunodetection by Western blot in tissuc homogenates or in exudates, and proteo
mics analysis of wound cxudatcs collected in the vicinity of affected tissue [ 6,7, 16-18]. Despite 

the relevant contribution ofthcse studies to the understanding of the mechanism(s) of action 
ofSVMPs, in most ofthcm the nature ofBM components and their fragments is unknown. 

t>foreover, these methodologics have not allowed a differential analysis of SVMPs effects on 

the various blood vesscl types in the whole tissue. Thereforc, there is a need for novel i11 vivo 

models to study thc effccls of SVMSs on the different components of the microvasculature 

using a more detailed and quantitative approach that could complement previous investiga

tions and provide a more comprehensive picture ofthis relevant pathology. 
Dueto the transparcncy and thinness ofthe cremaster muscle, it is a highly convenient tís

sue to analyze histological changes by light microscopy. Previous studies have used this muscle 

to investigate the effccts of snakc venoms and isolated toxins on the microvasculature by intra

vital microscopy with low rcsolution techniques, which allow the observalion of venom- and 

SVMP- induced hacmorrhage [ 19-21]. The use of cremaster muscle for con focal microscopy 

allows the collection ofhigh -resolution images in three dimensions oflongitudinal blood ves

sels in whole tissue prcparations, thus enabling a more detailed and quantitative analysis o f 

microvascular componcnts. 
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In the present study, we compared the effects oftwo haemorrhagic SVMPs: BaP 1, a PI from 
Bothrops asper venom, considered a weak haemorrhagic toxin; and CsH 1, a PHI from Crotalus 
simus venom that has a higher haemorrhagic activity. The action of these SVMPs was studied 
on the three components ofblood vessels, i.e. BM, endothelial cells, and smooth musde cells/ 
pericytes of the cremaster musde microvasculature, using an immunofluorescence approach 
by confocal microscopy. In addition, the role ofblood flow and the differential effects of 
SVMPs on the three vessel types: capillaries, venules and arterioles, were studied. Our findings 
demonstrate differences in the ability ofboth SVMPs to degrade type IV collagen in the pres
ence or absence ofblood flow, and between the different vessel types. Moreover, differences 
were observed in the action of these SVMPs on endothelial cell-cell junctions, and on smooth 
musde cdls and pericytes. This study provides new insights in the mechanism of action ofhae
morrhagic SVPMs, and describes for the first time novel effects ofSVMPs to various compo
nents ofthe microvasculature. 

Materials and Methods 

lsolation of SVMPs 

The PI SVMP BaP 1 was isolated from the venom of Bot11rops asper, as described by Gutiérrez 
et al. [22] and Watanabe et al. [23], by a combination ofion-exchange chromatography on 
CM-Sepharose, followed by affinity chromatography on Affi-gel Blue. The PIII SVMP CsH 1 
was isolated from Crotalus simus venom, as described by Herrera et al. (7], by ion-exchange 

chromatography on DEAE-Sepharose, followed by gel filtration on a Superdex TM 200 10/ 
JOOGL (GE Healthcare, LifeSciences) column (10 x 300 mm) using an ÁKTA FPLC (GE 
Healthcare, Life Sciences). Homogeneity of SVMP preparations was assessed by SDS-poly
acrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). Both toxins were isolated from the venoms of 
more than 40 adult specimens of each species collected in Costa Rica and maintained at the 
serpentarium oí Instituto Clodomiro Picado, Costa Rica. After collection, venoms of each spe
cies were separately pooled, lyophilized, and stored al -20ºC until used. The Minimum Hem
orrhagic Dose (MHD), corresponding to the amount of enzyme that induces a hemorrhagic 
spot of 10 mm diameter in mice 2 h after injection, is 20 µg for BaPl (22] and 2.2 µg for CsH 1 

17). 

Ethics statement 

Inbred male C57BL/6 mice (20-25 g body weight) were purchased from Charles River Labora
tories, Cambridge, UK and Laboratorio de Ensayos Biológicos, LEBI, Costa Rica. The proto
cols involving the use of animals were approved by the Animal Welfare and Ethical Review 
Board (AWERB), Queen Mary University ofLondon, and the Institutional Committee for the 
Care and Use ofLaboratory Animals (CICUA), University ofCosta Rica, and meet the Inter

national Guiding Principies for Biomedical Research Involving Animals (CIOMS) and UK leg
islation for the protection of animals. Mice were maintained under standard conditions of 

temperature (22±2'C), light/dark cycles of 12 h. and food and water ad libitwn. 

Ex vivo effects of SVMPs on cremaster muscle vasculature (model 
without blood flow) 
Groups offour mice were sacrificed by cervical dislocation and the cremaster muscle was dis

sected out. The isolated musdes were incubated, a t room temperature, with either BaP 1 or 
CsHI SVMPs dissolved in 100 µL of0.12 M NaCI, 0.04 M phosphate, pH 7.2 solution (PBS). 

Initially, three doses ofBaPJ (10, 30 and 100 µg) and two incubation times (5 and 15 min) 
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were evaluated in order to study the dose and time dependence of the effects. The dose of 
30 µg ofBaPl and the incubation time of 15 min were selected for further studies. In the case 
ofCsHI. adose of 1511g was selected as to induce a haemorrhage of similar intensity in the cn:
master muscle to that caused by 30 µg ofBaPl by intravital microscopy, as described previ
ously (2_1] _ This 2: 1 mass ratio of the SVMPs corresponds to an approximate molar ratio of 5: 1. 

Control tissues were incubated with PBS alone. After incubation, tissues were washed three 
times with PBS, fixed and immunostained for observation by confocal microscopy. as 
described below. 

In vivo effects of SVMPs on cremaster muscle vasculature (model with 
blood flow) 

Groups of four mice were anesthetized with ketamine/xylazine and injected via the intrascrotal 

(i.s.} route with either 60 µg ofBaP 1 or 30 µg of CsHI, dissulved in 300 µl of PBS. These doses 
correspond to twice the dose used in the ex vivo model since each muuse has two cremaster 

muscles. PBS (300 µl} was used as control. Fifteen min after i.s. injectiun, mice wcre sacrificed 
by cervical dislocation and the cremaster muscles were dissected out, washed threc times with 

PBS, fixed, and immunostained for observation by con focal microscopy. as described bcluw. 

lmmunostaining of mouse cremaster muscles 

Tissues were fixed with 4% paraformaldehyde in PBS (for collagen IV and nidogen immunos
taining) or methanol (for laminin immunostaining} for 30 min at 4'C. Whole tissues were 
incubated for 4 h at room temperature in blocking and permeabili7.ation solution (12.5% goat 
serum, 12.5% fetal bovine serum, 0.5% Triton X-100 in PBS} under stirring al room tempera
ture. Then, the tissues were incubated for 48 h at 4·c with either rabbit anti -collagen typc IV 
polyclonal antibody (Abcam abl 9808) ata dilution of 1: 100, rabbit anti-nidogcn 1 polyclonal 
antibody (Abcam abl451 l} ata dilution of 1:200, or rabbit anti-laminin polyclonal antibody 
(Abcam abl 1575} ata dilution of 1 :100. to visualize the vascular BM. Simultaneously, the tis

sues were incubated with Cy3-labeled mouse anti-actin a smooth musclr.: monoclonal anti
body (clone 1A4, Sigma C6198}. ata dilution of 1:200, and anti-mousr.: vascular r.:ndothclial 

(VE) cadherin monoclonal antibody (clone BVl4, eBioscience 14-1442}. ata dilution of 1 :200, 
to visualize the smooth muscle/pericytes and endothelial cell-to-cdl junctions, rcspectivdy. 

The anti-VE cadherin was previously labeled with Alexa 647 according to thr.: Alexa Fluor 
647 11

- Monoclonal Antibody Labeling Kit (Molecular Pro bes A20 J 86}. After 48 h uf incuba

tion, tissues were washed with PBS and incubated for 4 h at 4'C with goat anti-rabbit poly
clonal antibody (Invitrogen Al 1034}. Ali the antibodies were diluted in PBS containing 10% 

fetal bovine serum. After 4 h of incubation, tissues were washed with PBS and the wholc tis.~ues 

were mounted un glass slides in PBS for confocal microscopy obscrvation, as dcscribed in thc 

next section. 

Analysis of tissues by confocal microscopy 

Immunostaincd tissues were visualized using a Zeiss LSM 5 Pascal lascr-scanning confocal 

microscope (Carl Zeiss Ltd) incorporating a 40X water objective (numerical apcrturc 0.1!), and 
an Olympus Fluovicw FVl 000 laser-scanning confocal microscopc incorpuraling a 40X uil 

objcctive (numerical aperture 1.3). Three-dimensional images of post-capillary vcnules (PCV), 
arteriales and capillaries in the tissue were acquired with sequential scanning of diffcrcnt chan

nels ata resol u ti un uf 1,024 x 1,024 dpi, corresponding to a voxel size of 0.22 x 0.22 x Ll 11 µm 
and 0.31x0.31x0.57 µm in the X x Y x Z plans, with the Zeiss and Olympus confocal micro
scope, respectively. Jmages of treated tissues were taken using thc same settings used for 
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control tissues for each experiment. At least five images of PCV and arterioles (20-45 µm 
diameter and 200 µm length) wcre obtained from the middle along the longitudinal axis until 
the lateral top segment of the vessel (i.e. semi-vessel) per tissue, whereas at least eight images of 

whole capillaries (200 µm length) were collected pcr tissue. Analysis oftotal fluorescence inten
sity (average gray value of all lhe pixels in thc analyzed arca), ami size and density of gaps 
between adjacent smooth muscle/pericytes were carried out using Jmage J software. Three
dimensional reconstitution of the imagcs was carried out using IMAR!S x64 7.4.2 software. 

In vivo vascular permeability assay 

To evaluate vascular permeability induced by SVMPs in the skin of mice, Evans Blue dye was 

used as marker of extravasation according to the protocol described by Radu and Chernoff 
[2:1]. with sorne modifications. Briefly, groups offive animals ( 18-20 g) wcrc injccted by inlra

venous (i.v.) route in the lateral tail vein with 200 µl ofEvans Blue dye (6 mg/ml). dissolved in 
PBS. After 5 min, mice were injected by intradermal (i.d.) routc in the ventral abdominal 

region with either 2 µg ofBaPl or 1 µg of CsH 1, dissolved in 50 µl of PBS. Thcse doses were 
selected sin ce they do not induce haemorrhagc in the skin, as to avo id the dcvelopmen t of a 
haemorrhagic lesion that would interfere with the measurement ofEvans Bluc extravasation, 
and in order to maintain the same protein mass ratio (2: 1) used in thc i11 1'ÍV11 modcl described 
above. Controls received SO µl of PBS alone by i.d. route. Fiftecn minutes after i.d. administra
tion, mice were sacrificed by cervical dislocation, their skin was removed, and thc a rea of 
plasma, i.e. Evans Blue, extravasation was measured. 

Statistical analysis 

Results wcre expressed as the mean± standard error of mean (SEM). Statistical significance 
was dctermincd by one-way analysis ofvariancc (ANOVA) and multifactorial ANOVA (when 
more than one factor was analyzed) with Tukey as pust Jwc test using thc IBM SPSS Statistics 

22.0 and GraphPad Prim 6 software. 

Results 

Effects on BM components 

In order to study the dose and time dcpendence ofthe effects induced by B.iPI on thc vascula

lure of cremaster muscle. and to define the optima! conditions for further studies, isolated tis
sues were incubated with different amounts ofBaPI for either 5 or 15 min. In conditions 

without blood flow and topical application of the toxin, BaP 1 induced a decrease in fluores
cence intensity oftype IV collagen immunostaining ofthe BM of capillaries, as compared to 
controls, at multiple doses and two time points (Fig 1 B). No significan! differences were 
observed in the fluorescence intensity oftype IV collagen of arteriales (Fi!: l A) and PCV (Fig 

.l_C); however, there was a trend to a dose-dependent decrease of the intensity in PCV. 
The intermediate dose (i.e. 30 µg) and the time lapse of IS min were sclected to study the 

effect of BaPI on other BM components in the ex vivo model. Under these conditions, BaPl 
induced a decrease in fluorescence intensity for laminin at the BM of capillaries (p < O.OS) and 
PCV (p < 0.01 ), but not in arterioles (Fig 2!\ und ~C). Conversely, no significant differences in 
fluorescence intensity were observed in vascular BM immunostained for nidogen (Fig ~Il). 

In order to study the effects ofBaPl on vascular BM in conditions of blood flow, this SVMP 
was injected via lhe i.s. route to anesthetized animals. Aftcr IS min, lhe tissues were dissected 

out for analysis. Type IV collagen was selected for these studies since it plays an importan! 
structural role in the mechanical stability of RJ\.l [25- 30], and has been identificd as a potential 
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representative three-dimensional images of each vessel type immunostained lor type IV collagen are shown with a gray color coding 
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key target in the action ofhaen1orrhagic SVMPs [6,7,17,31 ]. In contras! to the effcct induced 

by BaPI for BM type IV collagen in the ex vil-o model, which occurred prcdominantly in 

capillaries (hg 3¡\), this SVMP induced a widespread reduction in immunostaining in artcri

olcs and PCV in thc in l'ivo model, i.e. in conditions in which blood flow was prcsent (Fi g 3B). 

In contrast to BaPI , the PIII SVMP CsH I induced a decrease in fluorescence intensity for 
type IV collagen immunostaining in the three vessels types in the isolated tissue, i.c. without 

blood flow (Fig 3C), as well as in conditions in which flow was present (Figs 30 and 2E). The 
ovcrall multivariate analysis of variancc for the effcct of BaPJ and CsH I in the ex vivo and i11 

vivo models highlights a difference between treatments (p < 0.001) and vcssel types (p < O.OS), 
but not bctwecn prcscnce or absence ofblood flow. 

Effects on endothelial cell-to-cell junctions 

Antibodies against VE cadherin werc used as markers to evaluate the effects of BaP l and CsH 1 

on thc cndnthdial cell-to-cdl junclions ofblood vcssels. \Vhen SVMPs werc evalualcd ex vivo 

on the isolated mouse cremaster muscle, no significan! changes were observed in total fluores
cence intensity for VE cadherin staining or vascular endothelial morphology, as compared to 

controls. However, whcn effccts were evaluated i11 vivo, a disruption in the alignment ofVE

cadherin staining was observcd in 50% of the analyzed images of PCV in tissues trcated with 

BaPI, as compared to controls (1-'ig 4). In spitc of this loss of continuous staining induccd by 
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BaPI, no significant decrease in total fluorescence intensity for VE cadherin staining was 
found in PCV in the in vivo model. This change in morphology was neither observed in arteri

ales nor capillaries after treatment with BaPI . In contras!, CsH 1 <lid not induce any evident 
change in vascular endothelial morphology in any of the studied modcls. 

Effects on vascular permeability 

In order to evaluate vascular permeability induced by both SVMPs, thc arca of plasma extrava

sation induced by toxin after i.d. administration was measured using Evans Blue dye as 
marker. The same protein mass ratio (2:1) used in the immunohistochemistry experiments 
was employed. An in crease of vascular permeability was eviden t aftcr administration of 2 µg of 

BaPI with a mean extravasation a rea of87 ± 13 mm2 (bg 5). By contras!, 1 µg of CsH 1 <lid not 
induce an increment in vascular permeability, since most ofthe tissues looked similar to con
trols, with only small areas of extravasation observed in some animals. Control animals did 
not show arcas of extravasation in the skin. 

Effects on gaps between adjacent smooth muscle cells and pericytes 

When BaPI was applied directly on isolated mouse cremaster muscles (model without blood 
llow), a significa ni increase on the size of gaps between adjacent smooth muscle cdls and peri
cytes was observed in arterioles (p < 0.001 , Fig 6t\) and PCV (p < O.OS, Fig 6B), as compared 

to controls. Moreover, this increment in gap size was observed together with an increase in 
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Fig 3. Elfect of BaP1 and CsH1 on type IV collagen from vascular BM on mouse cremaster muscle. lsolated cremaster muscles were 
incubated with either (A) 30 µg of BaP1 or (C) 15 µg of CsH1 (model without blood flow). In another experiment. anesthetized mice were 
injected by intrascrotal route with either (B) 60 µg of BaP1 or (D) 30 µg of CsH1 (model with blood flow). Controls were incubated or injected 
with PBS. Alter 15 min of exposition to toxin in each model, whole cremaster muscles were fixed and immunostained for observation by 
confocal microscopy and analysis of total fluorescence intensity for type IV collagen. Results are expressed as the mean± SEM of the 
percentage of intensity related to control of al least five images of each vessel type per animal (n = 4). (E) Representative three-dimensional 
images of each vessel type immunostained for type IV collagen are shown with a gray color coding spectrum (black as low fluorescence 
intensity regions and whrte as high fluorescence intensity regions) for CsH1 30 µg and control applied in anesthetized mice (i.e. model with 
blood flow). The images show a decrease in fluorescence intensity for type IV collagen in BM of arteriales, capillaries, and PCVof treated 
tissues as campared to control. Scale bar represents 30 µm. •p < 0.05, ••p < 0.001 as compared to control. Col IV: type IV collagen; PCV: 
post-capillary ven u les. 

doi: 10.1371 ~ournal.pone.0168643.g003 

gap density in arteriales (p < O.OS, Fig 6_C), but not in PCV (Fig 6D). Conversely, when BaP 1 

was administered in the anesthetized animal (model with blood flow), no changes werc 

observed in gap size and densily for neither arteriales nor PCV. Furthermorc, CsH 1 <lid not 

induce any change in size and density of gaps in neither arterioles nor PCV in any of thc stud

icd modcls. The ovcrall multivariate analysis ofvariancc for the cffcct ofBaPI and CsHI in the 

ex viw and in vivo models indicated a difference between treatments (p < 0.01) and between 

conditions of prcsencc and absence of blood flow (p < 0.01) for both arteriales and PCV. 
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Control BaP1 

Fig 4. In vivo effect of BaP1 on endothelial ceJl-to·cell junclions on mouse cremaster muscle vasculature. Anesthetized mice were 
injected by intrascrotal route with 60 µg of BaP1 (model with blood flow). PBS was injected in controls. Alter 15 min, cremaster muscles were 
dissected out, fixed and immunostained for observation by confocal microscopy and analysis of the endothelial cell-to·cell junctions. 
Figure shows representative three-dimensional images from al least five images of each vessel type per animal (n; 4) immunostained for VE
cadherin. Notice the loss of junctional VE cadherin staining in PCV of treated tissues (arrows). Scale bar represents 30 µm. Art: arterioles; Cap: 
~:8.J>illélries; PCV:_p?~!~Célpillary venules. 

do i: 1 0.1371 [Joumal.pone.0168643.g004 

Dlscussion 
This study assessed the action oftwo hemorrhagic SVMPs on the three main components of 

biood vessels in the microvasculature. Our observations clearly underscore that these SVMPs 

alter BM components in microvessels, particularly in capillaries. Previous studies have demon

strated the ability ofthese and other SVMPs to degrade type IV collagen, laminin and nidogen 

in different in vivo models {7,16-18,3_2). However, since most of these studies used tissue 

homogenates and wound exudates, the precise origin ofthe degradation products detected is 

unknown. Our work demonstrates a decrease in the immunostaining oftype IV collagen and 

laminin from the BM ofblood vessels in a whole tissue preparation, as detected by confocal 

microscopy, suggesting a degradation ofBM componen Is by these enzymes. 

