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RESUMO

A angiogénese e a inflamacdo atuam simultaneamente em diversos processos
fisiopatologicos. A angiogénese inflamatdria é dependente de uma série de interagbes com
a matriz extracelular (MEC) que sdo mediadas principalmente por receptores integrinas.
Assim, peptideos que possam atuar sobre as integrinas vém sendo amplamente estudados.
Alguns peptideos como as desintegrinas funcionam como antagonistas das integrinas. As
desintegrinas compreendem uma familia de polipeptideo ndo enzimaticos, de baixo peso
molecular, derivados a partir da peconha de serpentes, que inibem fortemente as fungdes
das integrinas. Neste estudo avaliou-se o efeito terapéutico da desintegrina DisBa-01,
derivada da peconha da serpente Rhinocerophis alternatus na angiogénese inflamatoria
induzida por implantes sintéticos em camundongos. Este modelo experimental consiste na
implantagdo de uma matriz sintética no tecido subcutdneo do animal, que induz a
formacéo de tecido fibrovascular rico em células inflamatorias, vasos sanguineos e MEC.
O modelo de implantes sintéticos, também permite a avaliacdo concomitante da
inflamacéo, angiogénese e do reparo tecidual. O tratamento intra-implante com diferentes
doses de DisBa-01 inibiu os principais componentes inflamatérios e angiogénicos do
tecido fibrovascular. Os efeitos anti-inflamatorios da DisBa-01 foram observados por
reducdes na atividade de MPO (representando neutrdéfilos ativados), NAG (representando
macréfagos ativados), nas quimiocinas CXCL-1, MCP-1 e pela citocina TNF-a. A
atividade anti-angiogénica foi observada através da reducdo do conteddo de hemoglobina,
do numero de vasos em cortes histolégicos, bem como por uma reducdo no fluxo
sanguineo intra-implante através da imagem de perfusao por laser doppler e dos niveis das
citocinas pro-angiogénicas VEGF e FGF. No entanto, o tratamento ndo foi capaz de
produzir efeitos significativos sobre os principais componentes do reparo tecidual, como o
coldgeno e a citocina TGF-B. A avaliagdo de DisBa-01 nos multiplos pardmetros
reveladas neste estudo demonstrou evidéncias adicionais ao potencial terapéutico desta

desintegrina.

Palavras chave: Angiogénese, inflamac&o, desintegrinas, integrinas.



ABSTRACT

Angiogenesis and inflammation act simultaneously in several pathophysiological processes.
The interactions with the extracellular matrix (ECM) are required in inflammatory
angiogenesis. The non-enzymatic disintegrins comprise a family of peptides, low molecular
weight, derived from the venom of snakes, which strongly inhibit the functions of integrins.
In this study we evaluated the therapeutic effect of disintegrin DisBa-01, derived from the
venom of the snake Rhinocerophis alternatus in inflammatory angiogenesis induced by
synthetic implants in mice. Treatment with DisBa-01 inhibited the main key components of
fibrovascular tissue induced by implants as inflammation and angiogenesis, without changing
the fibrogenic component. This experimental model is the implementation of a synthetic
matrix in the subcutaneous tissue of the animal, which induces the formation of fibrovascular
tissue rich in inflammatory cells, blood vessels and MEC. The model of synthetic implants,
also allows the simultaneous evaluation of inflammation, angiogenesis and tissue repair. The
inhibitory effects of DisBa-01 were observed by MPO activity (representing activated
neutrophils), NAG activity (representing activated macrophage), the chemokines CXCL -1,
MCP-1 and the cytokine TNF- a. The anti-angiogenic activity was observed through the
reduction of hemoglobin content, number of vessels, blood flow intra-implant by laser
doppler and the levels of VEGF and FGF cytokines. The evaluation of DisBa-01 in multiple

parameters provides additional evidence to the therapeutic potential of this disintegrin.

Keywords: Angiogenesis, inflammation, disintegrin, integrin.
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1. INTRODUCAO

1.1 Inflamacéo

A inflamagdo é uma resposta imunitaria essencial na manutengdo da homeostase
tecidual sob uma variedade de condi¢bes nocivas ao tecido, como ocorre durante as infeccdes
ou lesdes no tecido, permitindo assim a sobrevivéncia do organismo. O processo inflamatorio,
também é essencial em condi¢es fisiologicas como, por exemplo, na cicatrizagdo de feridas
(MEDZHITOV, 2010). Embora a inflamagdo seja um processo fisiolégico, auxiliando na
remocdo dos estimulos nocivos, restos celulares e inicie o reparo tecidual; a reacédo
inflamatdria, em alguns casos, quando exacerbada pode causar danos consideraveis aos
tecidos (LIU et al., 2014).

O processo inflamatdrio pode ser induzido por uma serie de mediadores quimicos
produzidos por células residentes no tecido, como macrofagos e mastocitos, em resposta a
diferentes estimulos como ocorre nas infecgdes, cicatrizacdo de feridas, traumas, reacdes
imunoldgicas, necrose tecidual ou corpos estranhos. Assim, independente do estimulo inicial,
a agressdo tecidual induz de imediatos a secrecdo de citocinas e mediadores pré-inflamatérios
no local, como a histamina, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina -1 (IL-1) e
interleucina-6 (IL-6). Esses mediadores quimicos podem atuar sobre varios componentes
teciduais, um dos principais efeitos desses mediadores inflamatorios é a inducdo da expressdo
de moléculas adesivas como selectinas e integrinas tanto no endotélio da microcirculacéo
local, quanto em leucdcitos circulantes (MEDZHITOV, 2008). Essas moléculas adesivas
medeiam a interacdo entre leucdcitos e endotélio, permitindo que leucdcitos ao final do
processo possam transmigrar da circulacdo sanguinea para o tecido inflamado (LEY et al.,
2007) (Figura 1).
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Figura 1: Modelo de multiplos passos do recrutamento de leucécitos - Sequéncia de eventos celulares (parte
inferior) e o mecanismo molecular (parte superior) que controlam o recrutamento de leucdcitos na inflamagao.
Na figura estdo representadas as interacfes moleculares entre diversas moléculas de adesdo celular (selectinas,
muscinas, integrinas e superfamilia de imunoglobulinas do tipo 1), quiomiocinas, receptores de superficie celular
e a ativacéo de vias de sinalizacdo durante o processo. As setas vermelhas indicam os eventos celulares em que
0s mecanismos moleculares correspondentes estdo envolvidos. Figura reproduzida de: LAUDANNA, C;
VITTORI, MB. Integrin activation in the imune system. Wire Systems Biology and Medicine, p.117, 2009.