The action of SVMPs on the vascular BM depends on their ability to reach this extracellular 

matrix structure, and to bind and degrade specific BM components. Moreover, the diffusion 

of degraded proteins and fragments away from the BM after hydrolysis also influences the 

immunostaining ofthese components in tissue preparatio ns. Previous studies have demon· 

strated that PIII SV.MPs co·localize with BM components ofblood vessels to a higher extent 

than PI SVMPs, which have a more widespread distribution in the tissue [6,7). This higher 

binding capacity of PI!I SVMPs to microvessels is associated with the presence of exosites 

located in the Dis-likc and Cys-rich domains of the toxin [~,33-37) . This could explain the 

greater effect of PIII SVMPs as compared to PI SVMP on the vascular BM on isolated tissue. 

According to our r esults, both PI and PIII SVMPs degrade type IV collagen from the BM in 

capillaries to a higher extent than in PCV and arterioles. Moreover, it seems that the BM of 

PCV is more susceptible to degradation by SVMPs than its arteriolar counterpart. This might 

suggest that the ability of SVMPs to rea ch BM of PCV and arterioles is limited dueto structural 

constraints in the wall o f these vessels. However, BaPl was able to degrade laminin in PCV, 

evidencing its ability to reach the BM ofth is vessel type. Moreover, it has been demonstrated 

that CsH J binds to BM components of arterioles, capillaries, and PCV to a similar extent [7]. 

Taken together, these observations argue against the poor accessibility as the main cause 

behind the differences in the patterns uf degradation o f BM in various microvessel types. 

The ability o fBaPJ to reduce the immunostaining oflaminin to a greater exten t than type 

IV collagen might be duc to the fact that type IV collagen constitutes a more stablc covalently-
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Fig 5. Effect of BaP1 and CsH1 on vascular permeability alter intradermical appllcation. Mice received 
an intravenous injection of 200 µI of Evans Blue dye (6 mg/ml). Alter 5 min. mice were injected by intradermal 
route, in the ventral abdominal region, with either 2 µg of BaP1 or 1 µg of CsH1. PBS was injected as control in 
another group of animals. Alter 15 min mice were sacrificed by cervical dislocation, their skin was removed 
and the a rea of extravasation was measured. (A) Results are expressed as the mean± SEM (n 5). 
••p ~O.:go.1.~5. ~()~!'~~~ !() C~~~: (B) ~i~urE! s~()"".~ rE!pre~entativ.e images from five animals analyz¡¡d. 

doi:10.1371f¡ournal.pone.0168643.g005 

linked network, in contras! to laminin [25- 30]. Hcnce, it is likely that , even if typc IV collagcn 

is hydrolyzed, epitopes could rema in within the BM, whereas laminin degradation products 
might be easily washed out from this structure. Previous investigations demonstrated the deg

radation of nidogen by SVMPs on tissue homogenates and on the BM prcparatiun Matrigd i11 

vitro [7,1 fí, 17,32]. Conversely, we did n ot observe a reduction in the immunostaining of nido

gen, which may indicate that BaPJ does not degrade nidogen ofvascular BM on thc isolated 
cremaster muscle. One explanation for this disagreemcnt is that cpitnpcs cernid remain bound 

to BM even after nidogen is hydrolyzed by BaPI, which would be evidenced by western blot of 
tissue homogenates but not by immunohistochemistry. Another possible explanation is that 

nidogen and its degradation products detected in western blot of tissuc hmnogcnatcs might 
come from the BM of other tissue structures such as muscle and nerves. 

When toxins were evaluated in the i11 vivo model, i.e. in thc prescnce ofblood tlow, the 
effect of CsH 1 on typc IV collagen uf blood vessels was similar to the effoct secn in thc ex vivo 

model. However, in the case uf BaP 1, loss of immunostaining was also evident in the BM uf 
arterioles and PCV in the presence ofblood tlow, but not in its absence. This discrepancy is 
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likely due to the different distribution oftoxins in the tissue in these two experimental settings. 
In the ex vivo model, toxins were topica\\y applied on thc isolated tissuc, i.e. in absence of 

b\ood flow. Instead, in the i11 vi1•0 model SVMPs were applicd by the i.s. route, in the prcsence 
ofblood flow. Thus, the toxin distribution is likely to be diffcrent in these experimental mod
ds. Differences in temperature might a\.m affect thc distribution ami enzymatic activity ofthe 
SVMPs, since the ex vivo model is performed at room temperature, whereas i11 vivo the toxins 

are acting at body temperature. 
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On the other hand, it has been described that the mechanical properties of the BM vary 
depending on the action ofhemodynamic biophysical forces (i.e. wall tension and shear stress) 
operating under blood flow conditions in the microvasculature {3!1J. Therefore, under blood 
flow the susceptibility of BM components to the action of proteinases may be higher owing to 
the increased wall tension and mechanical stress. Studies have demonstrated that wall tension 
may play role in increasing the expression and activity of matrix metalloproteinases (MMPs) 
[3'1--11). This hypothesis as related to SVMPs deserves further investigation. In addition, deg

radatiun products generated as a result ofhydrolysis by SVMPs might be easily removed from 
the tissue i11 vivo whereby draining through the Iymphatic vessels operate. 

The degradation of type !V collagen in BM of capillaries induced by both SVMPs, with or 

without blood flow, supports thc hypothesis that hydrolysis of this protein is a key event in the 
microvascular dama ge and haemorrhagic action of SVMP, as previously proposed [ 6, 7, 17,31]. 

Moreover, thc fact that SVMPs reduce the immunostaining oftype IV collagen in conditíons 
of lack ofblood flow lends support to the 'two-step' hypothesis for explaining the mechanism 

of action ofhemorrhagic SVMPs [8J. The first step. i.e. hydrolysis ofBM components, which 
can occur in the absen.:c offlow as shown here, is a separate event from the second step, i.e. 

the distention and Ji~ruption of capillary wall integrity, which depends on hlood flow. 
Enduthelial cells are an irnportant cornpunen t of vascular vessels. Previous wurk has shuwn 

altcrations in vascular cndothelial cells induced by haemorrhagic SVMPs, an effect associated 
in l'il'IJ with the distention uf the capillary wall as a consequeni:e of the hydrolysis and posterior 
weakcning of the BM. This rapid effect in vivo, occurring within few min, is not due to a direct 
cpotoxic effect on endothclial cells [ l 'J,21 ,.12-•14 ]. It was therefore of interest to assess the 

action of SVMPs on endothclial cells in our rnodel. 
VE-cadherin is a transmcmbrane protein exdusively expressed by endothelial cells with an 

adhesive function in the vascular cell-cell contact. VE cadherin plays an irnpurtant role in the 
rnicrovascular intcgrity [45,46] and contributes to the regulation ofvascular pern1eability [47J. 
Our results demonstrate that BaPJ is able to disrupt the endothelial barrier in PCV in the in 

VÍl'll model. Thís change in the morphology índuced by BaPI in cell-cell junctions is similar to 

that described after an inflarnrnatory stimulus, and is associated with changes in VE-cadherin 
localízation, internalízation or dísassembly [<l7-49J. Interestíngly, a rnechanism ofSVMP

induced extravasation, known as haernorrhage per diapeclesis, has been described in PCV; in 
this case crythrocyte cxtravasation occurs through widcned intercellular junctions in venular 

endothelial cells [ 11] . Thus. the possible effcct of SVMPs in endothelial ce lis junctions in PCV, 
using VE-cadherin as a marker, may províde clues on the rnechanisrn ofhaemorrhage pcr 
cliapeclesis. 

The observed effect of BaPI on VE-cadherin could be dueto proteolysis. However, the fact 
that such effect occurred in the i11 vivo model, hut not in the ex viw1 settíng, and that VE-cad
herin would be accessiblc fur hydrolysis in both experimental conditíuns, argues agaínst this 

explanation. On the other hand, it was sornehow surprising that C~Hl did not exert this effect 
ofVE-cadherin. An explanation for this apparently puzzling observation may have to do with 

the different pro·inílammatory activity of these toxins, evidenced by their ahility to induce 
extravasation of Evans Blue. BaP J exerts a strong pro-inflammatory action, causing oedema 

associated with the synthesis and release of several inflammatory rnediators [2 l ,:!2,50-53]. In 
contrast, CsHI excrts a rnuch lower increase in plasma extravasatíon in our experimental set

ting at the dose testcd. Sínce increments in vascular permeability are associated with opening 
of endothelíal cell junctions, which in turn ínvolve VE-cadherin, the different effect described 

for the action of these two SVMPs in thís cell marker can be explained on the basis uf theír dif
ferent pro-inflammatory actívity. This rnechanisrn would operate i11 vil'o but not in ex vivo 

conditions where blood flow is absent. 
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Other important components ofthe microvasculature are smooth muscle cells and peri

cytes. In most tissues arteriales are surrounded by layers of smooth muscle cclls with tight 
junctions between adjacent cells, whereas PCV are irregularly covered by smooth musclc cells, 
and have a net-like cell layer ofpericytes embedded within the venular BM, with gaps between 
adjacent cells [S,1-56]. The effects ofSVMPs on these vascular components have not been 
studied befare and may, therefore, illustrate a hitherlo unknown aspect ofSVMP-induced 
local pathology. 

Our results dernonstrate that BaPl induces an increase in density of gaps between smooth 
muscle cells/pcricytes in arteriales but not in PCV in ex vivo conditions, i.c. without blood 
tlow. Thus, new gaps are created in arteriales, while there is an increase in the size ofpre-exist
ing gaps in PCV. On the other hand, in the presence ofbluud flow these cffects on arteriales 
and PCV were not observed far either toxin. 

This incrcase in gap size in PCV and neo-formation uf gaps in arteriolcs could be associated 
with cell damage or cell contraction. Previous studies havc describcd an increasc in the gap 
size in PCV after intlammatory stimulus [~7-5'.l]. Howevcr, when BaPI was injected in the tis
sue with blood tlow, in conditions where intlammation develops, no cffects on gaps were 
observed, thus arguing against intlammation as the cause of these phenomena. lntcrestingly, 

CsHI <lid not induce any effect on either gap size and gap density. This could be explained un 
the basis ofthe prcsencc of exosites in the extra domains of CsHI, which are likcly to direct 

and cuncentrate this SVMP in the BM ofthe vessels. In contrast, BaPI can upcrate un different 
tissues or structures dueto the lack of targeting of this SVMP to vessel walls, as described pre

viously [7]. Thus, the different 'directiunality' of SV.MPs having variable domain structure may 
impact on their ability tu damage capillaries, arteriales and PCV. 

Pericytes are dosely associated with endothelial cells, and play a role in maintaining the 
integrity of the vessel walls, vessel contractility, regulation ofblood flow, vascular BM rernodel

ing during intlammation, vascular developrnent, angiogenesis, and wound healing [59-62]. 
Thus, the effects ofSVMPs on arteriolar smooth muscle cells and pericytes could play an 

important role in the pathogenesis of tissue dama ge and constitute an unexplorcd target far 
the search of novel therapeutic avenues in snakebite envenoming. Prcvious studies have dem

onstrated that B. asper venom affects the smooth rnuscle of lymphatic vessels through the 
action ofmyotoxic phospholipases A2 [63]; howevcr, our findings on thc action ofSVMPs on 

smooth muscle cclls and pericytes have not been previously described far a SVMP. In the con
text of the overall pathogcnesis of viperid venom-induced local tissuc dama ge, it is likely that 
arteriolar and othcr smooth muscle celts rnight be affected by thc combincd action of myotoxic 

phospholipases A2 and SVMPs, especially PI SVMP. 

Conclusions 
Thc study ofthe ex vivo and in vil'O effects ofSVMPs on whole tissue using high rcsolution 
con focal microscopy tcchniques provides new insights into the effects ofSVMPMs on the 
three compunents ofmicrovasculature. Our findings demonstrate that buth hacmorrhagic 
SVMPs are able to degrade type IV collagcn in BM of capillarics in vivo, which supports thc 
hypothesis that hydrolysis of this protein is an important cvent in thc haemorrhagic action of 
these toxins. Moreover, BaPI disrupts the endothelial barrier in PCV and incrcases vascular 

permeability. Furthermore, BaPl is able to create new gaps bctween smooth musclc cells in 
arteriales and increase gap sizc between pericytes in PCV in ex vivo conditions_ In contrast, thc 
actiun ofthe PIII SVMP CsHI is more directed towards the BM ofmicrovesscls, probably as a 
conscqucnce of the presence of exosites in various domains of this enzymc, which direct it to 
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targets in the BM. Our results underscore the complexity of the pathological effects induced by 
SVMPs in the microvasculature. 

Acknowledgments 

Sorne of the cxperimen ts dcscribed in this study were performed at the Cen ter for Research in 
Microscopic Structures (CIEMIC) at the University of Costa Rica. This study was performed 
in partial fulfillment ofthe requirements for the PhD degree for Cristina Herrera at Universi
dad de Costa Rica. 

Author Contributions 

Conceptualiz.ation: CH MV TE AR SN JMG. 

Data curation: CH MV SN. 

Formal analysis: CH MV. 

Funding acquisition: MV SN JMG. 

InYcstigation: CH MV TE AR. 

Methodology: CH MV SN. 

Project administration: SN JMG. 

Rcsourccs: MVTEARSNJMG. 

Supervision: MV SN JMG. 

Validation: CH MV SN JMG. 

Visualization: CH MV. 

Writing - original draft: CH TE AR JMG. 

Writing - rrncw & cditing: MV SN JMG. 

References 
1. Gutiérrez JM. Snakebite Envenomation in Central America. In: Mackessy SP, editor. Handbook of Ven

oms and Toxins of Reptiles. Boca Raton: CRC Press Taylor and Francis Group; 201 O. pp. 491-507. 

2. Gutiéfrez JM, Lomonte B, Rucavado A, Cha ves F. Venenos de serpientes de la familia Viperidae en 
América: bioquímica yfiopatología. In: D"Suze G, Corzo-Burguete G, Paniagua-Solís J, editors. Emer
gencias Médicas por Animales Ponzoñosos en las Américas. México: Dicresa; 2011. pp. 461-487. 

3. Calvete JJ. Proteomic tools against the neglected pathology of snake bite envenoming. Expert Rev Pro
teomics. 2011; B: 739-58. doi: 1O.1586/epr. 11.61 PMlD: 22087658 

4. Gutiérrez JM, Rucavado A. Snake venom metalloproteinases: their role in thc pathogenesis of local tis
sue damage. Biochimie. 2000; 82: 841-50. PMID: 11086214 

5. Fox JW. Serrano SMT. Structural considerations of the snake venom metalloproteinases, key members 
of the M12 reprolysin family of melalloproleinases. Toxican. 2005; 45: 969-85. doi: .10.1016ij.toxicon. 
2005.02.012 PMID: 15922769 

6. Baldo C, Jamara C, Yamanouye N, Zorn TM. Maura-da-Silva AM. Mechanisms of vascular damage by 
hemorrhagic snake venom metalloproteinases: tissue distribution and in si/uhydrolysis. PloS Negl 
Trop Dis. 2010; 4: e727. doi: 10.1371/journal.pntd.0000727 PMID: 20614020 

7. Herrera C, Escalante T, Voisin M-8, Rucavado A, Morazán O, Macédo JKA, et al. Tissue localization 
and extracellular matrix degradation by PI, Pll and PHI snake venom metalloproteinases: clues on the 
mechanisms of venom-induced hemorrhage. PLoS Ncgl Trap Dis. 2015; 9: e0003731. doi: 10.1371/ 
journal.pnlrJ.0003731 PMID: 25909592 

PLOS ONE 1001: 1O.1371/journal.pone.0168643 December 16, 2016 14/17 



'.~·PLOS 1 ONE 

8. 

9. 

10. 

11. 

12. 

13. 

14. 

15. 

16. 

17. 

18. 

19. 

20. 

21. 

22. 

23. 

24. 

25. 

26. 

27. 

28. 

Effect el Venom Metalloproteinases in the Microvasculature 

Gutiérrez JM, Rucavado A, Escalante T, Diaz C. Hemorrhage induced by snake venom metalloprotei
nases: biochemical and biophysical mechanisms involved in microvessel damage. Toxican. 2005; 45: 
997-1011. doi: 1.0..J.()_Hifi._to~i9_ori .. 2.oo.5"0-~0_2J! PMID: 15g?g!"o'J 

Escalante T, Rucavado A, Fax JW, Gutiérrez JM. Key events in microvascular damage induced by 
snake venom hemorrhagic metalloproteinases. J Proteomics. 2011; 7 4: 1781-1794. doi: to.J 0.1 p!j. 
jp~o).2.PJ_1_.()3~Q26 PMID: 21447411 

Osaka A, Suzuki K, Oashi M. The spurting ol erythrocytes through junclions ol the vascular endothelium 
lreated with snake venom. Microvasc Res. 1975; 10: 208-13. PMID: t18Ei527 

GonQalves LR, Mariano M. Local haemorrhage induced by Bothrops jararaca venom: relationship to 
neurogenic inllammation. Mediators lnflamm. 2000; 9: 101-7. doi: J Q. 1080/0¡)_629.350_0411569 PMID: 
10958383 

Gutiérrez JM, Escalante T, Rucavado A, Herrera C. Hemorrhage caused by snake venom metallopro
leinases: a journey of discovery and understanding. Toxins (Basel). Multidisciplinary Digital Publishing 
lnstitute: 2016; 8: 93. 

Osaka A, Jusi M, Habermann E. Action ol snake venom hemorrhagic principies on isolated glomerular 
basement membrane. Biochim Biophys Acta. 1973; 323: 415-28. PMID: 4357021 

Baramova EN, Shannon JO, Bjarnason JB, Fox JW. Degradation ol extracellular matrix proteins by 
hemorrhagic metalloproteinases. Arch Biochem Biophys. 1989; 275: 63-71. PMID: 2_817904 

Baramova EN, Shannon JO, Bjarnason JB, Fax JW. ldenlificalion ol the cieavage siles by a hemor
rhagic metalloproteinase in type IV collagen. Matrix. 1990; 10: 91-7. PMJD: 2374521 

Escalante T, Shannon J, Maura-da-Silva AM, Gutiérrez JM, Fax JW. Novel insights into capillary vessel 
basement membrane damage by snake venom hemorrhagic metalloproteinases: a biochemical and 
immunohistochemical study. Arch Biochem Biophys. 2006; 455: 144-53. doi: 10, 1016/j.abb.2006_.0_9 .. 
()18 PMID: E.0559.Q9 

Escalante T, Ortiz N, Ruca vado A, Sánchez EF, Richardson M, Fax JW, et al. Role ol collagens and 
perlecan in microvascular stability: exploring the mechanism ol capillary vessel damage by snake 
venom metalloproteinases. PLoS One. 2011: 6: e28017. doi: 1o, 1_371/io_umal.pone.002!\QU PMID: 
22174764 

Escalan te T , Rucavado A, Pinto AFM. Terra RMS, Gutiérrez JM. Fox JW. Wound exudate as a proteo
mic window to revea! different mechanisms el lissue damage by snake venom toxins. J Proteome Res. 
2009; 8: 5120-31. doi: J.Q. J.P?1./pr:9.P.P4Bgm PMID: 1976;4775 

Lamente B, Gutiérrez JM, Borkow G. Ovadia M, Tarkowski A, Hanson LA Activity ol hemorrhagic 
metalloproteinase BaH-1 and myotoxin 11 lrom Bothrops aspersnake venom on capillary endothelial 
cells in vitro. Toxican. 1994; 32: 505-10. PMID: 8_QS.3QQ3 

Lamente B, Lundgren J, Johansson B, Bagge U. The dynamics ol local tissue damage induced by 
Bothrops aspersnake venom and myotoxin 11 on the mouse cremaster muscle: an intravital and electron 
microscopic study. Toxicon. 1994; 32: 41-55. PMID: 923Z336 

Rucavado A, lomonte B, Ovadia M, Gutiérrez JM. Local tissue damage induced by BaP1, a metallopro
teinase isolated from Bothrops asper(Terciopelo) snake venom. Exp Mol Pathol. 1995; 63: 186-99. 
doi: .1.0 , ,10,0_6!e~mp.1995. 1042 PMID: 9.062552 

Gutiérrez JM, Romero M, Diaz C, Borkow G, Ovadia M. lsolatlon and characterization of a metallopro
teinase with weak hemorrhagic activity lrom the venom ol the snake Bothrops asper (terciopelo). Toxi
can. 1995; 33: 19-29. PMID: 7778t26 

Watanabe l, Shannon JO, Valen te RH, Rucavado A, Alape-Girón A. Kamiguti AS, el al. Amino acid 
sequence and crystal structure el BaP1 , a metalloproteinase lrom Bothrops aspersnake venom that 
exerts multiple tissue-damaging activilies. Protein Sci. 2003; 12: 2273-81 . doi: 10.111Olps,03102403 
PMID: 14500885 

Radu M. Chernoff J. An in vivo assay to test blood vessel permeability. J Vis Exp. 2013; e50062. doi: 
10.3791150062 PMID: 23524912 

Yurchenco PO, Amenta PS, Patton BL. Basement membrane assembly, stability and activities 
observed through a developmental lens. Matrix Bici. 2004; 22: 521-38. doi: 1.0 .. 10161j .matbjo.2003.1 O. 
Op6 PMID: 14996432 

Yurchenco PO. Basement membranes: cell scaffoldings and signaling platforms. Cold Spring Harb Per
spect Bici. 2011; 3. 

Kühn K, Wiedemann H, Timpl R, Risteli J, Dieringer H, Voss T, et al. Macromolecular structure ol base
ment membrane collagens. FEBS Lett. 1981; 125: 123-8. PMID: 6262125 

Kühn K. Basement membrane (type IV) collagen. Matrix Bici. 1995; 14: 439-45. PMID: 7795882 

PLOS ONE 1 001: 10.1371f¡ournal.pone.0168643 December 16, 2016 15 / 17 



·.~·PLOS 1 ONE 

29. 

30. 

31. 

32. 

33. 

34. 

35. 

36. 

37. 

38. 

39. 

40. 

41. 

42. 

43. 

44. 

45. 

46. 

47. 

Effect of Venom Metalloproteinases in the Microvasculature 

Timpl A , Wiedemann H, van Delden V, Furthmayr H, Kühn K. A network model for the organization or 
type IV collagen molecules in basement membranes. Eur J Biochem. 1981; 120: 203-11. PMID: 
f52746_~ 

Poschl E, Schlotzer-Schrehardt U, Brachvogel B, Saito K, Ninomiya Y, Mayer U. Collagen IV is essen
tial for basement membrane stability but dispensable for initiation of its assembly during early develop
ment. Development. 2004; 131: t 619-28. doi: )_O. t2'_1_2/dev.1)1,037 PMID: _1_4998921 

Herrera C, Macédo JKA, Feoli A, Escalante T, Rucavado A, Gutiérrez JM, et al. Muscle tissue damage 
induced by the venom of Bothrops asper. identification of early and late pathological events through 
proteomic analysis. PLoS Negl Trap Dis. 2016; to: e0004599. doi: J.Q.1_371/journal.pntd.0004599 
PMID: 2703534_3 

Bemardes CP, Menaldo DL, Camacho E, Rosa JC, Escalente T, Rucavado A, et al. Proteomic analysis 
ot Bofhropspirajaisnake venom and characterization of BpirMP, a new P-1 metalloproteinase. J Proteo
mics. 2013; 80: 25o-67. doi: _1_0.1016/j.jprot.2013.0_1 1)21 PMID: 2_3~85358 

Maura-da-Silva AM, Ramos OHP, Baldo C, Niland S, Hansen U, Ventura JS, et al. Collagen binding is a 
key factor for the hemorrhagic activity of snake venom metalloproteinases. Biochimie. 2008; 90: 484-
92. doi: 1IJ.10)_6/j.b[~l")i,2QOZ.1_1_._0Q9 PMID: 18096518 

Pinto AFM, Terra RMS, Guimaraes JA, Fox JW. Mapping von Willebrand factor A domain binding sites 
on a snake venom metalloproteinase cysteine-rich domain. Arch Biochem Biophys. 2007; 457: 41-6. 
doi: _10.JOJ6/j.ab_b.2006.10.01OPMID:1]118.33.2 

Serrano SMT, Jia L-G, Wang D, Shannon JD, Fox JW. Function of the cysteine-rich domain of the hae
morrhagic metalloproteinase atrolysin A: targeting adhesion proteins collagen 1 and von Willebrand fac
tor. Biochem J. 2005; 391: 69-76. doi: 11).1_042/BJ20050483 PMID: 15929722 

Serrano SMT, Kim J, Wang D, Dragulev B, Sharmon JD, Mann HH, et al. The cysteine-rich domain of 
snake venom metalloproteinases is a ligand for von Willebrand factor A domains: role in subslrate tar
geting. J Biol Chem. 2006; 281: 39746-56. doi: 10,J_O.z1/jb_c.M60~855200 PMID: 17040908 

Serrano SMT, Wang D, Shannon JD, Pinto AFM, Polanowska-Grabowska RK, Fox JW. lnteraction of 
the cysteine-rich domain of snake venom metalloproteinases with the A 1 domain of von Willebrand fac
tor prometes site-specific proteolysis of von Willebrand factor and inhibition of von Willebrand factor
mediated platelet aggregation. FEBS J. 2007; 274: 3611-21. doi: 10.1111~.1742-4658.2007.05895.x 
PMID: 1757_8514 

Lee J, Schmid-Schonbein GW. Biomechanics of skeletal muscle capillaries; hemodynamic resistance, 
endothelial distensibility, and pseudopod formation. Ann Biomed Eng. 1995; 23: 226-46. PMID: 
7!3_~1W.l) 

Zhou D, Lee HS, Villarreal F, Teng A, Lu E, Reynolds S, et al. Differential MMP-2 activity of ligament 
cells under mechanical stretch injury: an in vitro study on human ACL and MCL fibroblasts. J Orthop 
Res. 2005; 23: 949-57. doi: 10_.1 Ol!5ILor!hres_.2_oo_5.01.022 PMID: 16023011 

Raffetto JD, Qiao X, Koledova W, Khalil AA. Prolonged increases in vein wall tension increase matrix 
metalloproteinases and decrease constriction in rat vena cava: Potential implications in varicose veins. 
J Vasc Surg. 2008; 48: 447-56. doi: 1_0.1_0_16/j .jvs.2008.03.00,_1 PMID: )_8592086 

Kucukguven A, Khalil RA. Matrix metalloproteinases as potential targets in the venous dilalion associ
ated with varicosa veins. Curr Drug Targets. 2013; 14: 287-324. PMID: 23316963 

Ownby CL, Bja mason J, Tu AT. Hemorrhagic toxins from rattlesnake ( Crola/us atrox) venom. Patho
genesis of hemorrhage induced by three purified toxins. Am J Pathol. 1978; 93: 201- 18. PMID: 696805 

Moreira L, Borkow G, Ovadia M, Gutiérrez JM. Pathological changes induced by BaH t, a hemorrhagic 
proteinase isolated from Bofhrops asper (Terciopelo) snake venom, on mouse capillary blood vessels. 
Toxican. 1994; 32: 976-87. PMID: 798_5_292 

Diaz C, Valverde L, Brenes O, Rucavado A, Gutiérrez JM. Characterization of events associated with 
apoptosis/anoikis induced by snake venom me1alloproteinase BaP1 on human endo1helial cells. J Cell 
Biochem. 2005; 94: 520-8. doi: 10.1002/jc;b.20322 PMID: 1_5543558 

Corada M, Mariotti M, Thurston G, Smith K, Kunkel R, Brockhaus M, e1 al. Vascular endo1helial-cad
herin is an importan1 determinant of microvascular integrity in vivo. Proc Natl Acad Sci U S A. 1999; 96: 
9815-20. PMID: 10449777 

Dejana E, Orsenigo F, Lampugnani MG. The role of adherens junctions and VE-cadherin in the control 
of vascular permeability. J Cell Sci. 2008; 121: 2115-22. doi: 10.1 242/jcs.017897 PMID: 18565824 

Orsenigo F, Giampietro C, Ferrari A, Corada M, Galaup A, Sigismund S, et al. Phosphorylation of VE
cadherin is modulated by haemodynamic forces and contributes to the regulation of vascular permeabil
ily in vivo. Nat Cornmun. 2012; 3: 1208. doi: _10 .1_0_38/ncornms2199 PMID: 23169049 

PLOS ONE 1001:10.1371/journal.pone.01 68643 December 16, 2016 16 / 17 



·.~·PLOS 1 ONE 

48. 

49. 

50. 

51. 

52. 

53. 

54. 

55. 

56. 

57. 

58. 

59. 

60. 

61 . 

62. 

63. 

Effect of Venom Metalloproteinases in the Microvasculature 

Ashina K, Tsubosaka Y. Kobayashi K, Omori K, Murata T. VEGF-induced blood flow increase causes 
vascular hyper-permeability in vivo. Biochem Biophys Res Commun. 2015; 464: 590-5. doi: 10.1016/j . 
bQr:_c.2_QJ 5.07.0J•! PMID: 26163262 

Ashlna K, Tsubosaka Y, Nakamura T, Omori K, Kobayashj K, Hori M, et al. Histamine induces vascular 
hyperpermeability by increasing blood flow and endothelial barrier disruption in vivo. PLoS One. 2015; 
1 O: e0132367. doi: 10.1371/jourr:iaJ.po_ne.0132367 PMI D: 26158531 

Rucavado A, Núñez J, Gutiérrez JM. Blister formation and skin damage induced by BaP1, a haemorrha
gic metalloproteinase from the venom of the snake Bothrops asper. lnt J Exp Pathol. 1998; 79: 245-54. 
PMID: 9797720 

Farsky SH, Gom;alves LA, Gutiérrez JM, Correa AP, Rucavado A, Gasque P, et al. Bothrops asper 
snake venom and ils melalloproteinase BaP-1 aclivate lhe complemenl system. Role in leucocyte 
recruilment. Mediators lnflamm. 2000; 9: 213-21. doi: 10.1080.'.09629350020025728 PMID: 112.003_6_1 

Rucavado A, Escalante T, Teixeira CFP, Femándes CM, Diaz C, Gutiérrez JM. lncrements in cytokines 
and matrix metalloproleinases in skeletal muscle alter injection of lissue·damaging toxins from the 
venom of lhe snake Bothrops asper. Mediators lnflamm. 2002; 11 : 121-8. doi: 1_0.1_080! 
0962(!35022_0131_980PMID: 12061424 

Fe mandes CM, Zamuner SR, Zuliani JP, Rucavado A, Gutiérrez JM, Teixeira Cde FP. lnflammatory 
effects of BaP1 a metalloproteinase isolated from Bothrops aspersnake venom: leukocyte recruitment 
and release or cytokines. Toxican. 2006; 47: 549-59. doi: 10.1 OHl!j.toxicon.2006.01.009 PMID: 
J.6.529786 

Mulvany MJ, Aalkjaer C. Slruclure and function of small arteries. Physiol Rev. 1990; 70: 921-61. PMID: 
22.17559 

Shepro D, Morel NM. Pericyte physiology. FASEBJ. 1993; 7: 1031-8. PMID: 8370472 

Hirschi KK, D'Amore PA. Pericytes in the microvasculature. Cardiovasc Res. 1996; 32: 687-98. PMID: 
8915187 

Finsterbusch M, Voisin M-8, Beyrau M, Williams T J, Nourshargh S. Neutrophils recruited by chemoat· 
tractants in vivo induce microvascular plasma protein leakage lhrough secretion of TNF. J Exp Med. 
2014; 211: 1307- 14. doi: 10.1084/jem.20132413 PMID: 24913232 

Proebsd D. Voisin M-B. Woodfin A. Whlteford J. D'Acquisto F, Jones GE, et al. Pericytes support neu· 
trophil subendothelial cell crawling and breaching of venular walls in vivo. J Exp Med. 2012; 209: 1219-
34. doi: 10.108'\íjern.201 11622 PMID: 22615129 

Wang s, Cao C, Chen Z, Bankailis V , Tzima E, Sheibani N, el al. Pericytes regula te vascular basement 
membrane remodeling and govem neutrophil extravasation during inflammation. PLoS One. 2012; 7: 
e45499. doi: 10.1371f¡ournal.pone.0045499 PMID: 2:!029055 

Bergers G, Song S. The role of pericytes in blood-vessel tormation and maintenance. Neuro Oncol. 
2005; 7: 452~4. doi: 10.1215/S1J.52_8_51705000232 PMID: rn212810 

Armulik A, Abramsson A, Betsholtz C. Endothelial/pericyte interactions. Gire Res. 2005; 97: 512-23. 
doi: 10.1.161/0,1._RES.0000182903.1.66.52.d7 PMID: 16166562 

Bodnar AJ, Satish L, Yates ce, Wells A. Pericytes: A newly recognized player in wound healing. 
Wound RepairRegen. 2016; 24: 204-214. doi: 1OJ 11.1./wrr.124 15 PMID: 26969517 

Mora J , Mora R, Lomonte B, Gutiérrez JM. Etfects of Bothrops aspersnake venom on lymphatic ves
seis: insights inlo a hidden aspectof envenomation. PloS Negl Trap Dis. 2008; 2: e318. doi: 10.137) / 
¡ournal.pr¡td.0()00318 PMID: 18923712 

PLOS ONE 1 DOl:10.1371{journal.pone.0168643 December 16, 2016 17 /17 



AR TiCt:LO 111 



.¡-¡q..,· PLos r NEGLECTED 
·~· TROPICAL DISEASES 

® 
CrossMark 

b OPEN ACCESS 

Citation: Herrera C. Macedo JKA, Feoli A, Escalante 
T, Rucavado A. Gutiérrez JM, et al. (2016) Muscle 
Tissue Damage lnduced by the Veoom of Bothrops 

asper ldeotification of Earty and late Pathdogical 
Evenls through Proleomic Analysis. PloS Negl Trap 
Dis 10(4): e0004599. doi:10.1371Íjournal. 
pntd.0004599 

Editor: Robert A Harrisoo. Liverpool School of 
Tropical Medicine, UNITED KINGDOM 

Receilled: January 25, 2016 

Accepted: March 11, 2016 

Published: April 1. 2016 

Copyright: @2016 Herrera el al. This is an open 

access artide dislribuled under lhe terms of lhe 
cr¿abve Ccmmons Attribu!<on Licen~~. ~ich permits 
un<estricted use, distribution, and reproduclion in any 
medium, provided the original aulhor and source are 
credited. 

Data Availability Statement: Ali the dala is 
presented in the figures of the paper and in !he 
suppjemenlary tables. Ali the dala trom the proleom1c 
analysis is induded in the S 1 Table. 

Funding: This study was supp011ed by Vicerrectoria 
de Investigación, Universidad de Costa Rica (Y.w.•1. 
v:nv.ucr.ac,cr) (pro¡ecls 741-84-660 and 741·B&-125). 

The funders had no role in lhe study design, dala 
collection, decision to pubfish, or preparalion of !he 
manuscripl. 

RESEARCH ARTICLE 

Muscle Tissue Damage Induced by the 
Venom of Bothrops asper. ldentification of 
Early and Late Pathological Events through 
Proteomic Analysis 

Cristina Herrera1
•
2

, Jéssica Kele A. Macédo3
, Andrés Feoll2 , Teresa Escalante2

, 

Alexandra Rucavado2
, José María Gutiérrez2*, Jay W. Fox3 * 

1 Facultad de Farmacia, Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica, 2 Instituto Clodomiro Picado, 
Facultad de Microbiología, Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica, 3 University of Virginia School 
of Medicine, Charlottesville, Virginia, Uniled States of America 

• jose.guticrrez @ucr.ac.cr (JMG); jwtax @virgjr}ia.cd_u (JWF) 

Abstract 

The time-course of the pathological effects induced by the venom of the snake Bothrops 

asper in muscle tissue was investigated by a combination of histology, proteomic analysis 

of exudates collected in the vicinity of damaged muscle, and lmmunodetection of extracellu

lar matrix proteins in exudates. Proteomic assay of exudates has become an excellent new 

methodological tool to detect key biomarkers of tissue afterations for a more integrative per

spective of snake venom-induced pathology. The tlme-course analysis of the intracellular 

proteins showed an early presence of cytosolic and mitochondrial proteins in exudates, 

while cytoskeletal proteins increased later on. This underscores the rapld cytotoxic effect of 

venom, especially in muscle fibers, dueto the action of myotoxic phospholipases A2, fol

lowed by the action of proteinases in the cytoskeleton of damaged muscle fibers. Similar1y, 

the early presence of basement membrane (BM) and other extracellular matrix (ECM) pro

teins in exudates reflects the rapid microvascular dama ge and hemorrhage induced by 

snake venom metalloproteinases. The presence of fragments of type IV collagen and perle

can one hour after envenoming suggests that hydrolysis of these mechanically/structurally

relevant BM components plays a key role in the genesis of hemorrhage. On the other hand, 

the increment of sorne ECM proteins in the exudate at later time intervals is likely a con se

quen ce of the action of endogenous matrix metalloproteinases (MMPs) or of de novo syn

thesis of ECM proteins during tissue remodeling as part of the inflammatory reaction. Our 

results offer relevant insights for a more integrative and systematic understanding of the 

time-course dynamics of muscle tissue damage induced by 8. asper venom and possibly 

otherviperid venoms. 
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The local pathology induced by viperid snakes is characterized by a complex of alterations 
as consequence of direct and indirect effects ofthe toxins present in the venom, as well as 
the host response to tissue damage, and constitutes a dynamic process of degenerative and 
reparative events. The pathogenesis of local effects induced by BotJrrops asper venom has 
been studied by traditional methodologies. Recently, proteomic analysis of wound exu
dates collected in the vicinity of affected tissue has become a powerful too) to study the 
pathogenesis oflocal envenoming from a more integrative perspective. Thus, in the pres
ent study we analyzed the dynamics of the local effects induced by B. asper venom in the 
gastrocnemius muscle of mice through a proteomic and immunochemistry approach in 
order to identify biomarkers oftissue damage and repair during the course of envenoming. 
Our results showed an early presence of cytosolic and mitochondrial proteins in exudates 
as compared to cytoskeletal proteins, which rellect the rapid cytotoxic effect of venom, fol 
lowed by the action of endogenous proteinases in the cytoskeleton of damaged muscle 
fibers later on in the course of envenoming. On the other hand, the early presence of extra
cellular matrix components and the increment of sorne of them in exudates, rellect the 
rapid microvascular damage and hemorrhage induced by the venom, followed by the 
action of endogenous matrix metalloproteinases (MMPs) during tisme remodeling as part 
of the inllammatory response. Overall our study allowed the identitkation of key biomark
ers of tissue dama ge and repair as part of the pathologica) effects induced by B. aspcr 
venom in skeletal muscle, which offer re)evant insights for a better understanding of the 
complex dynamics oflocal pathology induced by viperid snakebite envenoming. 

lntroduction 
The viperid snake Botlirops asper is responsible for most snakebite cases in Central America 
and sorne regions ofMexico and South America [1.2] . The local pathology induced by viperid 
snakes is characterized by edema, blistering, hemorrhage, Jymphatic vessel damage, and necro
sis of skin and muscle, some of which can be attributed to the degradation of extracellular 
matrix (ECM) [1,3]. Such a)terations develop very rapidly after the bite, and in sorne cases can 
lead to permanent tissue dama ge. regardless of the application of antivenom treatment. Signifi
can! efforts have been undertaken over the last severa) decades to identify the toxins responsi
ble for these effects, as well as to characterize the pathogenesis ofthese alterations [3- 5). 
Nevertheless, the complexity ofthis pathology demands further analyses into hitherto 
unknown aspects of tissue damage and the complex interplay between degenerative and early 
reparative events. As envenoming is a dynamic event, it is critica! to investigate the process 
over time, which is the main focus of this study. 