No tecido inflamado, uma série de mediadores quimicos, como a quimiocina CXCL-1
(quimiocina motivo CXC ligante 1) estimulam, principalmente, o recrutamento de neutrofilos
para o local. Os neutrofilos ao serem ativados, secretam o conteldo de seus granulos,
contendo principalmente, a enzima mieloperoxidase (MPO), que auxilia na destruicdo de
patogenos (BURG et al., 2001).

Os mondcitos circulantes também sdo recrutados por fatores quimiotaxicos tais como
CCL-2/JE/MCP-1 (proteina quimiotatica de monocitos-1) e apds transmigrarem para o tecido,
diferenciam-se em macrofagos. (HASKO et al., 2012). De acordo com seu fen6tipo, os
macrofagos podem ser classificados em dois grupos funcionais: Os macréfagos M1 ou
também chamados de macréfagos pré-inflamatério, que possuem propriedades pro-
inflamatdrias, com capacidade de mediar respostas de defesa contra uma variedade de
microorganismos e 0s macrofagos M2 ou também chamado de macrofago reparador que

15



possui um importante papel na sintese de mediadores anti-inflamatorios/pré-resolutivos

essenciais no processo de reparo tecidual (ALBER et al., 2012).

Quando o estimulo inicial da inflamac&o é cessado, ocorre a resolugdo da inflamagéo.
Nesta fase os neutrofilos entram em apoptose apos realizarem sua ac¢do no local. Em seguida,
os macréfagos M1 promovem a fagocitose de neutréfilos apoptoticos (eferocitose),
promovendo uma alteracdo no fendtipo do macréfago com perfil M1 para macr6fago com
perfil M2 (Figura 2). Os macrofagos M2 secretam grandes quantidades de mediadores anti-
inflamatorios/pro-resolutivos. Assim, na medida em que os mediadores anti-inflamatorios
sobrepdem aos mediadores pro-inflamatorios, isso favorece o processo de reparo tecidual e
consequentemente o retorno da homeostase tecidual (ORTEGA-GOMEZ et al., 2013).

@ i ™
| ) £ \ 4 \
-~ ' \

™
—== == Ragulation A d‘l Monocyte @ Efferocyte

: % : .
Migration Pro-inflammatory macrophage q (4_ N  Apcptotic neutrophil
=

&/ Neutrophi Endothalal cell o ) Resolution-phase macrophage

Figura 2: Interacdes celulares durante a resolucdo da inflamacéo - Visdo geral dos processos celulares
durante o inicio/inflamacdo aguda (esquerda) e resolucdo (a direita) da inflamagdo. Durante fases iniciais, as
células residentes do tecido percebem danos e liberam sinais que induzem uma rapida emigracao de neutréfilos e
uma emigracgdo lenta de mondcitos. O processo de resolucédo € iniciado quando ocorre a apoptose dos neutréfilos
e um aumento de mediadores pro-resolutivos no local. A eferocitose dos neutrdfilos apoptoéticos por macréfagos
altera o fendtipo de macr6fagos M1 para macréfagos M2, promovendo o retorno a homeostase tecidual.
ORTEGA-GOMEZ et al. Resolution of inflammation. EMBO Molecular Medicine, p. 664, 2013.
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O processo de remodelamento tecidual é regulado por diversos mediadores quimicos e
coordenado por interacbes das células com elementos da matriz extracelular, como o
colageno. O remodelamento acontece simultaneamente ao processo de resolucdo da resposta
inflamatdria, na qual macrofagos M2 secretam grandes quantidades de citocinas envolvidas
com o processo de resolucdo, formagéo do tecido granulacgéo e fibrogénese, tais como o fator
de crescimento transformador p (TGF- B) que, estimula a deposi¢do de colageno, o fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF) e o fator de crescimento fibroblastico (FGF), que

estimulam a formacdo de novos vasos sanguineos (angiogénese) (LIU et al., 2013).

Em alguns casos, quando o agente causador da leséo inicial persiste ou ocorre uma falha
na regulacdo do processo de resolucdo da resposta inflamatoria, o processo inflamatério
torna-se cronico. A inflamacdo crénica é uma resposta inflamatéria com duracéo prolongada
(semanas, meses ou anos), sendo caracterizada, principalmente, pela permanéncia de
neutrofilos no sitio inflamatério, o qual secretam continuamente substancias nocivas, que
promovem a destruicdo tecidual, além da estimulacdo continua da deposicdo de colageno
(fibrose) e a formacdo de novos vasos sanguineos através de um mecanismo denominado
angiogénese (SZEKANECZ, 2004).

O termo angiogénese é comumente usado para fazer referéncia a um conjunto
integrado de processos bioquimicos, celulares e moleculares pelos quais novos vasos
sanguineos sdo formados a partir de vasos pré-existentes (FOLKMAN, 2007). Embora a
angiogénese seja um evento fisiol6gico no contexto da inflamac&o, pois objetiva melhorar o
aporte de oxigénio e nutrientes ao tecido lesado, também promove um aumento do infiltrado
inflamatdrio que, por sua vez produz mais citocinas pré-inflamatoérias e pré-angiogénicas
promovendo um ciclo vicioso e patoldgico entre inflamacdo e angiogénese (COSTA et al.,
2007) (Figura 3). Essa associacdo patoldgica entre inflamacdo e angiogénese é a base de uma
série de doencas cronicas tais como: psoriase, artrite reumatoide, desordens oculares e
neoplasias. (VENDRAMINI-COSTA et al., 2012; VESTWEBER, 2007).

17



Degradation of ECM
EC Invasion /Migraticn

SM

EC

Angiogenesis

O, Nutrients

Adhesion molacules

MO, Proteases,
Angiogenic factors

Hypoxia

Chronic inflammation

et

Inflammiatory cells

Chemotaxis
Exiravasation

Figura 3: Diagrama esquematico ilustrando a associacdo entre a inflamacao crénica e a angiogénese - As
celulas inflamatdrias secretam fatores de crescimento, proteases e citocinas que induzem a degradacdo da MEC,
estimulando a angiogénese. A neovascularizacdo fornece mais células e citocinas inflamatdrias, formando um
ciclo vicioso, na qual angiogénese sustenta inflamacdo e inflamacéo sustenta angiogénese. Figura extraida de:
COSTA, C.; INACIO, J.; SOARES, R. Angiogenesis and chronic inflammation: Cause or consequence?.

Angiogenesis, p.151, 2007.
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1.2 Angiogénese

O processo angiogénico no adulto encontra-se parcialmente inibido, isso porque as
células endoteliais que formam o0s vasos sanguineos encontram-se em um relativo estado de
quiescéncia. Entretanto, as células endoteliais mantém elevada plasticidade para detectar e
responder sinais pro-angiogénicos. Em situacdes fisiologicas, 0 processo angiogénico esta
ativo no desenvolvimento embrionario, reparo tecidual e durante o ciclo reprodutivo feminino
e em condigdes patolégicas como crescimento tumoral, artrite reumatoide, retinopatia
diabética e doencas inflamatdrias crénicas (CARMELIET, 2005).

A angiogénese € altamente regulada pelo balanco entre fatores pro e anti-angiogénicos
(Figura 7), atuando sinergicamente para manter a funcionalidade dos vasos. Uma série de
fatores enddgenos, pré e anti-angiogénicos, ja foram identificados. Dentre os principais
fatores pré-angiogénicos estdo: O VEGF, oxido nitrico (NO), integrinas osP1, avfs € avps,
TGF-B, FGF, metaloproteinases de matriz (MMP) e CCL2/JE/MCP-1 e dentro dos fatores
anti-angiogénicos estdo: A trombospondina, angiostatina, endostatina, vasostatina e
inibidores de metaloproteinases (TIMP) (MUNDEL et al., 2007) (Figura 4).

Activators Inhibitors
VEGF-A,-B,-C,-D VEGFR-1
PLGF Ang2
Ang1, Tie2 PAI-1,-2
PDGF-BB TIMP-1,-2,-3,-4
TGF-i1 Angiostatin
TGF-p receptors Endostatin
FGF, HGF, MCP-1 Vasostatin
Integrin owps, avBs, ospy Tumstatin
VE-Cadherin Arresten, Canstatin
PECAM (CD31) Thrombospondin-1,-2
Ephrins MMP Inhibitors
Plasminogen Activator PF-4
MMPs Prolactin
NOS, COX-2 IFN-o,-f,-y; IP-10
G-CSF, GM-CSF IL-4, IL-12, IL-18

Figura 4: Ativadores e inibidores da angiogénese - Mais de 20 estimuladores e inibidores endégenos da
angiogénese sdo conhecidos. Figura extraida de: MUNDEL, TM.; KALLURI, R. Type IV collagen-derived
angiogenesis inhibitors. Microvascular Research, p.86. 2007.
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Assim, os fatores pro-angiogénicos podem estimular o crescimento de novos vasos por
diferentes mecanismos, dentre eles a vasculogénese, que € o crescimento de novos vasos
através do recrutamento de células progenitoras endotelial derivadas da medula 0ssea. Ja na
intussuscepcao, ocorre uma divisdo binaria das células endoteliais que formam um vaso pré-
existente e através de um mecanismo denominado angiogénese por brotamento, na qual um
novo vaso sanguineo é formado a partir da diferenciacdo de uma célula endotelial normal em
tip cell (célula endotelial com capacidade invasiva e migratéria), que lidera a formacédo do
vaso (broto capilar) (CARMELIET, 2005). A angiogénese por brotamento é o mecanismo

mais estudo e algumas etapas deste processo sdo conhecidas (Figura 5).

Inicialmente, na angiogénese por brotamento, uma célula endotelial é estimulada por
sinais pré-angiogénicos como VEGF e se diferencia em tip cell adquirindo um fen6tipo com
capacidade invasiva e migratoria. A tip cell projeta extensées citoplasmaticas (filépodes) em
direcdo ao estimulo angiogénico, liderando a formag¢do de um novo vaso sanguineo. Em
seguida, as stalk cells proliferam-se para apoiar o alongamento e preparam-se para estabelecer
0 limen do novo vaso. O processo repete-se até ocorrer uma diminui¢do dos sinais pro-
angiogénicos e o aumento dos fatores anti-angiogénicos, de forma a restaurar equilibro entre
os fatores reguladores da angiogénese (RIBATTI et al., 2012; CAMELIET, 2000).
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Figura 5: Etapas adesivas em angiogénese — (A) Um vaso sanguineo com suas células endoteliais em estado
de quiecéncia. (B) Uma célula endotelial é convertida em uma célula endotelial ativa, denominada tip cell. Esta
célula emite fildpodos que sdo orientados em direcéo ao estimulo angiogénico. (C) Células proximas a tip cell, as
stalk cellssdo altamente proliferativas. (D) Ao final do processo, vacuolos intracelulares das stalk cells se fundem
formando o limen do vaso. (E) E a tip cell de um vaso recém-formado se anastomosa com a tip cell de outro
vaso, formando uma rede vascular. Todos esses eventos sdo mediados por moléculas de adesdo, como as
integrinas. Figura extraida de: RAMJAUM, AR.; HODIVALA-DILKE, K.The role of cell adhesion pathways in
angiogenesis. The Internacional Journal of Bichemistry & Cell Biology, p.523, 2009.