The pathogenesis oflocal effects induced by B. aspcrvenom has been studied by traditional 
methodologies, such as histological and ultrastructural analyses, immunohistochemical meth
ods, and quantification of particular components and tissue markers in tissue homogenates or 
lluids, as a consequence of the aclion of crude venom and purified toxins [3,6-1_2]. De.~pite sig
nifican! advances in the study of!ocal tissue damage with these approaches, subtle changes in 
key biomarkers of tissue damage and repair during the course of envenoming rema in to be 
identified and characterized. Moreover, since the venom is a highly complex mixture of com
ponents functioning over time, relevant information related to synergistic action of toxins 
could be missed whcn working only with isolated toxins; therefore, studics with crude venom 
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may better advance our understanding from a predominantly reductionist to a holistic view of 
these multifactorial time-dependent phenomena. 

Recently, proteomic analysis of exudates collected around the affected tissue has become a 
new methodological tool to study the pathogenesis oflocal tissue damage induced by snake 
wnom from a more integrative perspective [l) - 1_7]. This approach has been used to study the 
alterations caused by B. aspcr snake venom [15]. and sorne of its toxins, such as a myotoxic 
phospholipase A2 (PLA 2) anda hemorrhagic snake venom metallnproteinase (SVMP) 
l D.14, i 6]. Moreover, proteomic analysis has allowed the comparison between the action of 
different types of hemorrhagic and non-hemorrhagic SVMPs l 13, I (>, 1 7]. These studies ha ve 
identified differences in the spccies and abundance of intracdlular proteins, ECM components, 
and other proteins present in exuda tes, which offer new insights in the mcchanism of action of 
these toxins, and in the tissue damage induccd by the venom l 13-16]. However, these studies 

ha ve been carried only at early time periods in the course of envenoming and therefore provide 
only a narrow window within the whole scenario oflocal pathology. 

In the present study we analyzed the time-course variation in the protcin composition and 
abundance ofwound exudates collected from mouse gastrocnemius muscle injected with B. 
aspcr snake venom utilizing a protcomic and immunochemistry approach, in conjunction with 
histological analysis of tíssuc alterations, with the aim of identifying biomarkers of tissue dam
agc and tissuc rcmodcling characteristic of early and late stages of envenoming. This approach 
allowed the identification of key differences in sorne intracellular protcins and ECM compo
ncnts over time, which underscores thc rapid cytotoxic and hemorrhagic effect ofvenom, fol

lowed by the action of cndogenous proteinases associated with tissue rcmodcling la ter on in 
the course uf envenoming. Thcse results offcr rclevant insights for a bettcr understanding of 
the complex pathological phenomena ofviperid snakebite envcnoming. 

Methods 

Venom 

B. aspcr venom was obtained from more than 40 adult specimens collected in the Pacific region 
uf Costa Rica and maintained at the serpentarium oflnstituto Clodnmiro Picado. After collec
tion, venoms were pooled, lyophilizcd, and stored at -20ºC until used. 

Ethics statement 

CD-! mice with a body weight betwecn 18 and 20 g were uscd for the in 1•ivo studies. Ali the 

experimental protocols involving thc use of animals were approved by thc Institutional Com
m ittee for the Care and Use of Laboratory Animals (CICUA) of the University of Costa Rica 

(protocol approval number CICUA 025-15), and meet the International Guiding Principies 
for BiomedicaJ Research Jnvolving Animals (CIOMS). 

Histology 

Groups of four CD-! micc ( 18-20 g) were injected in the right gastrocncmius with 50 flg of B. 

asper venom, dissolved in 50 µL of0.12 M NaCI, Cl.04 M phosphate, pH 7.2 solution (PBS) . 
Control mice wcre injccted with PBS alone. After l, 6 and 24 h of injcction, mice werc sacri· 

ficed by C02 inhalation and samplcs ofthe injected muscles wcre resected and added to 10% 
formalin solution in PBS. After 48 h fixation , routine processing oftissues was performed, fol 

lowed by embedding in paraffin. Sections of 5 µm thickness wcre obtained for each sample and 
stained with hematoxylin-eosin for light microscopic obscrvation. 
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Collection of wound exudates 

Proteomic Analysis of Venom-lnduced Tissue Damage 

Groups offive CD-1 mice (18-20 g) were injected in the right gastrocnemius with 50 µg of B. 
aspcr venom, dissolved in 50 µL of PBS. After 1, 6 and 24 h of injection, mice were sacrificed by 
C02 inhalation, a 5 mm incision was made with a scalpel in the skin overlying the injected 
musde, anda heparinized capillary tube was introduced under the skin to collect the wound 
exudate fluid An approximate volume of20-50 µL of exudate was collected from each mouse. 
Exuda te samples were then pooled and lyophilized for further analysis. 

Quantification of creatine kinase (CK) activity in wound exudates 

Wound exudates were collected as previously described and centrifuged at 5000 g for 3 min. 
The CK activity of supernatants was determined using a commercial kit (CK-Nac, Biocon 

Diagnostik, Germany). CK activity was expressed in International Units /L (IU/L). 

Proteomic analysis of wound exudates 

Lyophilized wound exudate samples were resuspended in water and protein quantification was 

performed using micro BCA protein assay kit (Thermo Scientific). Twenty micrograms of pro
tein was precipitated with acetone, resuspended in Laemmli buffer and separated in a 5-20% pre

cast electrophoresis gel (Bio-Rad). The gel was stained with Coomassie Brilliant Blue and lanes 
were cut into 8 equal size slices. Gel slices were destained for 3 h and the proteins were reduced 
( 10 mM dithiothreitol, DTT) and alkylated (50 mM iodoacetamide) at room temperature. Gel 
slices were then washed with 100 mM ammonium bicarbonate, dehydrated with acetonitrile and 

dried in a speed vac, followed by in-gel digestion with a solution of Promega modified trypsin 
(20 ng/µL) in 50 mM ammonium bicarbonate for 30 min on ice. Excess trypsin solution was 

removed and the digestion continued for 18 h at 37°C. The resulting tryptic peptides were 
extracted from gel slices with two 30 µL aliquots of a 50% acetonitrile/5% formic acid solution. 

These extracts were combined and dried to 15 µL for mass spectrometric (MS) analysis. 
LC/MS/MS was performed using a Thermo Electron Orbitrap Velos ETD mass spectrometer 

system. Analytical columns were fabricated in-house by packing 0.5 cm of irregular CI 8 Beads 
(YMC Gel ODS-A. 12 nm, I-10-25 um) followed by 7.5 cm Jupiter 10 µm Cl8 packing material 

(Phenomenex, Torrance, CA) into 360 x 75 µm fused silica (Polymicro Technologies, Phoenix, 
AZ) behind a bottleneck. Samples were loaded directly onto these columns for the Cl 8 analyti· 
cal runs. 7 µL of the extrae! was injected, and the peptides were eluted from the column at 
0.5 µL/min using an acetonitrile/0.1 M acetic acid gradient (2-90% acetonitrile over 1 h). The 
instrument was set to Full MS (miz 300-1600) resolution of 60,000 and programmed to acquire 

a cycle of one mass spectrum followed by collision-induced dissociation (CID) MS/MS per
formed in the ion trap on the t\venty most abundan! ions in a data-dependen! mode. Dynamic 

exclusion was enabled with an exclusion list of 400 masses, duration of 60 seconds, and repeat 
count of 1. The electrosprayvoltage was set to 2.4 kV, and the capillary temperature was 265ºC. 

The data were analyzed by database searching using the Seques! search algorithm in Prote
ome Discoverer 1.4.1 against the Uniprot Mouse database from July 2014. Spectra generated 

were searched using carbamidomethylation on cysteine as a fixed modification, oxidation of 
methionine as a variable modification, 10 ppm parent tolerance and 1 Da fragment tolerance. 
All hits were required to be fully tryptic. The results were exported to Scaffold (version 4.3.2, 
Proteome Software Inc., Portland, OR) to validate MS/MS based peptide and protein identifica
tions, and tu visualize multiple dataseis in a comprehensive manner. Confidence of protein 

identification in Scaffold is shown as ~ 95% confidence (green coloration) and 80% to 94% 
confidence (yellow coloration). Relative quantization of proteins was performed by summing 

ali data from the 8 gel slices for a particular sample in Scaffold and then displaying the 
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Quantitative Value from the program. This number gives an average total of non-grouped 
spectral counts for a protein divided by the total non-grouping spectral counts for the 8 mass 
spectral runs from the gels slices from each lane (b_t_tp:/fo~v:w.protcmncsoftware.com/). The 
Quantitative Value allows a relative quantitative comparison between a specific protein from 
different samples and relative abundance betwccn protcins for a particular exudate sampk 

lmmunochemical detection of ECM proteins in wound exudates 

For immunoblotting, 100 µg protein of each exuda te sample were scparatcd under reducing 
conditions on 4-15% Tris-HCl polyacrylamide gradient gels, and transferrcd to nitrocellulose 
membranes. lmmunodetection was performed by incubating the mcmbranes overnight al 4ºC 
stirring wilh rabbit anti-type IV collagen polyclonal antibody ata dilution of 1 :200 (Abcam 
abl9808), rabbit anti-nidogen 1 polydonal anlibody ata dilution of 1 :500 (Abcam abl451 l ), 
rabbit anli-laminin polyclonal antibody al a dilution of 1: 1,000 (Thermo PA 1-32130), rabbit 
anti-type VI colla gen polyclonal antibody ata dilulion of 1 :2,000 (Milliporc AB782 l ), rabbit 
anti-type 1 collagen polyclonal antibody ata dilution of 1:1,000 (Abcam ab21286), or rabbit 
anti-fibronectin polydonal antibody ata dilution of 1:3,000 (Abcam ab2413). The reaclion was 
developed using anti-rabbit peroxidase antibody ata dilution of 1 :5,000 (Jackson lmmunoRe
search) and the chc:miluminescc:nt substrate Lumi-Light (Roche). Images werc captured with 
the ChemiDoc XRS+ Systc:m (BioRad) and the analysis was performed with the Imagc:Lah soft
ware (BioRad). 

Quantification of proteolytic activity of wound exudates 

Gel atinase assay. Proteolytic activity on fluorescent gelatin of wound exuda tes was 
assessed using a commercial kit (EnzCheck protocol Gelatinase/Collagenase Assay Kit, Malee· 
ular Probes, Life Technologies) in order to determine whether active SVMPs are present in the 
wound exudates. Exudate samples were collected as described above at 1 h, 6 h and 24 h after 
intramuscular injection of 100 µg of B. aspervc:nom. A venom dose of 100 µg, instead of 50 µg, 
was used in these experiments in arder to increase the sensitivity of the assay for detection of 
proteinase activity. Exudate samples were pooled, centrifuged at 5,000 g for 3 min and kept at 
-70ºC until the proleolytic assays were performed. 50 µL of each exudate sample were incu
bated with 20 µg of gelatin fluorescein conjugate substrate in a total volumc of 200 µL, in a 96 
well microplate, protected from light, at room temperalure, for 24 h. Each s;implc was tested in 
triplicate anda reagent blank was induded. Fluorc:scence intensity was mcasurcd in the BioTck 
Synergy HT microplate reader setting the absorption filter at 495 nm and thc cmission filter at 
515 nm. In order to determine whether proteolytic activity detected in cxudate sarnples is due 
to SVMP or endogenous protcases, neutralization and zymography assays wcrc performed 
with the exudate samples. 

Neutralization assay. Exudate samples collected at 1 h were incubated with polyclonal 
antibodies against the SVMP BaPI for 20 min at 37ºC prior to testing thc exudate in the gelati
nase activity assay described above. The antibody against BaPI was obtained froin thc serum of 
rabbits immunized with BaPI; antibodies were purified by affinity chromatography. This anti
body was used since BaP 1 is the most abundant SVMP in lhe venom of adult B. aspcr snakes 
[ 18). Previous studic:s showed lhat anti·BaPl antibodies do not react with PIII SVMPs from B. 
aspcr venom and with MMPs [l 9,2()). Exudate samples collected al 1 h were sclected for the 
neulrafo:ation assay since the highest proteolytic activity on fluorescent gclatin was observed al 
this time interval. 

Zymography assay. Proteinase activity of exudate samples was visualized by gelalin zymo
graphy according to the method described by Herron et al. [21) and modified by Ru..:avado 
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et al. [20J. Briefly, 10 µg protein of each exudate sample were separated on 7.5% SDS-polyacryl

amide gel prepared with O.SO mg/mL ofTypc A gelatin (Sigma Chemical Co., St Luis, MO). 
After electrophoretic run at l 00 V, the gel wai; washed with 1 % Triton X-100 for 30 min under 
agitation. Then, the gels were incubated with zymography buffer (50 mM Tris-HCI, 5 mM 
CaC(i, 2 g/L NaN3, pH 8.0) for 20 h at 37ºC, stainc:d for 2 h with Coomassie Blue R-250, and 
destained with water for 20 min. 

Results 

Pathological observations 

The pathological alterations induced by B. asper vc:nom werc: studied on mousc: gastrocnemius 
muscle tissuc o ver a time period of 24 h. Tissue sections from control mice injected with PBS 
showed normal histological features of skeletal musclc: tissuc: with transversc: bundlc:s of muscle 

fibers, surrounded by connc:ctivc: tissuc: and normal vascular and nc:rvc: structurc:s (Fi¡.: .1 A). Tis
sue sections from mice injected with B. aspcr venom showed intense hentorrhage at l h (Fig 

lR) and 6 h (Eig l_C), evidcnccd by the presence of abundant erythrocytes in the interstitial 
space surrounding muscle fibers. Aftcr 24 h of injection of B. aspcr venom, the hemorrhage 
decreased since the amounts of extra vascular erythrocytes was reduced as compared to previ
ous time intervals (Fig 1 D), consistent with previous observations [7J. 

Moreover, tissue sections from mice injected with venom revealed prominent necrosis of 
skeletal muscle fibers at the first hour interval (fig 1 B and 1 C). After 24 h following venom 
injection, the bundles of muscle fibers appeared partially lost and disorganized with a hyaline 
appearance (Fig 1 D). These pathological observations also agree with previous studies 

[7,11,12). Additionally, an infiltration ofinflammatory cells was obscrvcd in tissue seclions, 
espccially after 6 h and 24 h ofvenom injection with a marked incremcnt at 24 h (Fig lD). The 

predominant cell type was polymorphonuclear leukocytes, although a proportion of mononu
clear cells, i.e. macrophages, were also observed at 24 h. These observations also agree with pre

vious studies [')]. 
On the other hand, CK activity of exudate samplc:s collc:cted aftc:r injection of vc:nom was 

228,776 ± 47,137 IU/L at l h, 162,344 ± 23,371 IU/L at 6 h, and 23,371 ± 11,660 IU/I. al 24 h 
(Fig 1 E). CK is a marker of plasma membrane damage and cell death of skeletal muscle fibers; 

hence it appears that myotoxic activity ufthc: vc:nom is highest al une: hour, dc:crcasing aftc:r
wards. These results are in agreement with the muscle tissue damagc observed in the histologi
cal analysis, which occurs early on in the coursc of cnvenoming. 

Proteomic analysis of wound exudates 

Wound exudate samples collected from mice injected with B. aspcr venom were decomplexed 

by SDS-PAGE for subscquent proteomic analysis. From the mass spectrometric analysis ofthe 
gel bands, a total of 537, 578, and 486 proteins were identified in exuda tes at 1 h, 6 h, and 24 h, 

respectively, wílh protein identification probability above 95% and mínimum of two peptides 
(SI Tahle). The most abundan! proteins identified based on their Quantitativc Value (see 
http://ww·w.protcmncsoftware.com/ for full description of term) were classified within the fol
lowing groups: intracellular proteins (T,1hl.: 1 and S2 Tahle), F.CM prolc:ins (Tahle 2), mem
brane proteins (S3 Tahle), coagulation factors (S-1 Table), and proteinase ínhibitors (S5 Tahlc). 
Within each group. the proteins were organized by those that changed al least three fold as 
compared to another lime and proteins which <lid not show significant change betwec:n the 
three time intervals, i.e. those whose amounts did not differ more than thrcefold between 
times. 
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for quantificalion of creatine kinase (CK) activity and histological analysis, respectively. Tissue samples were collected at 1 h (B). 6 h (C) and 24 h (O) alter 
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Table 1. More abundan! intracellular proteins identified in wound exudates collected from mice al 1, 6 and 24 h after injection of B. aspervenom, 
whlch changed al least three told al one time as compared to another time. 