Durante todas as etapas do processo angiogénico por brotamento sdo necessarias
interacOes entre as células endoteliais com a MEC. As proteinas da MEC possuem sitios de
ligagdo contendo a sequéncia arginina, glicina- acido aspartico, esse sitio de ligacdo também é
chamado de sitio RGD. Esses sitios sdo reconhecidos por receptores de adesdo celular
localizados na membrana plasmaética da célula endotelial, como as integrina asp1 e ovps/onvps e
medeiam as interacfes entre células endoteliais e MEC. Essas interacfes entre células
endoteliais e MEC mediadas pela integrina, além de permitir a ativacao de vias de sinalizagdo
envolvidas na adesdo e migracdo celular, também permite a ativacéo de vias relacionadas com

a proliferagdo e sobrevivéncia da célula endotelial (RAMJAUN et al., 2009) (Figura 6).
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Figura 6: A expressao diferencial de integrinas durante a angiogénese. Durante a angiogénese ocorrem
mudancas na expressdo das integrinas. A expressdo das integrinas owvPs, owPs, aiP1, osP1 € osPr podem estar
aumentadas durante angiogénese. Figura extraida de: SILVA, R. et al. Integrins: The keys to unlocking
angiogenesis. Arterosclerosis, Trombosis and Vascular Biology, p.1704, 2008.

2.3 Matriz extracelular e integrinas

A matriz extracelular € composta por diferentes combinacbes de colagenos,
proteoglicanos, glicoproteinas (ex. fibronectina e laminina) que preenchem a maioria dos
espacos intercelulares (COSTA et al., 2007) (Figura 10). A matriz extracelular esta envolvida
nas interacdes célula-célula, proliferacdo e migracdo celular, bem como na imobilizacdo de
moléculas e fatores sollveis, como citocinas e entre outros fatores de crescimento. Além
disso, as interacbes das células com a MEC determinam o formato celular e regulam varias

funces celulares, como a proliferacdo e sobrevivéncia celular (BOUVARD et al., 2013).
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Colageno
Laminina

Entactina

Figura 7: Matriz extracelular — A MEC ¢é formada por glicoproteinas, diferentes tipos de colageno,
glicosaminoglicanos, proteoglicanos. Essas moléculas sdo secretadas por diferentes tipos de células e se
organizam no meio extracelular por meio de mdltiplas interagdes mediadas por receptores de adesdo celular.
Figura extraida de: http://bionetic.com.br/tecido-conjuntivo. Acessado em: 10/02/2014.

As relagcBes complexas entre as células e os componentes da MEC sdo mediadas,
principalmente, por receptores de adesdo celular, localizados na membrana das células,
denominados integrinas. As integrinas sdo proteinas transmembrana, heterodiméricas,
constituidas por uma subunidade o e uma subunidade B, ligadas ndo covalentemente. Em
vertebrados, séo conhecidas 18 subunidades o e 8 subunidades B o que perfaz 24 tipos
diferentes de receptores conhecidos (Figura 8), com estrutura similar, mas com afinidades
diferentes pelos componentes da MEC (BOUVARD et al., 2013; TAKADA et al., 2007).
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Figura 8: Representacdo esquematica da familia das integrinas. Nos vertebrados a familia das integrinas
contém 24 tipos de receptores diferentes. Figura extraida de: BAREZYK, M.; CARRACEDO, S,
GULLBERG.D. Integrins. Cell Tissue Research, p.272, 2010.

O dominio extracelular destas moléculas transmembranas se liga aos componentes da
MEC ou a outras integrinas, enquanto o dominio intracelular estabelece ligacbes com
proteinas intracelulares como a talina, vinculina e a-actinina, promovendo assim, uma
organizacdo do citoesqueleto, bem como a modulacdo de diferentes fungbes como
sobrevivéncia e diferenciacdo celular (Figura 9). Quando a sinalizacdo da integrina é ativada
por outras integrinas ou por componentes da MEC, é denominada “sinalizacdo de fora para
dentro”. Por outro lado, a “sinalizagdo de dentro para fora”, ¢ quando a ativagdo da integrina
¢ desencadeada em resposta a sinais intracelulares como, por exemplo, 0s sinais
desencadeados em resposta aos fatores de crescimento e quimiocinas (SILVA et al., 2007)
(Figura 10).
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Figura 9: Sinalizacdo bidirecional da integrina. Durante a sinalizacdo de dentro para fora (inside-out), um
ativador intracelular, como a talina se liga a cauda da B da integrina, induzindo a alteracfes conformacionais na
estrutura da molécula, resultando em um aumento de afinidade para os ligantes extracelulares (integrina ativada).
Na sinalizacdo de fora para dentro (outside-in), a integrina se liga a componentes extracelulares, alterando sua
conformacdo, favorecendo a aglomeracdo de outras integrinas no local e ativando vias de sinalizacdo

intracelular. Figura extraida de: http://nature.com. Acessado em: 14/02/2014
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Figura 10: Modelo geral de adesbes célula-matriz. As adesbes célula-MEC contendo aglomerados de
integrinas recrutam proteinas citoplasmaticas que, em cooperacdo com outros receptores de superficie celular,
controla diversos processos, funcdes e fenétipos da célula. Figura extraida de: BARRIER, AL.; YAMADA, KM.

Cell-matrix adhesion. Journal of Cellular Physiology, p.565, 2007.
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Embora as interagcbes com receptores integrina, sejam fisiologicamente importantes,
esses receptores também estdo associados a diversas condi¢des patoldgicas. Tanto a funcéo,
quanto a expressdo dos receptores integrina podem estar alterados em doencas em que a
inflamacéo esta associada a angiogénese, como observado em alguns tipos de neoplasias,
como por exemplo na neoplasia mamaéria, cuja a expressdo da subunidade 1 da integrina, esta
associada a uma reducdo da sobrevivéncia de portadores desta neoplasia. Enquanto, a
expressdo elevada da integrina ovf3 em células tumorais & uma caracteristica de metastase
tumoral (PAOLILLO et al., 2009).

Neste sentido, tém se investido no estudado de moléculas que possuam a capacidade
de interagir com os receptores integrina e assim, modular sua funcdo. (YAN, 2013; MEYER
et al., 2006). Dentre estas moléculas, os peptideos sollveis contendo a sequéncia contendo a
sequéncia RGD estdo sendo amplamente estudados, pois competem pelo sitio RGD das
integrinas impedindo-as de ligarem-se aos componentes e consequentemente de executarem
sua funcdo. Alguns desses peptideos sollveis contendo a sequéncia RGD podem ser
encontrados na peconha de serpentes (GROOT et al., 2010; MEYER et al., 2006).
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1.4 Peconha das serpentes, desintegrinas e DisBa-01

A peconha de serpentes € uma mistura complexa de proteinas e polipeptideos
bioativos, produzidos e estocados em uma glandula altamente especializada das serpentes, que
apos sua inoculacdo, funcionam como toxinas, atacando varios sistemas fisioldgicos como a
coagulagdo sanguinea e pressdo arterial, que frequentemente pode levar & morte e debilitagdo
da presa ou vitima (MATSUI et al., 2005; LEWIS, 2003).

Figura 11: Serpente com seus dentes inoculadores — Denticdo solendglifa, caracteristica das serpentes da
familia Viripidae. Os dentes inoculadores sdo projetados para fora durante o ataque, permitindo ao animal
inocular o veneno na presa. Figura extraida de: http://zoodidatica.blogspot.com.br. Acessado em: 10/02/2014

A peconha, em sua maior parte, € composta por proteinas que podem ser classificadas
como proteinas enzimaticas e ndo-enzimaticas, podendo exercer uma série de efeitos
farmacoldgicos distintos que interferem com a cascata de coagulacdo, o sistema hemostéatico
normal e o reparo tecidual (RAMOS et al., 2006) (Figura 12). Algumas dessas moléculas, na
area clinica, tornaram-se modelos estruturais para o desenvolvimento de novos farmacos que
fazem parte do tratamento de doencas tromboticas e hipertensivas tais como: Captopril®,
Integrilin® e Agrastat®.

Um grupo em especial de moléculas presentes na peconha que sdo capazes de romper
as interacOes das células com a MEC. Esses componentes sdo denominados desintegrinas, as
quais possuem uma sequéncia de aminoacidos RGD ou uma sequéncia semelhante ao RGD,

que interage fortemente com os receptores integrinas (CALVETE,2013).
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Figura 12: Compostos encontrados na pegonha de serpente. ACE: enzima conversora da angiotensina,
CRISP: proteina secretora rica em cisteina, CVF: fator de veneno de cobra, LAO: L-amino &cido oxidase, PLA,:
fosfolipase A,. Figura extraida de: RAMOS, OHP.; SELISTRE-DE-ARAUJO, HS. Snake Venom
metalloproteases — Structure and function of catalytic and disintegrin domains. Biochemistry and Physiology,
p.329, 2006.

Na literatura existem varias desintegrinas conhecidas (figura 13), essas desintegrinas
podem exercer diferentes efeitos, tanto sobre componentes do microambiente tumoral, quanto
da angiogénese (SELISTRE-DE-ARAUJO, 2010).
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Adhesive Preferred

Disintegrin Structure . ) ) Cognate ligand  Relevant inhibitory activity (cone.®)
maotif integrin

salmosin 2 monomeric medium RGD o3 Vo angiogenesis ** (3 pg)
saxatilin mMOonomeric medinm RGD o.P3 Vn angiogenesis (100 nh)
jarastatin Monomenc medmm RGD O3, 5By, opeB: Vi, Fn, ICAM-1 melanoma hing metastasis ** (1 uM)
flavoridin monomernc medium RGD sy Fn melanoma lung metastasis ** (1 uh)
kistrin monomerc medium RGD o3 Vo melanoma lung metastasis **{ 1 pM)
colombistatin - monomenc medium RGD nd Fn tumor cell migration (IC50= 1.8 uM)
rigramin mMonomeric medinm EGD o.P3 Vn bone metastasis **(100 pg/ml)
DizBa-01 monomenc medim RGD o3 Vo melanoma metastasis **(2 mgKg)
eristostatin monomernc short RGD omBPs Fg melanoma metastasis (23 pg)
echistatin monomeric short RGD o3 Vo osteoclast migration (10 nh)
triflavin monomenc short RGD o Pz Vn anglogenesis **(0.1-0.4 uM)
contorrostatin Homodimeric REGD 5By o P Fn fumor angiogenesis **(60 ug'day)
alternagin-C =~ monomenc DVC ECD oafy collagen I angiogenesis **(1 uM)
leberagin-C monomernc DVC ECD B3, @y, Ofis Vn, Fn melanoma cell adhesion (100 o)
acurhagin-C ~ monomenc D/C ECD o3 Vo angiogenesis **(0.4 pM)
VLO3 heterodimeric VGD, MLD osfy TN, VCAM  glioblastoma growth (100 pg/ml)
obtustatin monomeric short KTS oy collagen IV anglogenesis **(0.4 pg/ul)
vipenstatin monomernc short KTS oy collagen IV melanoma cell transmigration (1-4 pbd)
lebestatin monomenic short KTs 1By collagen IV angiogenesis **(0.1-0.3 pg/embryo)

Tabela 1: Desintegrinas e seus efeitos bioldgicos — As desintegrinas podem exercer efeitos tanto em
componentes do microambiente tumoral, incluindo efeitos sobre o processo angiogénico. Figura extraida do
artigo: SELISTRE-DE-ARAUJO, HS et al. Snake Venom Desintegrin and Cell Migration. Toxins. p.2606-2621,
2010.

Dentre algumas desintegrinas estudadas esta DisBa-01. Esta desintegrina foi publicada
em um trabalho de Ramos e colaboradores (2008) na qual foi demonstrado que DisBa-01
possui efeitos anti-metastaticos e anti-angiogénicos tanto in vivo/ quanto in vitro. A DisBa-
01 é uma desintegrina produzida de forma recombinante, contendo o motivo adesivo RGD,
massa molecular de aproximadamente 12kDa, com afinidade a intgrina avp3 (Figura 13).
Esta desintegrina é derivada da serpente Rhinocerophis alternatus, pertencente a familia
Viperidae, que compreende mais de 180 espécies.