Protein Accession Number Molecular mass Quantltatlve Value 

lh 6h 24h 

Creatine kinase M-type P07310 43kDa 651 404 96 

Fructose-bisphosphate aldolase A6Zl44 45 kOa 357 216 109 

Phosphorylase E9PUM3 88kDa 300 294 47 

Carboxylesterase 1C P23953 61 kOa 200 168 o 
Alpha-actinin-2 09Jl91 104 kDa 190 298 59 

Alpha-actinin-3 088990 103 kOa 161 206 55 

Actin, alpha skeletal muscle P68134 42 kOa 120 258 220 

L·lactate dehydrogenase G5E8N5 40 kOa 105 87 34 

Triosephosphate isomerase P17751 32 kOa 98 96 27 

Bisphosphoglycerate mutase 070250 29 kOa 93 15 14 

Cofilin-1 P18760 19 kDa 83 10 92 

Peroxiredoxin-5, mitochondrial P99029 (2] 22 kDa 83 16 17 

Glutathione peroxidase 1 P11352 22k0a 83 13 14 

lsoform 2 of Myc box-dependent-interacting protein 1 008539-2 (2] 48 kDa 83 22 o 
Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium A TPase 1 08R429 [2] 109 kDa 80 77 o 
UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase Q91ZJ5 57 kDa 74 78 11 

Myosin·binding protein H P70402 53 kDa 74 67 o 
Ubiquitin-405 ribosomal protein S27a P62983 [2] 18 kOa 74 15 26 

Flavin reductase (NADPH) 092302 22 kDa 74 15 22 

L-lactale dehydrogenase B chain P16125 37 kDa 65 18 80 

Malate dehydrogenase. mitochondrial P08249 36 kOa 65 63 14 

Myosin-9 08V005 226 kDa 65 10 31 

Phosphoglycerate kinase 1 P09411 45 kDa 58 47 15 

Heal shock cognate 71 kDa prolein P63017 (1] 71 kDa 51 73 17 

Aconitale hydratase. milochondrial 099KIO 85 kOa 48 99 10 

Thioredoxin P10639 12 kOa 46 16 92 

lsolorm 3 ol Elongation factor 1-delta P5n76-3 73kDa 46 78 23 

lsolorm Cytoplasmic ol Fumarale hydralase, mitochondrial P97807-2 50 kOa 46 15 69 

Myosin-4 Q5SX39 [9] 223 kDa 43 620 529 

lsocilrale dehydrogenase [NAO) subunit alpha, mitochondrial Q9D6R2 40 kOa 37 67 o 
Glucose-6-phosphate isomerase P06745 63 kOa 31 52 17 

Ubiq uitin·like protein ISG 15 064339 18 kDa 28 90 34 

3-ketoacyl-CoA lhiolase. milochondrial 08BWT1 42 kDa 28 90 11 

Protein disulfide-isomerase P09103 57 kOa 28 17 69 

Superoxide dismutase [Cu-Zn) P08228 16 kOa 28 10 57 

L-laclate dehydrogenase C chain P00342 36 kDa 26 20 80 

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A P1n42 18kDa 22 67 24 

Adenylate kinase isoenzyme 1 09ROY5 [2] 22 kOa 20 78 23 

Myosin regulatory light chain 129 03THE2 20kDa 19 34 57 

lsocitrate dehydrogenase [NADP], mitochondrial P54071 51 kDa 19 78 o 
Colilin-2 P45591 19kDa 17 78 46 

Clalhrin heavy chain 1 068FD5 192 kDa 17 18 92 

Glutath ione S-transferase P 1 P19157 24 kOa 16 15 80 

Elongalion factor 1-gamma 0908NO 50 kOa 16 22 69 

Carboxypeptidase N catalytic chain 09JJN5 52 kDa 12 90 92 

(Continued) 
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Table 1. (Continuad) 

Proteln 

GTP-binding nuclear protein Ran, testis-specific isoform 

Myosin light chain 113, skeletal muscle isoform 

Succinate dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur subunit, mitochondrial 

ATP synthase subunit beta, mitochondrial 

Tropomyosin beta chain 

doi: 1 o .1371ijoumal.pnld.0004599.t001 

Accession Number 

061820 [2] 

P05977 [2] 

09COA3 

P56480 

P58774 

Proteomic Analysis of Venom·lnduced Tissue Damage 

Molecular mass 

24 kDa 

21 kDa 

32 kDa 

56kDa 

33kDa 

Quantltatlve Value 

1h 6h 24h 

11 34 80 

10 26 59 

78 92 

34 80 

78 33 

A total of 222 intracellular proteins (Table 1 and S2 Table) and 13 membrane proteins (S3 
'Ca.hlc) were detected in exudates, thus demonstrating direct or indirect cd]ular damage 
induced by the venom. The most abundant intracellular proteim detectcd in exudates were 
hemoglobin subunit beta-2 and creatine kinase M· type, in agreement with the hemorrhagic 
and myotoxic activity of B. nsper venom, respectively. Moreover, the creatine k.inase M·type 

identified in the exudates was detected al the highest level at 1 h, and decreased over time until 

Table 2. Extraccllular matrix proteins identified in wound exudates collected from mi ce al 1, 6 and 24 h after injection of B. aspervenom. 

Protein Accession Number Molecular mass Cuantitativa value 

1 h 6 h 24h 

Proteins whlch changed al least three fold al one time as compared to another time 

Basement membrane-specific heparan sulfate proteoglycan core protein B1BOC7 [2] 469 kDa 83 56 o 
Collagen alpha-1 (XVIII) chain E90PX1 [2] 182kDa 74 22 o 
Thrombospondin-1 P35441 130 kDa 65 16 11 

Protein Col6a3 E9PW03 354 kDa 56 45 o 
Collagen alpha· 1 (XV) chain A2AJY2 [2] 138 kDa 56 45 o 
Collagen alpha·2(1V) chain P08122 167 kDa 37 11 o 
Collagen alpha· 1 (IV) chain P02463 161 kDa 19 11 o 
Nidogen-2 088322 154 kDa 19 11 o 
Nidogen-1 P10493 137 kDa 19 56 o 
Collagen alpha·1 (111) chain P08121 139 kDa 12 45 23 

Collagen alpha-2(1) chain 001 149 130 kDa 16 22 57 

Collagen alpha-1 (1) chain P11087 138 kDa 15 13 57 

Laminin subunit gamma·1 P02468 [2] 177 kDa 1 56 46 

Fibrillin-2 061555 314 kDa 1 22 o 
Chondroitin sulfate proteoglycan 4 08VHYO 252 kDa o 22 11 

Fibrillin-1 A2A053 [2) 312 kDa o 22 o 
Collagen alpha-1(Xll) chain E9PX70 [3] 334 kDa o 22 o 
Protelns which did not change more than three-fold at any time as comparad to another time 

Fibronectin P11 276 273 kDa 275 194 291 

Thrombospondin-4 Q9Z1T2 106 kDa 65 34 46 

Vitronectin P29788 55 kDa 19 13 10 

Dermatopontin 090ZZ6 24 kDa 19 11 23 

Proteoglycan 4 E90017 [4] 111 kDa 19 11 13 

Collagen alpha-1(XIV) chain B7ZNH7 193 kDa 12 16 29 

Lumican P51885 38 kDa 11 11 17 

doi:1O.t37t~oumal.pntd .0004599.t002 
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reaching a six fold reduction at 24 h. These results are in agreement with the CK activity of exu
dates and the musde tissue damage observed in the histological analysis. In contrast, there was 
a trend for cytoskeletal proteins, such as actin, myosin, and tropomyosin, to increase in the 
exudates over time, while most of cytosolic and mitochondrial proteins appeared at the first 
hour ofvenom injection, and decreased afterwards. 

Of serum proteins, a total of 10 coagulation factors (S·1_Table) and 14 proteinase inhibitors 
(~::;Jable) were detected in exudates at various times. Fibrinogen beta and gamma chains 
appeared in the exudates at the first hour following venom injection and their abundance 
increased over time. Other coagulation factors detected whose amounts changed at least three 

fold as compared to values at other time were coagulation factor X, XII, and XIII. The in ter 
alpha-trypsin inhibitor was the only proteinase inhibitor that increased at least threefold at 24 

h as compared to 1 h and 6 h. 
A total of 24 ECM proteins were identified in exudates, of which 21, 24, and J 3 proteins 

were detected at 1 h, 6 h, and 24 h, respectively CI:aq_le_2). Most of these proteins showed a dif
ferential abundance grcater than three-fold between samples collected at different times. The 
most abundant basement membrane (BM) protein detected in the wound exudates was BM
specific heparan sulfate proteoglycan core protein (perlecan), followed by alpha J and 2 
chains oftype IV collagcn. Most ofthe BM components, such as heparan sulfate proteogly
can, type IV collagen and nidogen-2, appeared in the exudates at 1 h, and the amount 
dccreased over time, largely becoming undetectable at 24 h. Conversely, the amount of lami
nin y-J detected in the exuda tes increased at 6 h and 24 h, and the amount of nidogen-1 
increased at 6 has comparcd to J h and 24 h (Fí¡:: 2A). Other collagens, such as types VI, XV, 

and XVIII collagens, werc prcsent in the exudates at J h and 6 h, but were not detected at 24 
h. Interestingly, typc I collagen was also detected in the exudates at the first hour and its 
abundance increased at 24 h (Fig 2B). Other ECM proteins detected in the exudates whose 
abundance were greater at 6 has compared to J h and 24 h were type III collagen, fibrillin l 
and 2, chondroitin sulfate proteoglycan 4, and type XII collagen. On the othcr hand, throm
bospondin 1 appeared in the exuda tes at J h and decreased over time. Other ECM proteins 
detected in the exudatcs whosc amounts did not vary more than threefold between times 
were fibronectin, thrombospondin-4, vitronectin, dermatopontin, proteoglycan 4, type XIV 

collagen, and lumican (Table 2). 

lmmunochemical detection of ECM proteins in wound exudates 

Type IV collagen. Immunodetection of type IV colla gen in wound exuda tes showed one 

promincnt band of 107 kDa, with additional faint bands of 217 kDa, 172 kDa, J 35 kDa and 70 
kDa at J h and 6 h (Fi¡:: 3A). A reduction of intensity of the 107 kDa band was observed at 6 h 

as compared to J h. Thc molecular mass ofthe prominent band does not agree with thc molec
ular mass of the alpha chains of type IV collagen (145-160 kDa). Thus, these bands vcry likely 
constitute degradation products. Type IV collagen and its degradation products were not 
detected in exudate samplcs collected at 24 h . Therefore, according to Western biot results, 

thcrc is a rapid degradation oftype IV collagen within the first 6 hours. 
Laminin. Immunodetection oflaminin showed the presence ofthis protein in the wound 

exuda tes al J, 6, and 24 h with two prominent bands of 220 kDa and 140 kDa (Fig 3H). These 
bands agree with the molecular mass of sorne isoforms of alpha, beta, and gamma chains ( 130-
200 kDa) of this protein . A reduction of intensity of the 220 kDa band was observed at 1 h as 

compared to 6 h and 24 h. Thc band of 140 kDa was not detected at 1 h. A reduction of inkn
sity of the 220 kDa band and an increase of the intensity of the 140 kDa band were observed at 
24 h as compared to 6 h. 
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Fig 2. Extracellular matrix proteins identifled In wound exudates collected from mice after injection of S. asper venom. Groups of five mice were 
injected in the gastrocnemius with 50 µg of B. asper venom. Alter 1, 6 and 24 h of injection, mice were sacrificed and samples of exuda te were collected, 
pooled and lyophilized. Proteomic analysis of exudates was performed as described in Methods. Proteins from the BM are included in (A), whereas other 
ECM proteins are depicted in (B). Only proteins whose amount varied at least three fold between time intervals were included in this figure. Notice that the 
level of BM proteins and non-fibrillar collagens are higher at 1 h, whereas type 1 collagen levels are higher at 24 h. 

doi:t 0.1371/¡oumal.pnld.0004599.g002 

Nidogen l. Western blot analysis ofwound exudates for nidogen l showcd two prominent 
hands of 120 and 40 kDa (Fig 3C), which are likely to he degradation fragmc:nts. A rcduction of 
the 40 kDa band with an increase ofthe 120 kDa band was observed over time. 

Type 1 collagen. Immunodctection oftype I collagen showed thrcc bands corrcsponding 
to protcins of 135 kDa. 120 kDa and 107 kDa at l h and 6 h (Fig 3D). An incn.:asc in thc intcn
sity of these bands, in particular thc 120 kDa, was observed at 6 has comparcd to l h. Thcsc 
bands agree with the molecular mass of sorne isoforms of alpha 1 ( 120 kDa) and alpha 2 ( 115 
kDa) chains. Collagcn 1 and dcgradation products were not dctected at 24 h in the exudatcs. 

PLOS Negiected Tropical Diseases 100 1:10. 1371/journal.pntd.0004599 April 1, 201 6 , 1 /22 
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Fig 3. Western blot analysis of extracellular matrlx components in wound exudates collected from mice after injection of B. aspervenom. Groups 
of five mice were injected in the gastrocnemius with SO µg of B. aspervenom. Alter 1, 6 and 24 h of injection mice were sacrificed and samples of exudates 
were collected, pooled and lyophili2ed. Afterwards, 100 µg of protein of each sample were separated under reducing conditions on 4--15% Tris-HCI 
SDS-PAGE, and transferred to nitrocellulose membranes. lmmunodetection was pertormed with (A) anti-type IV collagen (Col IV), (B) anti-laminin, (C) anti
nidogen 1, (D) anti-type 1 collagen (Col 1), (E) anti-type VI coHagen (Col VI), and (F) anti-fibronectin. The reaction was detected using an anti-rabbit peroxidase 
anlibody and a chemiluminescent substrate. lmages were obtained wilh the ChemiDoc XRS+ System (BioRad). 

doi:1O.1371 ~oumal.pntd.0004599.gOOJ 

Overall there is a trend of incrcasing abundance of type 1 collagen in the exudates by Western 

blot analyses at 6 has compared to 1 h. 

Type VI collagen. Jmmunoblotting of wound exudates for type VI collagen showed one 

prominent band of230 kDa, anda faint band of 118 kDa at 1hand6 h {Fil: 3E). The presence 
of a band of 118 kDa in the first 6 h indicates degradation oftype VI collagen early in the 

course of envenoming. A reduction ofthe 118 kDa band, with an increase ofthe 230 kDa band, 
was observed over time. Thcrefore, according to Western blot results, type VI collagen is 

degraded in the first hours. and then type VI collagen increases and appears in the exudates 

collected at 24 h. 
Fibronectin. Immunodctection of fibronectin showed two bands of 265 kDa and 236 kDa, 

with additional faint bands of 175 kDa, 140 kDa, and 100 kDa at 1h,6 h and 24 h {Fig 3.f'.). An 

increase of intensity of thc most abundan! bands and a reduction of the faint bands were 

observed at 24 h as comparcd to 1 h and 6 h . The molecular mass of the 265 kDa band agrees 
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Flg 4. Proteolytlc activity of wound exuda tes collected from mi ce alter injection of B. aspervenom. Groups o! five mice wera injected in the 
gastrocnemius with 100 µg ot B. aspar venom. After 1. 6 and 24 h. mi ce were sacrificed and samples o! exudates were collected. (A) Proteolytic activity of 
exudate samples was measured alter 24 h of incubation with gelatin lluorescein conjugate using a commercial kit (EnzCheck protocol Gelatinase/ 
Collagenase Assay Kit, Molecular Probes, Lile Technologies) as described in Methods. Results are expressed as mean :t S.D (n = 3) of Fluorescence 
Arbitrary Units (A.U.). (B) Exuda te samples were separated in a 7.5% SDS·polyacrylamide gel containing 0.50 mg/ml of Type A gelatin. The gel was 
incubated at 3TC and then stained with Coomassie blue R·250. MMP: matrix metalloproteinase (sea teX1 lor explanation); M: lane corresponding to 
molecular mass markers. 

doi:10.1371 ~oomaJ.pntd.0004599.g004 

with the molecular mass expected (262 kDa). Therefore, according to Western blot results, 
fibronectin is degraded in the first hours, but it remains present at 24 hin the exudates. 

Proteolytic activity of wound exudates 

In onler to determínate whether SVMP or endogenous proteases are active in the wound exu

dates, proteolytic activity assays of exudate samples were performed. Exudate samples collected 
from mice injected with B. aspervenom at 1 h showed the highest proteolytic activity on gelatin 
fluurescein conjugatc compared with samples collected at 6 h and 24 h. (Fig 4A). When exu
dates collectcd at 1 h werc incubated with polyclonal antibody against thc SVMP BaPI , the 
proteolytic activity of the exuda tes was almost cornpletely inhibited sínce only 8% of the activ
ity remained. 

Using zymography severa! gelatinolytic bands were detected corresponding tu proteins of 
50-150 kDa in the exuda te samples collected at dífferent times (Fig 41\). An íncrease of two 
main bands of about lCHl kDa and 60 kDa was observed in exudates collected at 6 h and 24 h. 

These molecular masses are consisten! with the latent forms of matrix metalloproteinases 
(MMP) 9 and 2, respectively (22). Therefore, the zymography showed an íncrease of proteo

lytic activity of endogenous MMPs in exudate over time. Furthermore, bands corresponding to 
the molecular mass uf thc SVMP BaP 1 were not detected in the zymographic analysis of exu

date samples. 

Discussion 

Envenoming by venomous snakes gives rise to a complex pathophysíology by virtue of the com· 
plexity of the venoms and the fact that the toxins in the venom produce manifold effects in the 
tissues. Protenmic analysis of wound exudates collected ín the vicinity of affected tissue consti
tutes a powerful approach to study the pathogenesis oftissue damage induced by snake venoms 
from a more comprehensíve perspective [ 13- 17), thus complementing histological, 
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ultrastructural and biochemical analysei;. This methodological tool has been used to investigate 

the carly alterations provoked by B. aspcr venom [ 1 ?) and sorne of its toxins, especially myotoxic 
PLA2s and hemorrhagic SVMPs [ l.3._1:1, \[!),as well as the inhibitory effects of antivenoms and 
low molecular mass inhibitors [ 15). However, analyses in these previous studies were performed 

at a single time interval aftcr injection, thus precluding the understanding of these even ts from a 

time-course perspective. In this study, we investigated the dynamics oflocal effects induced by 
R. asper venom in the gastrocnemius muscle of mice at various time intervals. 

Our histological and biochemical observations agree with previous studies showing a rapid 
development of myonecrosis and hemorrhage, followed by an inflammatory process character
ized by the in fil tration of neutrophils and macrophages at later time intervals [ ·1,5,7, 9, 1 O J. Pre

vious works on venom-induced myom:crosis have quantified CK activity in plasma [6). where 
the highest levels were observed at 3 h post envenoming. In contrast, in exudates, highest CK 

levels are higher than in plasma, and peak activity occurs at 1 h instead of 3 h. This difference 

may be attributed to the kinetics of absorption of this enzyme into the circulation after its 

release from damaged muscle fibers, since exudate was collected close to the venom-injected 
musck In agn:ement with previous pathological and proteomic studies, intracellular prnteins 

werc abundan! in exuda tes, as a conscquence ofthe cytotoxic cffect ofvenom, especially on 
skeletal muscle fibers [7, l J ,l4, J 5). The time-course analysis of thc intracellular proteins in exu

date underscores that most of the cytosolic and mitochondrial proteins appear early cm dueto 

the rapid action of myotoxic PLA2s and PLA2 homologues in muscle tissue [7,l l, 14,15,23). fol

lowed by a decrease of thesc proteins. Most of these proteins are derived from the cytosol of 

skelctal muscle fibers since myotoxic PLA2 s induce a rapid disruption ofthe integrity of muscle 

ccll plasma membrane [4,7,2-1). The high CK activity of exudates at 1 h and our histological 

observations corroborate the early onset of myonecrosis in the course of envenoming and 

agree with proteomic analysis. 

In contras! to cytosolic proteins, most of the cytoskeletal proteins, such as actin, myosin, 

and tropomyosin, are more abundan! in exudates collected at later time periods. This late 

increment suggests that thc presence of cytoskeletal protein fragments in the exudate depends 

on the action of proteinases that release these structural componen ts from damaged cells. A 

prominent calcium in flux in muscle cells occurs after venom-induced plasma membrane dam

age [25,26). An increased calcium concentration in the cytosol results in the activation of cal

pains, which might hydrolyze cytoskeletal components [27) . Subsequently, proteinases derived 

from inflammatory cclls arriving at the necrotic tissue may also con tribute to proteolysis of 

rnuscle cytoskeletal proteins [9, I O). Thus, the proteomic analyses reveals two 'waves' ofrelease 

of intracellular proteins to exuda tes: an early release of cytosolic and mitochondrial protcins, 

which depends on the rapid myotoxin-induced membrane damage, anda more delayed release 

of cytoskeletal protein fragments, which is dueto proteolytic degradation. 