A Rhinocerophis alternatus, culturalmente conhecida como Urutu, € encontrada no
sudeste, sul, centro-oeste brasileiro, regido central da Argentina e regido meridional do
Uruguai, habitando locais preferencialmente Umidos (ROCHA, 2005) (Figura 14). Esta
serpente era denominada Bothrops alternatus. No entanto, em 2009, o género Bothrops foi
reclassificado, com base em dados morfol6gicos e genes mitocondriais. Assim, 0 género
Bothrops ficou restrito a serpente Bothrops atrox. As serpentes Bothrops neuwiedi e Bothrops

Jararaca passaram a pertencer ao género Bothriopis e todas as outras serpentes passaram a
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pertencer ao género Rhinocerophis. Em especial, a Bothrops alternatus passou a ser
denominada Rhinocerophis alternatus (FENWICK, 2009).
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)
\

. %

- ;

" -
Positive

Cluster Negative Positive
Cluster Cluster

Negative
Arg Cluster

Arg

Figura 13 — Representacdo de DisBa-01 por cristalografia. Em (A) & esquerda DisBa-01, a direita
Trimestatin, uma desintegrina bastante conhecida na literatura, demonstrando a semelhanca de ambas as
proteinas e seus motivos RGD. Em (B) O aspecto geral da cadeia da av (cinza) e da cadeia B3 (amarelo) da
integrina e DisBa-01 (azul) no ligada no sitio RGD na avf3. Em (C) zoom na regifo de interface entre DisBa-01
(estrutura em azul), ay integrina (cinza) e as cadeias B3 (amarelas). Figura extraida de: RAMOS, OHP. etal. A
novel avp3-blocking disintegrin containing the RGD motive, DisBa-01, inhibits bFGF-induced angiogenesis and
melanoma metastasis. Clinical Experimental Metastasis, p.59, 2008.
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Figura 14: Rhinocerophis alternatus. Em (A), figura da serpente sua coloragdo é castanha, mas varia de tom
mais claro (amarelado) para um mais escuro (marrom). Ao longo do corpo ha desenhos que lembram uma
ferradura ou gancho de telefone. Em (B), mapa mostrando sua ocorréncia mais frequente na América do Sul.
Figuras extraidas e modificadas de: http://cobrasbrasileiras.com.br/bothorops_alternatus. Acessado em:
10/02/2014

Sendo assim, uma vez que desintegrinas sabidamente possam atuar sobre os processos
de adesdo, migracdo e diferenciacdo celular e que esses processos sdo importantes tanto para
angiogénese, quanto para inflamacdo. Avaliar os efeitos de desintegrinas sobre componentes
da resposta inflamatéria e angiogénica, torna-se uma importante linha de pesquisa para a
terapia de diversos processos patolégicos em que estes dois processos ocorrem
concomitantemente.

Para isso € necessario a utilizacdo de modelos experimentais que além de possibilitar a
avaliacdo dos componentes inflamatorios e angiogénicos de forma concomitante possibilite a
avaliacdo de efeitos de drogas sobre os processos, que seja um modelo experimental
facilmente reprodutivel. Neste sentido o modelo experimental de implantes sintéticos
representa 0 modelo mais adequado para avaliar os efeitos de desintegrinas na angiogénese

inflamatoria.
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1.5 Modelo experimental de implantes sintéticos

O modelo experimental de implantes sintéticos em animais foi descrito inicialmente
para o estudo do tecido fibrovascilar proliferativo por Grindlay & Waugh (1951) e modificado
por Andrade e colaboradores, em 1987 para o estudo da angiogénese (Figura 15 e 16). A
matriz implantada induz uma reacdo inflamatdria tipo corpo estranho, com a formacéo de
tecido de granulacdo rico em células inflamatdrias, novos vasos sanguineos e matriz
extracelular, sendo envolvido por uma cépsula fibrosa (ARAUJO et al., 2010, MENDES et
al., 2009, GRINDLAY et al., 1951).

Sterile sponge with cannula

el )
P———
12 mm

Subcutaneous implant ————» / ; b
of sponge

%

=

Figura 15: Modelo de implante sintéticos (1987) — A figura mostra um disco de implante sintético canulado e
0 arranjo das matrizes depois da implantac&o no tecido subcutaneo de um rato. Figura extraida de: ANDRADE,
SP; FAN, TPD.; LEWIS, GP. Quantitative in-vivo studies on angiogenesis in a rat sponge model. The British
Journal of Experimental Pathology. p.757. 1987.

Figura 16: Fotos representativas do modelo experimental de implantes de sintéticos (atual). Em (A) uma
matriz de sintética de poliester-poliuretano. (B) A matriz canulada é implantada no tecido subcutaneo no dorso
do camundongo. Em (C) A esponja implantada, induz uma resposta inflamatoria do tipo corpo estranho. Em (D)
a matriz sintética é retirada para analise.
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A utilizacdo de implantes sintéticos permite o estudo do infiltrado inflamatorio, da
angiogénese, da deposicdo da matriz extracelular; permite também a analise bioquimica dos
fluidos coletados, bem como avaliar o efeito de drogas sobre o processo (SARASWATI et al.,
2011; MARQUES et al., 2011; XAVIER et al., 2010).

Este modelo experimental tem sido utilizado por ser facilmente reprodutivel e
possibilitar uma avaliagdo objetiva da angiogénese, inflamagéo e fibrose tecidual. O modelo
também permite o monitoramento continuo destes processos, tanto em condi¢cdes normais
guanto em condicGes patoldgicas (SARASWATI et al, 2013; BARCELOS et al, 2009).