The presence of cell membrane-associated protcins may be evidence of direct or indirect cel

lular darnage induced by the venom. Moreover, proteolysis of these components, cither by 
venom or endogenous p roteinases, may cause their 'shedding' and diffusinn to the exudate 

compartment. It is tempting to speculate that, in addition to being a passive reflecticm nf 

venom-induced plasma mernbrane damage, the release of these protein fragmcnts rnay also 

play a functional role in cdlular signaling associated with inflammatnry and reparative events. 
However, the pathological relevance of the hydrolysis of these proteins in the overall mecha

nism of local tissue damagc induced by snake venoms has not been establishcd and needs fur

thcr study. 
The presence of ECM proteins in wound exudates reflects the cleavage by either venom

derived proteinases or cndogenous proteinases, such as MMPs, generated in thc coursc ofthe 

inflammatory response. The degradation ofECM is a relevan! componen! ofviperid venom-
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induced tissue damage, and proteomic analysis has been particularly useful in revealing a com
plex pattern ofhydrolysis [l 4-ltí]. Previous studies detected B. aspcr venom components in 
muscle homogenates of mice during the first week after experimental envenoming [2_!!]; how
ever, the activity of these toxins has not been previously addressed. When assessing the pro
teinase activity of exuda tes, highest activity was detected in samples collected after 1 h of 
envenoming; here we demonstrate that this is mainly dueto the action ofSVMPs, since anti
bodies against BaPl, the most abundan! proteinase in B. aspervenom [29]. almost fully inhib
ited exudate-induced proteolysis. However, this enzymatic activity decreased over time, 
probably as a consequence of diffusion ofvenom components from the injected musde or of 
inhibition by plasma or tissue-derived proteinase inhibitors. It is likely that activity at later 
time intervals, i.e. 24 h, is mostly due to endogenous MMPs generated in the course of the 

inflammatory response, such as MMP-9 and MMP-2, which was confirmed by the detection 
with zymography of the wound exuda tes, although it remains possible that sorne venom pro
teinases persisting in the tissue may also contribute to this observation. These results agree 
with previous studies which demonstrated an increase in the expression ofMMP-9 and MMP-

2 in muscle tissue injected with B. aspcr venom (2.8] or with purifled SVMP and PLA2 toxins 
(3_Q]. Taken together thcse findings suggest that the hydrolysis ofECM is mainly dueto SVMPs 

in the early stages of envcnoming. while endogenous MMPs participate later in the course of 
envenoming. 

A large body of experimental evidence indicates that BM and related ECM components that 
provide stability to microvessel structure are the key targets ofhemorrhagic SVMP 
(5,13, 14,l~ •. H-'.HJ. Morcover, SVMP-induced hemorrhage occurs very fast after injection 
[l2,3:i-37]. Therefore, the prcsence ofECM components in wound exudates during first hour 

as compared to later time periods may offer importan! insights for understanding the mecha
nism of action of hemorrhagic SVMPs. Regarding BM components, the prcscnce uf degrada

tion products uf perlecan, t:ype IV colla gen, nido gen, and laminin in wound exuda tes 
underscores a rapid and drastic damage ofBM structure. In particular, perlecan and type IV 
collagen are abundant in exudates after the first hour, when hemorrhagic events have occurred, 
and then their amounts dccrcasc uver time, as they were not detected by proteomic analysis al 

24 h. Western blot analysis of cxudate confirmed the presence offragments oftype IV collagen 
1 h after venom injection. 

Perlecan is the most abundant BM protein detected in the wound exudates during the first 
hour. In previous proteomic studies, we have found that the relative amount of perlecan in 

wound exudates induced by a hcmorrhagic SVMP was greater as compared to a non-hemor
rhagic une [13], but similar whcn cumpared to other hemorrhagic SVMPs [l 6], and its pres

ence was abolished whcn B. aspcr venom was previously incubated with batimastat [ 15], a 
metalloproteinase in hibitor. Such findings, together with our data, suggest that degradation of 

perlecan in early stages of envcnoming may play an important role in thc hcmorrhagic mecha
nism of SVMPs. This proposal agree.~ with the known structural role of perlecan in BM [38-

42]. In addition, mutations in the perlecan gene in mice have been assuciated with loss ofBM 
integrity in different tissues [·!3-45], including microvasculature ofbrain and skin, which 

cause severe bleedings dueto dilatation and rupture of microvessels [45]. 
On the other hand, previous proteomic studies using similar modds have not detected 

type IV collagen in wound exudates induced by B. asper venom or its toxins [l 3-16]. Huw
ever, several studies using in vitro and in vivo models have identified type IV collagen as one 
of the most likely key components degraded by hemorrhagic SVMPs and associated with the 
initial microvessel destabilization and hemurrhage [5,13,16,34,46,'F]. Our present proteumic 
results did identify fragmcnts of type IV colla gen in exuda tes at 1 h, thus agrecing with previ
ous immunohistochemical and immunochemical evidence [ l}, l 6] . In addition, according to 
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Western blot analysis, degradation products oftype IV collagen appear in exudates in sam
ples collected at 1 h. Such early appearance of type IV collagen and perlecan strongly suggest 
that their degradation is dueto the direct proteolytic activity ofSVMPs. The hypothesis that 
type IV colla gen is a key target in the hemorrhagic mechanism of SVMPs is compatible with 
the structural role ofthis collagen in the mechanical stabilityofBM, as it is stabilized by cova
lent cross-links (41_A2,48-5 I_]. In addition, mutations on type IV collagen genes have been 
associated with pathological alterations in microvessels and with hemorrhage in brain, kid
ney and lungs in mice and humans (;>2-511]. Thus, the rapid hydrolysis ofperlecan and type 
IV collagen after injection of B. aspcr venom supports the view that BM destabilization lead
ing to hemorrhage is likely to depend on the degradation of these mechanically-rdevant 
components. 

Nidogen 2 appeared in early time periods in wound exudates, in agreement with previous 
proteomic studies ( 13,I_;;], and then it decreased over time in our proteomics analysis. Since 
nidogen 2 is more abundant in the BM ofblood vessels (S.9], and its time-course dynamics of 
appearance in exudates is similar to that observed for type IV collagen and perlecan, the relcase 
of nidogen 2 might be associated with vascular BM damage. In contras!, taken together the 
proteomic and Western blot analyses showed that nidogen 1 increased over time in wound 
exudates. In addition, nidogen 1and2 have been detected in plasma ofhealthy mice [60], 
which could explain the presence of nidogen 1 in the wound exudates according to Western 
blot results. On the other hand, laminin yl, which is widely distributed (61 ,62]. also increased 
over time in wound exuda tes. The time-course variation of the molecular masses of immunore
active bands in the cases of nidogen 1 and laminin underscores the dynamics of degradation of 

these components over time. Furthermorc, Escalante et al. [l.3] demonstrated similar patterns 
of degradation for nidogen and laminin in muscle tissue induced by hemorrhagic and non

hemorrhagic SVMPs. 
Our observations allowed the analysis of the time-course dynamics of the hydrolysis of non

fibrillar collagens associated with the BM, such as typcs VI, XV, and XVIII collagens. As in the 
case of type IV collagen and perlecan, hydrolysis of these components was highest at 1 h, hence 
indicating a rapid degradation, probably by venom proteinases. These collagens connect the 
BM with fibrillar collagens ofthe matrix [3!!,63], and are known to play a relevant role in the 
mechanical stabilit)' and integration ofBM with connective tissue (3\1,63]. Hence, the hydroly
sis ofthese components by SVMP might be also critica! for capillarywall destabilization, as 
have been previously proposed [ 13,64]. Alternatively, the increase of thcse collagens in exu-
da tes might be consequencc ofBM damage after the hydrolysis of other components, such as 
type IV collagen and perlecan. Type VI collagen is more abundant in the BM ofmuscle cells 
(65-67] ; thus the increment of non-degraded type VI collagen chains in exudates could reflect 
synthesis de novo during n:parative and regenerative events in muscle tissue. The role of the 
degradation ofthese collagens in the initial destabilization ofBM induced by hemorrhagic 
SVMP is an issue that should be further investigated. 

Other ECM components of interest detected in the proteomic analysis are collagen 1 and 
fibronectin. Collagen I is a fibril-forming collagen distributed in non-cartilaginous connective 
tissues such as skin and connective tissue of muscle [ 63]. According to proteomic results, the 
relative abundance of collagen 1 in exuda tes is higher at 24 has compared to l and 6 h. This 
late hydrolysis of collagen 1 could be result of the action of endogenous MMPs synthesized dur
ing the course of inflammation in the damage tissue. Fibronectin was detected in the exuda tes 
both in proteomic and immunochemical analyses. This protein can be found in two forms: 
plasma fibronectin, which is a soluble molecule synthesized by hepatocytes, and cellular fibro
nectin, which i.~ produced in the tissues and is incorporated in the ECM [ 62]. Thus, the pres
ence of fibronectin in exudates could be either a consequence ofplasma exudation or 
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hydrolysis from the ECM. According to proteomic analysis, the amount offibronectin in exu
dates does not change over time; however, on the basis ofWestern blot analysis, it appears to 
be more degraded at early time periods most likely due to the action of SVMPs. 

Taken together, our observations highlight a dual pattern ofECM protein degradation and 
appearance in exudates. Types IV and VI collagens, perlecan, nidogen and fibronectin show a 
higher degradation early on in the course of envenoming, correlating with the rapid action of 
SVMPs upon venom injection, as demonstrated by the proteinase activity of exudates. The 
rapid action ofSVMPs on various key componen Is of the BM is likely to be causally related to 
microvessel dama ge and hemorrhage. In the case of the fibrillar collagen l. it seems to be 
degraded predominantly by endogenous MMPs at later time periods, during the intlammatory 
reaction that ensues in the tissue as a consequence ofvenom-induced damage, as evidenced by 
zymography. 

The presence of abundan! plasma proteins in the exudate, as revealed hy protc:omic analysis, 
is a consequence of plasma exudation as a result of edema and increment in vascular perme
ability induced by the venom [&\,fj~]. Sorne of the plasma proteins detected are acute-phase 
proteins, proteinase inhibitors and coagulation factors. Of interest is the increase of fibrinogen 
and the ínter a-trypsin inhibitor heavy chains over time. 

The presence of fibrinogen in exudates might be secondary to the inflammatory exudation 
induced by the venom since this protein is typically found in plasma at high concentrations 
(70]. Previous proteomic studies have found fibrinogen in the wound exudates induced by B. 
aspcr venom and its toxins, especially SVMP BaP 1, early in the course of envenoming [ 14, 15] . 
Our data show an increase of fibrinogen in wound exudates over time. This increment might 
be consequence of fibrin clot formation in capillary walls, due to vascular damage induced by 
SVMPs [ 12,_14,JS], and also to fibrin formation in the extra vascular interstilial space, followed 
by fibrinolysis by endogenous proteinases (70] , thus explaining their higher amounts in exu

da tes collected al later time intervals. 
The inter-a-trypsin inhibitor heavy chains are mainly secreted into the blood by the liver as 

serum protease inhibitor whose concentration increases in intlammatory conditions (71 ]. The 
effect of these proteins in tissues has been associated with both intlammatory and anti-intlam
matory activities [?l-Z~]. Moreover, these proteins can be covalently linked to hyaluronan, 
exerting functions on cell migration and ECM remodeling under physiological and pathologi
cal conditions (74,75] . Thus, the increase of inter-a-trypsin inhibitor heavy chains detected in 
exudates might be dueto an acute-phase inflammatory response and to the tissuc intlamma
tion as a consequence ofvenom-induced damage. 

In condusion, the proteomic analysis of wound exuda tes performed in this study provides a 
more complete understanding of the time-course dynamics of muscle tissue damage induced 
by B. asper venom. These observations, together with Western blot and histology data, provide 
a more integrated view ofvenom-induced local tissue damage (Fig 5). The early presence of 
cytosolic and mitochondrial proteins in exudates, as compared to the later increase of cytoskel
etal proteins, confirms the rapid cytotoxic effect of venom, followed by the action of cndoge
nous proteinases in the cytoskeleton of damaged muscle fibers. On the othcr hand, the early 
presence of BM and other BM-associated ECM components in exuda tes, together with venom
derived proteolytic activity of exudates, strongl}' suggest the hydrolysis of thcse componen Is by 
SVMPs in the early stages of envenoming. In contras!, the increment of sorne ECM proteins in 
the exudates at later time intervals is likely to be dueto the action of endogenons MMPs orto 
their synthesis de novo during tissue remodeling associated with inílammation and reparative 
processes. Finally, the time-course of appearance in wound exudates of type IV collagen and 
perlecan supports the role of the hydrolysis of these BM components in the mechanism of 
microvascular damage induced by hemorrhagic SVMP. 
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Flg 5. Early and late pathologlcal events induced by the venom of Bothrops asper In muse le tissue. (A) The venom of B. asper induces a rapid 
cytotoxic (especially myotoxic) and hemorrhagic effects evidenced by the early release of cytosolic and mitochondrial proteins, and the degradation of BM 
and related ECM, respectively. (8) Then. MMPs and other endogenous proteinases are associated with tissue remodeling and degradation of cytoskeletal 
proteins, especially in skeletal muscle, as part of the inflammatory reaction later on in the course of envenoming. BM: basement membrane; EC: endothelial 
cells; ECM: extraceliular matrix; SVMPs: snake venom metalloproteinases; SV PLA2s: snake venom phospholipases A2 ; EP: endogenous proteases. 
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Abstract: Snake venom metalloproteinases (SVMPs) affect the extracellular matrix (ECM) in multiple 
and complex ways. Previously, the combination of various methodological platforms, including 
electron microscopy, histochemistry, immunohistochemistry, and Western blot, has allowed a partía! 
understanding of such complex pathology. In recent years, the proteomics analysis of exudates 
col!ected in the vicinity of tissues affected by SVMPs has provided novel and exciting information on 
SVMP-induced ECM alterations. The presence of fragments of an array of ECM proteins, including 
those of the basement membrane, has revealed a complex pathological scenario caused by the 
direct action of SVMPs. In addition, the time-course analysis of these changes has underscored that 
degradation of sorne fibril!ar collagens is likely to depend on the action of endogenous proteinases, 
such as matrix metalloproteinases (MMPs), synthesized as a consequence of the inflammatory process. 
Thc action of SVMPs on the ECM also results in the release of ECM-derived biologically-activc 
peptidcs that excrt diverse actions in the tissue, sorne of which might be associated with rcparativc 
evcnts or with further tissue damage. The study of thc effects of SVMP on thc ECM is an open field 
of research which may bring a renewed understanding of snake venom-induced pathology. 

Keywords: proteomics; exudate; extracellular matrix; basement membrane; hemorrhage; snake 

venom metalloprotcinases; FACITs 

1. Extracellular Matrix Pathology: An Elusive Aspect in the Understanding of 
Snakebitc Envenoming 

Snakcbite cnvenoming is a public health problem of high impact on a global basis, especially in 
tropical ilnd subtropical regions of Africa, Asia, Liltin A mcrica, and parts of Occania, causing morbidity, 
mor tality, anda wave of social suffcring [1-4]. The spectrum of p¡¡thological and p¡¡thophysiological 
cffccts inflictcd by snake vcnoms is vcry wide, and encompasses both local tissuc damage and systcmic, 
life-threa tening alterations [5]. Venoms of snakes o f the fami ly Viperidae are rich in hydrolytic 
enzymes, ha ving a high content of zinc-dependent metalloproteinases (SVMPs), phospholipases A2 
(PLA2s), and serine proteinases (SVSPs), a ltho ugh the relative propo rtions of these enzymes varies 
among venoms [6,7]. SVMPs are known to play multiplc roles in the local and systemic effects 

1i1.ri11s 2016, 8, 30t; doi: 10.3390/ toxins810030t www.mdpi.com/joumal / loxins 



Toxi11s 2016, 8, ~04 2of 21 

induced by vipcrid vcnoms in natural prey and humans (8-10]. SVMPs induce local and systemic 
hemorrhage, myonecrosis, blistering, dermonecrosis, edema, and coagulopathies, in addition to being 
algogenic and strongly pro-inflammatory (9-12). Furthermore, the pathological alterations induced 
by SVMPs in skeletal muscle tissue contribute to the poor muscle regeneration characteristic of these 
envenomings (13,14]. 

Severa) aspects of the local pathological effects induced by SVMPs have been studied, such 
as the microvascular damage leading to hemorrhage (15,16], skeletal muscle necrosis and poor 
muscle regeneration (13,14,17], blistering, and dermonecrosis [18,19], as well as the idcntification 
of inflammatory mediators responsible for pain, edema, and leukocyte infiltration [20-22]. To a great 
extent, these alterations are considered to be associatcd in sorne manner with the action of SVMPs on 
the extracellular matrix (ECM). However, the specific effects induced by SVMPs as a result of their 
action on ECM havc been investigated only to a limitcd cxtent, being mostly focused on the structural 
damage to bascment membrane (BM) componcnts of capillary bloud vessels (15,16,23,24]. Thc reasons 
behind the paucity of information in this aspee! of cnvenoming ha ve to do mostly with methodological 
limitations and to the complexity of ECM structure and function. In his cclebratcd book The Logic of 
Life, Franr;ois Jacob stated ''The altcrnative approach to the history of Biology involvcs the attcmpt 
to discover how objects become accessible to investig;ition thus permitting new fields of science to 
be developed" (25]. It is then relevan! to discuss how the alterations in ECM by snake venoms and 
SVMPs have become accessible to investigation. 

The ability ofSVMPs to degrade diverse ECM proteins has been assessed in vitro, mostly through 
SDS-PAGE, by observing the degradation patterns of ECM components incubated for various time 
intervals with the enzymes (Figure IA). This has led to a wealth of information showing that SVMPs 
have a relatively wide spectrum of activity over substrates such as laminin, nidogen/entactin, type IV 
collagen, and fibronectin [23,26-33] . Likewise, SVMPs have been shown to hydrolyze proteoglycans 
in vitro, such as heparan sulphate proteog!ycan and aggrecan [15,34]. However, this experimental 
approach has limitations, as hydrolysis has been studicd in isolated ECM componcnts and, therefore, 
the experimental conditions do not reproduce the complex landscape of these proteins in thc tissues, 
which may determine their susceptibility to these enzymcs. The ability of snakc vcnoms to degr.ide 
hyaluronic acid, a glycosaminoglycan of the ECM, by the action of hyaluronidases, has been assessed 
using various in vitro methods (35). 

Studies using classical ultrastructural methods, i.e., transmission electron microscopy (TEM), have 
focused on the alterations in BM structure by SVMPs (Figure lB), as well 11s on the disorganization 
of fibrillar collagen bundles [36,37]. This approach, nevertheless, is not able to detect alterations in 
components of the ECM that are not observed at the ultrastructural level. Moreover, tissue processing 
for TEM reduces the actual thickness of BM, as demonstrated by atomic force microscopy (38). 
Histochemistry and immunohistochemistry techniques, on the other hand, provide a more specific 
assessment of ECM components (Figure lC,D), but the number of studies with SVMPs and 
hyaluronidases is limited (examples are (14,16,31,39,40]). Moreover, these procedures allow the 
detection of specific components, but do not provide a broad view of ECM alterations. More recently, 
the application of Western biot techniques to study the degradation of ECM components in vivo by 
SVMPs has provided novel clues to understand thesc phenomena, in particular reg;irding hydrolysis 
of BM components [15,24,41] (Figure 1 E). Neverthelcss, this method has the limitation that only the 
proteins to which antibodics 11re directed can be dctcctcd, thus precluding a comprehcnsivc analysis 
of ECM 11lterations. Overall, the mcthodologies describcd h;ive provided v¡¡Juablc, i!lbcit limited, 
information of the action of SVMPs on the ECM. 