Neste trabalho, utilizamos o modelo de implante sintéticos em camundongos para
induzir o tecido fibrovascular no espago subcuténeo e testar a hipotese de que o tratamento

local com a desintegrina, DisBa-01 poderia inibir a inflamacéo e angiogénese.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da desintegrina DisBa-01 na angiogénese inflamatoria induzida por

implantes sintéticos em camundongos

2.1 — Objetivos especificos

e Avaliar através de parametros bioquimicos (Hb, NAG, MPO, coldgeno) o efeito de

DisBa-01 na angiogénico, inflamac&o e deposi¢do de colageno;
e Auvaliar o fluxo sanguineo dos implantesatravés da técnica de Laser Doppler;

e Determinar a influéncia deste composto na producdo de citocinas pr6- angiogénicas,
pré-inflamatdrias e pro-fibrogénicas (VEGF, TNF-a, TGF- 1, FGF, CXCL1/KC e
CCL-2/JE/MCP-1);

e Auvaliar morfologicamente a influéncia deste composto no ndmero de vasos

sanguineos do tecido fibrovascular induzido por implantes sintéticos (HE).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos, com aproximadamente 7-8 semanas,
pesando entre 30-35 gramas, provenientes do Instituto Vallé S.A e Pentapharm do Brasil
LTDA (Uberlandia/MG). Os animais foram mantidos no depositario de animais do
Departamento de Ciéncias Fisiologicas/UFU, com livre acesso a racdo e agua, ciclo
claro/escuro; até o momento dos experimentos. Este trabalho foi aprovado pelo Comité de
Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia/Minas
Gerais. Protocolo: CEUA n° 007/11.

3.2 Producgéo recombinante de DisBa-01

A desintegrina recombinante DisBa-01 foi produzida conforme descrito por Ramos e
colaboradores (2008) no Laboratdrio de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade
Federal de Sdo Carlos e cedida pela Prof® Dr® Heloisa Sobreiro Selistre de Araujo. A
desintegrina DisBa-01 recombinante foi produzida e purificada a partir de uma fracdo de
mRNA purificada da glandula de Rhinocerophis alternatus como descrita por Ramos e
colaboradores (2008). A regido codificada corresponde a uma desintegrina média (78 residuos
de aminoacidos) com um motivo RGD adesivo. A proteina fusdo HIS-Tag produzida em
Escherichia coli possui 12 kDa, como estimado por espectrometria de massa SDS-PAGE,

mostrando sequéncia similar a uma variedade de membros da familia das desintegrinas

3.3 Implantacdo da Matriz esponjosa

Implantes de poliéter-poliuretano foram utilizados para induzir a inflamagcéo,
angiogénese e fibrose no tecido subcutaneo do camundongo. Os implantes de 8 mm de
didmetro e 5 espessura mm foram canulados centralmente com cénulas de polivinil de 12mm
de comprimento foram mantidos em alcool 70% v/v durante pelo menos 24 horas anteriores a
implantacéo e, posteriormente, fervidos em &gua destilada por 30 minutos, conforme Aradjo e
colaboradores (2010).

Para o procedimento cirargico, os animais foram anestesiados com cetamina/xilazina
(xilazina e cetamina na propor¢éo de 7,5: 10 (0,1 mL/ 100 g de peso do animal via i.m.) e

submetidos a tricotomia e assepsia da regido dorsal com alcool 70%. Em seguida, foi feita
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uma incisdo de aproximadamente 1 cm na pele; e apds delicada apartacdo do tecido
subcutaneo, foi introduzido o disco de esponja. A canula foi exteriorizada através de um
orificio na pele da regido cervical e sua extremidade superior ocluida com massa de
modelagem. Finalmente, a incisdo dorsal foi suturada.

Ap0s a cirurgia os animais foram mantidos sob aquecimento artificial até completo

restabelecimento de suas fungdes vitais, sendo mais tarde distribuidos em gaiolas individuais.

3.4 Regime terapéutico com DisBa-01

DisBa-01 foi diluida em solugdo salina. Os animais foram divididos em quatro grupos
com 9 animais cada. O grupo controle recebeu solucdo salina, enquanto os grupos tratados
receberam diferentes doses de DisBa-01(10ng, 100ng e 1000ng). Os animais receberam
injecBGes diarias intra-implante (subcutanea) contendo 10pl, com inicio 24 horas apos a

implantacéo até o 8° dia pos-implantacéo.

3.5 Remocao dos implantes

No 9° dia pés-implantacdo os animais foram eutanasiados com uma dose excessiva de
anestésico (tiopental). Apds a eutanasia, os discos de esponja foram retirados através de
incisdo mediana na regido dorsal, em seguida, dissecados, pesados e processados para estudos
bioquimicos e histol6gicos.

3.6 Dosagem de hemoglobina (avaliacdo indireta da neovascularizacéo)

A dosagem do contetido de hemoglobina foi feita utilizando-se o método do reagente
de Drabkin desenvolvido em 1932 e adaptado como indice de vascularizacdo por Plunkett
(1990) e Hu (1995). As amostras que apresentaram hemorragia ou infeccdo a andlise
macroscopica foram excluidas do ensaio. Em seguida, cada implante foi homogeneizado em
2,0mL de um reagente cromogénico especifico para hemoglobina (reagente de Drabkin-kit de
Dosagem de Hemoglobina Labtest) e as suspencdes foram adicionados a microtubos
(ependorff) de 2,0mL.

As amostras foram centrifugadas a 4°C por 30 minutos a 12.000 rpm e os sobrenadante
filtrados em filtros de 0,22 pm (Millipore). Posteriormente, foi realizada leitura
espectrofotométrica em comprimento de onda de 540nm (Leitor de Elisa), utilizando-se uma

placa de 96 pocgos. A concentracdo de hemoglobina de cada amostra foi calculada a partir de
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uma curva padrdo conhecida (Labtest) e os resultados expressos em concentracdo de
hemoglobina (microgramas) por miligrama de peso imido de implante.

Apos a dosagem de hemoglobina, o sobrenadante remanescente foi armazenado em
freezer a -20°C para posteriores dosagens de citocinas. O precipitado foi pesado para
determinacdo da atividade de mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-p-D-glicosaminidase
(NAG).