To this end, the introduction of proteomic analysis to the field of pathology has represented 
a significant step forward in the study of disease at clínica! and experimental levels, and in the 
search of biomarkers (Figure 1F) (see for example (42-47]). This methodological platform offers 
complementary and often advantageous outcomes as compared to other methods mentioned above. 
Of particular relevance is that it is not focused on the detection of particular tissue components, 
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as occurs with thc immunological-bascd mcthods, but instcad pTovidcs unbiascd infoTmation on many 

tissue components ata time. This approach theTeby opens a greater apeTture thTough which oveTt 

and subtle tissue alteTations can be detected . In 2009, OUT gToup first utilized a proteomics-based 

approached to study the tissue damage induced by snake venoms and by specific venom components, 

such as SVMPs and myotoxic PLA2s [40] . This initial wateTshed contribution demonstTated the great 

potential of this methodology to understand the pathological effects of snake venoms and toxins, 

and was followed by a series of studies on this topic [15,24,40,41,48,49]. The pTesent Teview summarizes 

the key findings that have emerged from these investigations in relation to the alterations induced by 

SYMPs in the ECM and how these inform OUT understanding of the role of SVMPs and envenoming. 
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Figure l. Experimental approachcs to study the action of snake venom mctalloproteinascs (SVMPs) 
on the extracellular matrix (ECM). (A) In vitro analysis of hydrolysis of ECM proteins by SVMPs. 

Bascmcnt mcmbrane (BM) prcparations, such as Matrigcl in this figure, or isolatcd ECM proteins, 

are incubated with SVMPs and the mixture is thcn analyzcd by SDS-PAGE to asscss thc cleavagc 
products; C: control Matrigel; dcgradatiun induced by PI and PIII SVMPs is shown. Molecular mass 

markcrs are shuwn tu the lcft (reproduccd from (31 ). copyright 2006 Elsevicr); (B) Transmissiun 

elcctron microscopy as~ssmcnt of ECM damagc by analyzing thc alterations in tissuL'S frorn anima Is 
injcctcd wi th SVMPs. A disrupted capillary vcssd with damagc to BM is shuwn aftcr thc injcctiun of a 

hcmorrha¡;ic SVMP; 10,000 x (rcprnduccd (50], copyright 2006 El~vicr); (C) l listochcmical asscssmcnt 
of cnllagcn dcgradation . A his tol<•gy scction of musclc tissue stained with Sirius Red, which stains 
collagcn, ;md Fast Green, which stains prntcins, is shown; 200 x (rcproduced frum [14], copyright 

2011 PI.OS); (O) lmmum1histochemistry staining of a samplc of skin injectcd with a SVMP. The bl uc 
staining corresponds to Hoechst 332<;8, which stains nuclei, w hcreas the red staining corresponds to 

imm\lnostaining with a m<>nncl<inal antibody against type IV collagen; 400 x; (E) Western blotting 

analysis of typc VI collagen in samples of ex11dates collccted from tissuc injcctcd with PI, PII and Plll 
SVMPs. Differcnt patterns of hydrolyzcd fragments are obser\'ed. Molecular mass markcrs are depicted 

to thc left (reproduccd from (24], copyright 20 15 PLOS); (F) Mass spcctrometry analysis of proteins in 

cxudatcs collcctcd in the vicinity of tissuc injectcd with SVMPs allows the identification of degradation 
products of many types of ECM protcins. A mass spectmm is shown for illustrative purposcs. 
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2. Methodological Aspects of Proteomics Studies 

Proteomic analysis of tissue samples in pathological scttings can be performcd by studying tissuc 
homogenates. This approach has been followcd in thc analysis of alterations induced by SVMPs of 
the venom of Botlrrops jnraraca in the skin [51). One problem for analyzing proteomics of ECM in 
tissue homogenates is that extrnction of ECM proteins is difficult and, therefore, thc "matrisome", 
i.e., the ECM proteome, is often underrepresented in tissue homogenate samples (47). As with 
most experimental approaches to identify markers of particular biological or pathological processes, 
proteomic assessment of compartments nearest to the site of interest is likely to give best results. Thus, 
our group has developed a strategy based on the proteomic analysis of exuda tes collected in the vicinity 
of tissues injected with snake venoms or isolated toxins, such as SVMPs. In these studies we employed 
a mouse model extensively used for the investigation of histological and ultrastructural alterations 
after injection of venoms or purified toxins. Specifically we inject SVMPs intramuscularly in the 
gastrocnemius muscle of mi ce and then, at various time intervals, animals are sacrificed ;:md an incision 
made in the skin overlying the affected muscle. A heparinizcd glass capillary vcsscl is then introduccd 
under the skin, and the cxudate fluid is collcctcd by capillarity (Figure 2). In this expcriment¡¡l setting, 
the effect of SVMP inhibitors or of antivcnom antibodies can be assessed cithcr by prcincub¡¡ting SVMPs 
with inhibitors/antibodics or by injccting thcsc moleculcs aftcr envcnoming (48,49). In parallel, thc 
affccted musclc tissuc c¡¡n be collected and either fixed and proccsscd for histological, ultrastructurnl 
or immunohistochemical observation, or homogenized for immunological analyses, i.e., Western blots 
or ELISA. One limitation of this approach is the generation of appropriate controls. Unfortunately, 
exudates cannot be collected from control animals, i.e., mice injected with saline solution, beca use 
edema and cxud¡¡te do not develop in these conditions. Therefore, these sh1dies ha ve to be performed 
\tSing other types of controls, such as other toxins, and then comparing the differences in the outcomes 
of proteomics analysis betwecn different treatments. 

Once cxudate samples are collected, they are rapidly freeze-dried in arder to ensure the stability 
of the sample. Aliquots of exudates are separated by SDS-PAGE and stained with Coomassie Brilliant 
Blue. Then, the gel lanes corresponding to each sample are cut into ten equal size slices, corresponding 
to regions of varying ranges of molecular masses. After reduction and alkylation, gel slices are 
submittcd to trypsinization, and tryptic pcptides are analyzed by LC/MS/MS mass spcctrometry 
analysis. Lists of peaks are gcnerated from the raw data against the Uniprot Mousc d¡¡tabase. 
The rcsults from thc seilrchcs are exported to Scaffold (vcrsion 4.3.2, Proteomc Software lnc., Portland, 
OR USA). Sc¡¡ffold is uscd to validatc MS/MS b¡¡scd peptide and protein identifications, and also 
to visualize multiple datasets in a comprehensive manner. Relative quantification of proteins is 
¡¡ccomplished by combining ali data from the 10 gel slices for a particular sample in Scaffold and 
then displaying the Quantitative Value from the program. This formal of presentation allows for a 
comparison of the relativc abundance of a specific protein presenting different samples. A detailed 
account on thc methodology used in these studies can be found in Escalante et al. [40) (Figme 2). 

The separation of protein bands in the gcls into ten slices allows the determination of whether 
proteins in the samples are degraded or not. The amount of a given protein in a particular gel si ice is 
determined as the percentage of that protein in ali slices. Knowing the molecular mass of the native 
protein, the percentage of the protein migrating in regions of molecular mass lower than its native 
IllilSS corrcsponds to the percentage of degrad¡¡tion of that protein in the sample (40). The presence 
of a protc in, or a protcin fragment, in an exudate is likely to be dueto one of the following rcasons: 
(a) The protein has becn degradcd by proteinases present in the venom; (b) the protcin has been 
degraded by endogcnous proteinases derived from the inflammatory reaction to envenoming; (e) thc 
protein h¡¡s bccn rcleascd, without dcgrad¡¡tion, from a storage si te in thc ECM; (d) the protcin has 
bccn synthcsizcd during thc proccss of envenoming and thc cnsuing inflammatory re¡¡ction; (e) the 
protein is present in the blood plasma and reaches the exudate as a consequence of the increment 
in VilSCttlar permeability; and (f) the protein has been released from cells dueto the cytotoxic action 
of venom components (Figure 3). The first two possibilities can be detected by demonstrating the 
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presence of fragments of the proteins in regions in the gel corresponding to molecular masses lower 
than those of the native proteins. Noteworthy, in additíon to ECM-derived protein fragments, exudates 
collected from the si te of SVMP injection may also include plasma proteins, intracellular proteins, and 
proteins of membrane origin, among others. 

SVMPs + 

SVMPs lnhibitors or Antibodies 

---/ 

- ~ Tissue damage 

¡: 
Blomarkers of tlssue 

pathology and 
IUCCelS - l 

Wound Exudate 

---/ 

Proteomic 
analysis 

1 
I 

§ 
-~~-----
-

Peptides identification by MS 

Figure 2. Basic experimental protocol for the proteomics analysis of exudatcs collccted from tissucs 

injected with SVMPs. Mice are injcctcd intramuscularly in the gastrocncmius with SVMPs, or with 

111ixturcs of SVMI's and antibodies or inhibitors. At various time intervals animals are sacrificcd anda 
samplc of exuda te is collccted with a heparinizcd capillary vcsscl after sectioning the skin undcrlying 

thc affectcd regicm. Upon separation of exuda te protcins on SDS-PAGE and staining, sections uf the gel 
are cut, reduced, carboxymcthylatcd, and trypsin-digcstcd, and thcn submittcd to proteomic analysis 

(see tcxt for more dctails). Thc idcntity of ECM protcins in thc cxudatc and thc extcnt of dcgradation 

are thcn asscsscd. Magnification uf thc histology scction: 200 x . 

Table 1 shows the most abundan! ECM protcins that have becn dctectcd in the protcomics analysis 

of exuda tes collected from tissues injected with SVMPs. 
Proteomics analyses nccd to be validated by complementary experimental approachcs. In our 

Slltdics, Western blot ;malysis of protcins of particular intcrest has bccn utilized for validation. Thcse 
analyses have been performed either in the same exudate samples on which proteomic analyses 
were performed or in homogenates of tissues injected with the SVMPs, such as skeletal muscle or 
skin (15,24]. Another complementary approach is the use of immunohistochemistry, which allows the 
identification of the areas of the tissue wherc ECM components are being a ltered [15,31,40]. Taken 
together, proteomic analysis and these complementary approaches constitute a robltSt experimental 
platform to assess the pathological alterations occurring in the ECM as a consequence of the action 

of SVMPs. 
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Figure 3. Schcmc indicating the difforcnt sourccs of protcins that appcar in cxud;itcs co!lcctcd from 

tissucs injcctcd with sn;ikc vcnoms of with isolatcd SVMPs. Aftcr injcction in skclctal musclc, vipcrid 

venmns or SVMPs induce dircct pathulogical cffccts, such ;is dcgrndation of BM componcnts lc;iding to 

hcmorrhage (A); cytotoxicity rm various ccll typcs, such as skdctal musclc fibcrs (B); and dcgrad;ition 

of othcr ECM compo11cnts. As a conscqucncc of dircct tissue dilmagc, rcsidc11t tissuc cells (mast 

cclls, macrophagcs, fibroblasts) synthcsizc and rclcasc il numbcr of mcdi;itor.s, favoring incrcmcnts 
in vascular permeability ]cading tu edema. An inflammiltory infiltratc (C), composcd mainly of 

ncutrophils and macrophagcs, also cuntributcs to thc rclcasc uf protcinases and uthcr mcdiators. 

(O) Summary of SVMP-induccd damagc to musclc fibcrs and thc microvasculaturc. As a wnscqucncc, 

thc cxudatc that fonns in thc tissuc is compuscd uf prutcins uriginating frum diffcrcnt suurccs, as 

indicatcd in thc bottum of thc figure. Magnification in A, B and C: 200 x. 

Table 1. Extr<1ccllular matrix protcins dctectcd in cxudatcs collcctcd from micc injcctcd in thc 

gastmcncmius musclc wi th snakc vcnom mctalloproteinascs (SVMPs) [15,.10,.11]. 

Collage_n_s ___________ _ 

Coll;igcn cc:-1 (1) chain (lsoform 1) 
Collagen cc:-2 (1) chain 

Collagcn cc:-1 (11) chain (lsoform 2) 
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Table 1. Co11t. 

Collagens 

Coll<1gen n-1 (III) ch<1in 
Collagcn n-1 (V) chain 
Collagen oc-~ (VI) chain 
Collagen n-1 (Vil) chain 

Collagcn n-2 (XI) chain (Isoform 7) 
Collagen n-1 (XII) chain (Isoform 1) 
Collagcn n-1 (XIV) chain (lsoform 1) 

Collagen n-1 (XV) chain 
Collagcn n-1 (XVI) chain (lsoform 1) 

Collagen n-1 (XVIIJ) chain (lsoform 2) 
Collagen n-1 (XIX) chain 

Collagen n-1 (XXII) chain (lsoform 2) 
Collagen n-1 (XXVII) chain 

Collagen n-1 (XXVIII) chain (Jsoform 1) 

Laminins 

Laminin subunit cc-1 
Laminin subunit n-3 (Isoform B) 

Laminin subunit P-1 
Lamininy-2 

Nidogens 

Nidogen-1 
Nidogen-2 

Proteoglycans 

Dccorin 
Lumican 
Perlecan 

Bascment membrane-spccific heparan sulfate proteoglycan core protein 
Biglycan 

Other extracellular matrix (ECM) prote_in_s _____ _ 

Fibulin-1 (lsoform C) 
Dystroglycan 
Tcnascin X 

Thrombospondin-1 
Thrombospondin-4 

Tetranectin 
Vitronectin 
Fibronectin 

3. Effects of SVMPs on the BM: Identifying Key Protein Targets of Hemorrhagic Toxins 

7 of 21 

Disruption of the integrity of microvessels leading to hemorrhage is one of the most importan! 

effects induced by viperid SVMPs [11,52,53). The pioneering ultrastructural studies of McKay et al. [54] 

and Ownby et al. (36] described drastic alterntions in endothelial ce lis and BM of capillary vessels 

in tissues injected with hemorrhagic SVMPs. Similar findings were then extended to othcr SVMPs 
from different vcnoms (37,55], and this mechanism of microvessel dilmage was namcd "hcmorrhagc 

pt:r rlwxis" (36). Thc ability of SVMPs to hydrolyze componcnts of thc BM in vitro was dcmonstratcd in 
scvcrill studies [2~32,56) . It was thus hypothcsized that hydrolysis of BM componcnts is a key evcnt 
in the mechanism of hemorrhage by SVMPs. 

Proteomic analys is of exuda tes collected at early time intervals (15 min and 1 h) aftcr injection 
of crude venom of Botlzrops nsper and severa( hemorrhagic SVMPs purified from this and other 

v iperid venoms revealed the presence of various BM components, such as laminin, nidogen, typc 

IV collagen, and BM-specific heparan sulfate proteoglycan (15,24,.tO,.ll ,48], which are the main 
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componcnts of BMs [38,57-61]. To a largc cxtent, thesc protcins wcrc degradcd, as judgcd by thc 
molecular mass of the fragments detected in the analyses. The foct th;:it fragments of these BM 

components were present in exud¡¡tes collected at early time periods after venom or SVMP injection 
strongly suggests that hydrolysis of these proteins is dueto the direct action of SVMPs in the tissue, 
in agreement with in vitro observations. Such rapid degradation of BM proteins was corroborated by 
immunohistochemistry [15,16,31] and Western blotting [15,24,41]. Inhibition of B. aspcr venom with 

the peptidomimetic hydroxamante metalloproteinase inhibitor Batimastat, prior to injection in mice, 
resulted in the abrogation of the degradation of BM-specific heparan sulfate proteoglycan core protein 
(HSPG) [48]. This finding underscores the role of SVMPs in the proteolysis of this proteoglycan as well 
as a role fer HSPG in the stabilization of microvessels. 

For years, a puzzling finding rega rding the mechanism of action of hemorrhagic SVMPs was 
th11t non-hcmorrhagic SVMPs wcre 11lso 11blc to hydrolyze BM-associated proteins in vitre [15,62,63). 

This in itself is not particularly surprising 11s most BM componcnts are susceptible to proteolysis. 
A comparative analysis of BM dcgradation by 11 hcmorrlrngic 11nd a non-hemorrhagic SVMP from 
Bothrops sp. vcnoms contributed to the cl11rific11tion of this issuc. No d iffcrenccs werc obscrvcd 

between thesc enzymes rcgarding dcgradation uf nidogcn and laminin, as judgcd by protcomic 

11n11lyses of exudates and by Western blotting of skeletal muscle homogcnates [15] . However, a 

clear distinction occurred when comparing degrad11tion of type IV collagen (by Western blot ¡¡nd 

immunohistochemistry) and HSPG (by protcomics and Western blot) [1 5]. In particular type IV 
collagen is known to play a key role in the mech;mical stability of BM owing to thc formation 
of interchain covalent bonds of various types and supramolecular networks between collagen 

chains [64,65]; these results strongly suggest that the ability of SVMPs to induce hemorrhage is 
related to their capacity to hydrolyze these BM components. This hypathesis was supported by a 
study comparing BM degradation by SVMPs of cl11sses I, JI, and 111, which have a variable dom11in 

composition and different intrinsic hemorrhagic activity (24]. The doses of these enzymes injected 

wcrc adjustcd so as to induce thc samc cxtcnt of hemorrhage. In thcsc conditions, therc was a similar 
extent of dcgradation of typc IV collagen and HSPG [24], thus rcinforcing thc concept th11t hydrolysis 
of thcsc componcnts sccms to be critica) for thc onset of microvascular damage and hcmorrhagc. 

Thc clcavagc sites of type IV collagcn by a hcmorrhagic SVMP from thc venom of the rnttlesnakc 
Crotalus atrox have bccn determincd [23]. T he rclcvance of typc IV collagen hydrolysis in thc 

pathogenesis of hemorrhage has been also shown in the case of a Pill SVMP from the venom of 

Botl1rops jararaca [16,66,67] and of a hemorrh11gic metalloproteinase from the prokaryote 
Vibrio v11/11ificus [68]. Moreover, genetic disorders affecting type IV collagen are associated with 

vascular alterations and hemorrhagic s troke [69-71 ]. HSPG is also known to contributc to the 
mechanical stabilization of BM in capillary vessels, and embryos having mutations in this proteoglycan 
show dilated microvessels in the brain and skin, associated with vessel disruption and severe 

bleedings [72-74]. This agrees with these proteins having o key role in the mechanical stabilization of 

BMs and thcrcfore on the action of hemorrhagic SVMPs. 
The ability of hemorrhagic SVMPs to hydrolyze components that contri bu te to the mechanical 

stability of capillaries has been integrated into a ' two-step' hypothesis to explain the mechanism of 

SVMP-induccd hcmorrhagc [10,52,53]. The first step is the enzymatic hydrolysb of BM componcnts, 

cspcciaily type IV collagen, and also HSPG, with the conscqucnt wc¡¡kcning of the mechanirnl stability 

of thc BM. Such hydrolysis may also affcct ccll-ccll and ccll matrix intcrilctions. 1l1en, thc hemodynamic 

biophysical forces normally operating in the circulation, espccially hydrostatic prcssure-mcdiated w111l 
tension and shear stress, cause a distention of the capillary wall, which ends up with the disruption in 
the integrity of endothelial cells and the vessel wall, with the consequent extravasation. 

In addition to capillary BM, SVMPs also affect the BM of other tissue components. The presence 
of l11minin subunit ~3 in exudates collected aftcr injection of a PI SVMP [40] suggests that this 

enzyme degrades laminin at the BM of the dermal-epidermal junction, since this laminin isoform is 
characteristic of the skin [75,76]. This SVMP induces skin blistering, suggesting that hydrolysis of 
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laminin, and probably other components of the dermal-epidermal interface, is the basis for blister 
formation. Immunohistochemical observations revealed the presence of laminin in the two sides 
of the blister, thus supporting the contention of hydrolysis of the BM structure in the skin [40]. 
Moreover, BM hydrolysis by SVMPs is likely to affect tissue structure, since BM componen Is, especially 
type IV collagen, are known to play a central role in the organization of tissue architecture [77). 

Thus, alterations induced by SVMPs as a consequence of hydrolysis of BM components go beyond 
the acute effects associated with hemorrhage, blistering. and myonecrosis, since they also affect tissue 
organization and, probably, cell proliferation and regeneration occurring after tissue damage (Figure 4). 
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Figure 4. Hydrolysis of ECM compommts by SVMPs. Sorne SVMPs hydrolyzc components at the BM 
l•f capillary Vt.>sst!ls, skcletal musdc fibcrs, and dcrmal-cpidcrmal junction. In the case of hcmorrhagic 
SVMPs, it has bL'l'll postnlatL'd that hydrulysis uf type IV cullagL'n is a kcy stcp in t~ dt.'stabilization of 
BM, which lcads tu cxtravasatíon. SVMPs also hydmlyzc additional ECM prutcins, such as Fi\CITs, 
typc VI wllagcn, and other components that connL'cl thc BM wilh the surrounding matrix stromal 
prutcins. Morcovcr, SVMP degrade protcins that bind to and organizL' fibrillar cullagL'ns, leading to a 
disurgani1.atiun uf the ECM supramolccular structure. SVMPs rnay also hydrulyzc plasma mcmbranc 
componenls, such as intcgrins, that intcracl with BM components. i\ll tht.>sc hydrolytic actions rt.•!mlt in 
a pwfound altcralion of F.CM, with conscquences for thc proct.>s.~es of vcnom-induccd tissuc dama ge, 
rcpair, and rcgcncration. 

4. The Action of SVMPs on Proteins lhat Connect the BM with lhe Stromal Components of ECM 

Proteomic analyses of exuda tes collected from tissues affected by snake venoms and SVMPs have 
allowed the detection of degradation products of proteins that play a role in the integration of the 
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BMs with thc surrounding ECM (Figure 4). This was a hitherto unknown aspect of venom-induced 
ECM degradation, since the traditional experimental tools did not allow for the in vivo assessment of 
hydrolysis of these components. These ECM proteins are essential for the stability and mechanical 
integration of BMs with other ECM proteins, and for the assembly of fibrillar components of the 
matrix. For example, type VI collagen is a beaded-filament-forming collagen which integrates BM with 
fibrillar collagens and other components of the ECM. lt interacts with types IV, XIV, I, and 11 collagens, 
and with perlecan, decorin, and lumican [78-80], and plays a key role in the mechanical stability of 
skeletal muscle cells. Deficiencies in type VI collagen have been associated with Ulrich syndrome, a 
muscle dystrophic condition [81 ,82) and with other myopathies (83,84). Degradation products of type 
Vl collagen have been found in exudates collected from tissues after injection of B. nspcr venom and 
SVMPs of the classes PI, Pll, and PIII (15,24,40,41]. 

Thc potential implications of hydrolysis of this particular collagen in the action of SVMPs 
deservc additional consideration as this might affect the mechanical stability of skeletal musclc 
fibers . Thc resulting dccreased stability of the fibers could contribute to the skeletal muscle pathology 
initially causcd by myotoxic PLA2s, which affect the integrity of musclc cell plasma membrane [13] . 
SVMP-induccd hydrolysis of type VI collagen, and the consequent weakening of the mechanical 
stability of muscle BM, together with PLArinduced plasma membrane perturbation, may be an 
example of toxin-toxin synergísm to give rise to lesions to the periphery of muscle fibers, leading 
to myonecrosis. Likewise, by affecting the stability of muscle cell BM, type VI collagen hydrolysis 
might hamper the process of skeletal muscle regeneration, which depends on the integrity of muscle 
BM [85,86). The observation that fragments of type VI collagen are more abundant at early time 
intervals in exudates from mice injected with B. nspcr venom suggests that such degradation is dueto 
the action of SVMPs [41). Like laminin, type VI collagen is also ímportant in the dermal-epidermal 
interface [87,88] and , therefore, its hydrolysis by SVMPs may be also ínvolved in the pathogenesis of 
blistering in snakebite envenomings. 

Thc possibility that hydrolysis of type VI collagen plays a role in the pathogenesis of hemorrhage 
¡¡Jso dcscrvcs discussion. Although the most likely mech¡¡nism by which SVMPs induce capíllary 
damagc and hemorrhagc is their ability to hydrolyze type IV collagen and possibly HSPG at the BM, 
thc degrad¡¡tion of ECM components that link the BM with fibrillar collagens needs to be considered 
as a possiblc mechanism of capillary damage as well. The observation that exudate collectcd from 
tissuc injected with a PI hemorrhagic SVMP contains higher amounts of degradation products of type 
VI collagen than samples collected from mice injected with a non-hemorrhagic PI SVMP lends support 
to this hypothesis (15). 

Proteomic analyses also identified degradation products of types XII, XIV, and XV collagens in 
exuda tes from tissues affected by B. nsper venom and SVMPs [15,24,40,41 ). Exosites in the Cys-rich 
doma in of SVMPs mediate their interaction with type XII and XIV collagens [89], thus targeting PIII 
SVMPs to interact and hyd rolyze these ECM proteins. These collagens are fibril-associated collagens 
with interrupted triple helices (FAC!Ts) <1nd play a role in the supramolecular organization of fibrillar 
collagens (90,91), as well as in the integration of BM with the ECM fibrillar components [92,93) . 
In skeletal muscle, these FACIT.~ are important for connecting the muscle cell BM with the epimysium 
and the perimysium [94,95). The fact that no differences were observed in the amounts of degradation 
products of typcs XII and XIV collagens in exudates from tissue injected with hemorrhagic and 
non-hemorrhagic PI SVMPs [1 5] argues against a role of hydrolysis of thcsc protcins in thc mcchanism 
of hcmorrhage. However, the possible involvement of such hydrolysis in thc s tability of muscle fibcrs, 
and on the integration of muscle cells with muscle connective tissue at epimysium and perimysium, has 
to be considered. Type XV collagen, on the other hand, is a proteoglycan often expressed in BM zones, 
in regions adjacent to BM where severa} proteins anchor BM to the subjacent ECM, where it has been 
p roposed to actas a BM organizer [96-98]. Moreover, type XV collagen has a restricted and uniform 
presence in many tissues, including vascular and muscle BM zones (96,99). Genetic mutations of this 
protein in mice have been associated wíth abnormal capillary morphology, extravasated erythrocytes, 
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and cell degcncration in hcart and skeletal muscle [61,100,101]. Thc relevancc of this protcin in the 
organization of the microvasculature has been also demonstrated (101]. lnterestingly, as in the case of 
Type VI collagen, a hemorrhagic SVMP induces higher amounts of Type XV collagen in exuda tes than 
a non-hemorrhagic SVMP (15]. 

The ability of SVMPs to hydrolyze FACITs and proteoglycans having a role in the assembly 
of fibrillar collagens and in the integration of fibrillar collagens with BMs and other components 
of the connective tissue has implications for the ability of snake venoms to digest skeletal muscle 
tissue. The disruption of the connective tissue matrix resulting from the hydrolysis of these integrative 
components would facilita te the diffusion of snake venom components through the tissues and into 
the circulation (102). Tilis action could work in concert with the action of other venom hydrolases, such 
as hyaluronidase, a well-known spreading factor present in many vcnoms (35) . This would, in turn, 
favor the digestivc role of SVMPs and venom scrine protcinases, as a conscqucnce of the disruption in 
the organization of muscle tiss11e. Since v iperid vcnoms are often injectcd intramuscularly, and sincc 
muscle tissuc compriscs a significant mass of prey, thc action of SVMPs on these ECM componcnts is 
likcly to representa significant contribution to thc digcstion of muscle mass. Likewise, the 'softening' 
and disorganization of intcrstitial connective tissue described above may promotc thc digestion of the 
muscle mass of prey by proteinases of the gastric and pi!ncreatic secretions of snakes after ingestion. 

From the human pathology standpoint, such disruption of the components of connective tissue 
may play a role in venom dispersion in the tissues, thus facilitating the systemic action of venom 
toxins, and also may con tribute to the extent of local tissue damage by making the connective tissue 
more amenable to digestion by endogenous proteinases, such as matrix metalloproteinases (MMPs), 
which are synthesized as par! of the inflammatory response (1 03,104). These effects on FACJTs 
and related integrative ECM components may also affect the process of skeletal muscle repair and 
regeneration, an issue that deserves more investigation. 

5. Action of SVMPs on Fibrillar Collagens: A Secondary Outcome of SVMP-Induced Local 
Tissue Damage 

Proteomic ¡¡nalysis of exuda tes collected from mice injected with venom of B. nsper and with 
hemorrhagic and non-hemorrhagic SVMPs has revealed the presence of degradation fragments of 
fibrillar collagens, i.e., types 1, 11, 111 collagens (15,24,40,41,48). Since SVMPs are notable to hydrolyze 
fibrillar collagens lacking triple helical interruptions (105), the basis for this degradation is intriguing. 
A number of observations strongly suggest that it is due to the action of endogenous proteinases, 
especially MMPs, which are synthesized and secreted by resident and infiltrating cells in thc course 
of the inflammatory response that follows the acute tissue damage induced by the venom. When 
comparing exuda te proteomics from mice injected with ¡¡PI hemorrhagic SVMP to that from tissue 
injected with a myotoxic PLA2, highcr amounts of types 1 ¡¡nd III collagcns were found with the lattcr. 
Myotoxic PLA2s induce muscle necrosis of rapid onset by dam¡¡ging the integrity of muscle fiber 
plasma mcmbrane (106) and induce inflammation characterized by pi!in, edema, synthcsis of cytokines 
and MMPs, anda prominent cellular infiltra te (103, 107, 108). Thus, it is suggested that the hydrolysis of 
fibrillar collagens is a consequence of the action of endogenous MMPs and perhaps other proteinases 
derived from residen! and inflammatory cells. Degradation products of fibrillar collagens were also 
detected in exudates collected from SVMP-injected muscle [15,24,40,48). Interestingly, no differences 
were observed in the amounts of these fragments after injection of hemorrhagic and non-hemorrhagic 
SVMPs [15), both of which induce an inflammatory response in the tissue. 

J\dditional evidence in support of the concept that hydrolysis of fibrillar collagens is due to 
endogenous proteinases synthesized during inflammation is that degradation products of types 1 and 
lll collagens in exudates from mice injected with B. nspi:r venom reach their highest amounts in samples 
collected 24 h after envenoming, whereas type IV collagen products are most abundan! in samples 
collccted at 1 h [·l'l] . This suggests that typc IV and VI collagens, as well as othcr BM components and 
FACIT..~ i!Te hydrolyzed by SVMPs during the carly phasc of envcnoming, where¿¡s fibrillar coll¡¡gens 
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are hydrolyzcd by cndogcnous proteinases at later time intervals. In the biological context, such as 
the cnse of natural envenomings in prey, this second stage in ECM degradation of interstitial fibrillar 
collagen is likely to be accomplished by digestive proteinases from gastric and pancreatic secretions of 
the snakes. 

6. Hydrolysis of ECM Proteins Alters Cell-Matrix Interactions and Generales Fragments with 
Diverse Physiological and Pathological Actions 

In addition to the dircct pathological conscquenccs of degradation of ECM by SVMPs, another 
important consequencc of this hydrolysis is the altcration of the interaction betwecn ECM and cclls. 
For instance, fibronectin interacts with cells through the integrin tt5¡31 , and is in volved with other 
extracellular signals to regula te morphogenesis and cellular differentiation [109). SVMPs hydrolyze 
fibronectin in v itro (26,27,30] and fibronectin degradation products are detected in the proteomics 
analysis of exudates of tissues injected with SVMPs [24,40]. Although plasma fibronectin is probably 
present in exudates as a consequence of increments in vascular permeability, it is very likely that ECM 
fibronectin is also hydrolyzed and contributes to fragments in exudates. 

SVMP-induced ECM degradation may also release proteins or protein fragments that exert a 
variety of physiological effects. For instance, hydrolysis of types XV and XVIII collagens results in 
the generation of endostatin, an inhibitor of angiogenesis [110--112], and the cleavage of the tt3 cha in 
of type IV collagen by MMPs releases the fragment tumstatin, which is a potent anti-angiogenic 
molecule [113,114]. Another BM-dcrivcd fragmcnt is cndorepelin, the C-terminal fragment of pcrlccan, 
which also cxerts ¡¡nti-¡¡ngiogcnic activity [115] . Since SVMPs rclease fragments of ali of thcse protcins 
in the exudatcs [15,24,.to,41 ,48], it is suggestcd that sorne of them exert anti-angiogcnic activity 
nnd influcnce the tissue rcpair process. SVMPs may also releasc matrikines from ECM proteins 
which regulatc a number of cellular activities (116]. Our own studies indicate that snake venom 
and SVMPs release a number of DAMPs in the affected tissues, which are likely to play diverse 
roles in the processes of tissue dilmnge and repair (unpublished results). Another interesting protein 
that has been found elevated in exudates collected from mice injected with B. aspa venom and 
SVMPs is thrombospondin-1 [15,41,48], a counter-ndhesive protein that influences endothelial cell 
behavior by modulating cell-matrix and cell-cell interactions and by regulating growth factors [117]. 
This protein has been shown to play roles in hemostasis, inflammation, tissue regeneration, and 
angiogenesis [118-121] . Therefore, the release of this protein in to the exuda te by SVMPs could modula te 
the inflammatory process and the consequent tissue repair response. 

BM and other ECM components act as s torage siles for a variety of g rowth factors nnd other 
physiologically-ac tive components, such as insulin growth factor (IGF), vascular endothelial growth 
factor (VEGF), fibroblast growth factor (FGF), transforming growth factor-13 (TGF-13), hepatocyte 
growth factor (HGF), and platclet-dcrived growth factor (PDGF) [122]. Proteolytic processing of ECM 
components in inflammation rc leascs growth factors thus influencing cell activation, diffcrentintion, 
nnd prolifcration (123]. Rcg¡¡rding angiogenesis, the action of SVMPs might rcsult in thc relcasc of 
both pro-angiogenic, e.g., VEGF, and anti-an giogenic, e.g., endostatin and endorepelin, components. 
Hence, hydrolysis of ECM by SVMPs is likely to result in the release of diverse mediato rs, which 
in turn may expand tissue alterations, dysregulate cell-matrix interaction, promote and inhibit cell 
proliferation, and play reparative and regenerntive roles in the complex tissue interactive landscape. 
This is an aspect of SVMP-induced ECM alterations thnt needs to be explored in detail. 

Hydrolysis of ECM components might also result in changes in the m echanica l properties of 
the matrix and on the interaction of ECM and cells. lt is knmvn tha t the stiffness of ECM varies 
depending on many factors, and that changes in such stiffness bring consequences for cellular behavior 
in man y ways, including cell d ifferentiation [1 24]. Likewise, the release of growth factors stored in the 
matrix may occur not only by direct proteolysis, b ut also by mechanical forces generated in the ECM 
as a conscqucncc of hydrol ysis b y proteinases [125-127]. Thc bíomechanical conscquences of ECM 
dcgmdntion by SVMPs constitutc an are¡¡ of rese¡¡rch thilt needs to be dcvelopcd, since phcnomcna 
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associated with changes in cellular behavior secondary to mechanical alterations in the matrix may 
have consequences in the processes of tissue inflammation, repair, and regeneration. 

7. Concluding Remarks 

The proteomic analysis of exuda tes collected from mice injected with snake venoms and isolated 
toxins has opened an avenue to study hitherto unknown aspects of the action of venom enzymes on 
the ECM, an issue that has been largely elusive in toxinological research. This methodological platform, 
when combined with histological, ultrastmctural, immunohistochemical, and immunological methods, 
has provided new and valuable infonnation on the pathogenesis of tissue damage induced by viperid 
snake venoms. 

The studies reviewed in this communication uncovered a pathophysiological ~cenario 

characterized by various levels of ECM degradation by SVMPs. BM components are rapidly 
hydrolyzed upon venom and SVMP injection in the tissues. Of special significance for the pathogenesis 
of microvascular damage Jeading to hemorrhage is the hydrolysis of structurally-relevant BM 
components, especially type IV collagen and, possibly, HSPG. In addition to microvcsscls, hydrolysis 
of spccific BM componcnts detectcd in cxudatc could also affect thc stability of skeletal muse le fibers 
as well as the muscle regenerative process. lt can also be postulated that BM damage affects the spatial 
organization of ce lis in the tissue owing to the role of this ECM stmcture in the compartmentalization 
of cells, in addition to favoring the spread of venom components in the tissue and to the circulation. 
Figure 5 summarizes the main effects of SVMPs on the ECM. 

Concomitantly, SVMPs also hydrolyze ECM proteins that play a role in the integration of BM with 
the surrounding matrix, and also in the assembly of fibrillar collagens in the matrix, such as types VI, 
XII, XV, and XIV collagens. The hydrolysis of these FACJTs and related proteins may contribute to the 
collapse of BM, but also may result in the disorganization of the interstitial fibrillar matrix, favoring 
tissue disorganization, venom spreading, and digestion. On the other hand, the observed hydrolysis 
of fibrillar collagens 1 and III is likely to be a consequence of the action of endogenous protcinases, 
especially MMPs, and not to the direct action of SVMPs. Hence, as part of the inflammatory proces..~ 
that cnsues as a conscquence of venom induced acute tissue damage, MMPs and other cndogcnous 
pro teinases, derived from residcnt tissuc cells or invading lcukocytcs, hydrolyze fibrillar collagens, 
resulting in widcsprcad ECM dcgradation, which further complicates vcnom-induccd tissue damagc. 
Moreovcr, hydrolysis of ECM provides protein fragments of diversc physiological actions that are 
likely to participate in tissue alterations, as well as in inflammation, repair, and regeneration. Likewise, 
biomechanical changes in the tissue occurring as a result of changes in the stiffness of ECM after SVMP 
action may affcct the behavior of cells. 

Understanding the mechanisms involved in ECM degradation in snakebite envenoming may 
pavc the way for the search of novel therapeutic agents, aimed at the inhibition of SVMPs and at the 
modulation of the inflammatory response. A rapid administration of SVMP inhibitors in the field, 
in combination with the use of anti-inflammatory agents and the antivenom, may contributc to 
ameliorate the extent of local tissue damage and hence the magnitude of the sequelae in people 
envenomed by viperid snakebites. In addition, a deeper understanding of venom-induced ECM 
damage may provide information for designing interventions aimed at reducing snakebite envenoming 
morbidity by improving thc processcs of tissue repair and regcneration. 
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Figure S. Summary <>f the effects induced by SVMPs llll the ECM nnnponents. SVMPs hydrolyze 

components uf the BM (typc IV collagen, la111inin, nidogen, hepar¡,n sulfate pwteoglycan cure protein 

(1 ISPG)) in capillary blood vcsscls, skdctal musde fibers and dcrmal-epidermal junctiuns. /\s a 

conscquence, hcmorrhagc and blisterin¡:; occurs, and it is hypothcsized that acutc skelctal musde 

damage also cnsues. On thc uthcr hand, hydrulysis of F/\CI"IS, type VI rnllagcn and uthcr compuncnts 

rcsults in alterations in thc intcractions bctwcen BM and the surrmmding st romal componcnts. 

In addition, hydrnlysis of ECM protcins rcsults in expnsiticm of cryptic siles, relcase nf growth factors 
storcd in the matrix, and gcncratinn of a variety nf prntein fragmcnts with pntent biological activitics, 

which are invnlved in pathological, reparativc, and regcmerative evcnts. 
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