3.7 Avaliacéo da atividade de MPO (neutrofilos)

Para avaliar a atividade da mieloperoxidase utilizamos a técnica de Bradley (1982).
Apds a dosagem de hemoglobina, o precipitado (esponja) foi ressuspenso em 2,0mL de
tampdo fosfato de sddio, pH 5,4. As amostras foram homogeneizadas em vortex por 30
segundos, foram transferidos 300pL desse homogenato para microtubos (eppendorf) de
1,5mL e acrescentados 600puL de HTAB (Brometo de Hexadeciltrimetilamonio — Sigma)
0,5% p/v diluido em tampédo fosfato pH 5,4. Apds nova homogeneizacdo no vortex as
amostras foram congeladas para posterior dosagem.

Ap6s o congelamento, as amostras foram descongeladas e centrifugadas a 10.000 g
por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante utilizado no ensaio enzimético. O ensaio enzimético
foi realizado em microtubos (eppendorf) de 1,5mL e a reacéo seguiu a seguinte ordem: 100uL
de perdxido de hidrogénio 0,003%; 100uL de TMB (3,3’, 5,5’- tetrametilbenzidine - Sigma) a
6,4 mM diluido em DMSO (dimetil sulféxido — Merck); adicionar 200uL do sobrenadante da
amostra deixar reagir por 1 minuto cronometrado. Para interromper a reagdo, adicionou-se
100pL de H2SO4 (acido sulfurico — Merck) a 4 M.

Em seguida, foram adicionados 200 pL a placa de 96 pocos e a leitura
espectrofotométrica feita em comprimento de onda de 450 nm. Os resultados foram expressos
em indice de atividade de MPO (Absorbancia em D.O./g de peso Umido do implante).

3.8 Avaliacédo da atividade de NAG (macrofagos)

A N-acetil-B-D-glicosaminidase € uma enzima lisossdmica produzida por macrofagos
ativados. Essa enzima foi utilizada como um indice da atividade destas células nos sitios
inflamatdrios através da técnica de Bailey, (1988) e adaptada para o modelo de implantes

sintéticos por Barcelos e colaboradores (2004)
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Apo0s a utilizacdo da esponja para dosagem de Hb, o precipitado foi ressuspenso em
2,0mL de solugéo salina 0,9% com Triton X-100 (Promega) a 0,1% (gelado). As amostras
foram homogeneizadas em vortex até obter uma suspensao homogénea e, posteriormente,
centrifugadas em 3.000 rpm durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi utilizado para a
realizacdo do ensaio enzimatico.

Para o ensaio, foram adicionados 100uL das amostras em duplicata a uma placa de 96
pocos. Nas amostras, foram adicionados 100uL do substrato (p-nitrofenil-n-acetil-p-D-
glicosaminidase — Sigma), diluido em tampao citrato/fosfato pH 4,5, em seguida, incubadas a
37°C durante 30 minutos.

Por ultimo, foram adicionados 100puL de tampéo glicina 0,2M, pH 10,6. A absorbancia
foi medida por espectrofotometria em leitor de Elisa, em comprimento de onda de 400nm. A
atividade de NAG no implante foi calculada a partir de uma curva padrdo de p-nitrofenol
avaliada paralelamente. O pnitrofenol é o produto cromdgeno da reagdo entre p-nitrofenol-n-
acetil-p-Dglicosamina com a n-acetil-p-D-glicosaminidase (NAG). Os resultados das leituras

foram expressos em nmol.mL-1/mg de peso imido do implante.

3.9 Dosagem de citocinas e quimiocinas

As citocinas avaliadas foram TNF-a, VEGF, FGF e TGFB-1 e as quimiocinas CXCL-
1/KC e CCL-2/JE/IMCP-1. Para a avaliagdo das citocinas utilizou-se a reacéao
imunoenzimatica de ELISA (enzime-linked immunosorbent assay).

Apbs a dosagem de hemoglobina, o sobrenadante foi congelado em freezer a —20°C
para posterior dosagem de citocinas. Placas de 96 pocos foram sensibilizadas com
100uL/pogo de solucdo de anticorpo monoclonal anti-camundongo para a citocina em anélise
e incubadas a 4°C overnight.

Em seguida, fez-se a lavagem da placa quatro vezes com 300uL/poco com Tween 20
0,05% em PBS, pH 7,4. Posteriormente, foi adicionado na placa, o tampéo de bloqueio (5%
BSA em PBS, pH 7,4) , seguido de incubac&o por 1 hora.

Apds nova etapa de lavagem, foram adicionados a placa, 100uL/pog¢o dos padrdes (15-
1000 pg/mL) e das amostras, em seguida as placas foram novamente incubadas a 4°C
overnight.

Apods nova lavagem das placas, foram adicionados 100uL/pogco de solucdo de
anticorpo (biotinilado anti-camundongo) para a citocina em questdo. As placas foram
incubadas por 2 horas. Apos lavagem, foram adicionados 100uL/pog¢o de solucdo de

estreptavidina-HRP e incubadas por 20 minutos. Apo6s nova lavagem, foi realizada a reagéo
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cromogénica com o substrato TMB (TMB - Sigma), 100pL/pogo diluido em tampé&o citrato
(acrescido de H20. 30 v/v), pH 5,0. Em seguida, as placas foram incubadas ao abrigo da luz
por 30 minutos.

A reacdo foi interrompida com a adicdo de 50uL/poco de H2SOs 1M e as placas
analisadas em O.D. 540nm. Todos os passos de incubagéo (exceto aqueles overnight) foram
feitos a temperatura ambiente. A concentracdo da citocina de cada implante foi calculada a
partir de uma curva padrdo e os resultados expressos em concentracdo de proteina (pg/mL)

por implante.

3.10 Avaliacdo da deposicao de colageno

A deposicdo de coladgeno foi avaliada pela dosagem de colageno presente nos
implantes. A quantidade de colageno sollvel total foi quantificada colorimetricamente
baseada na reacdo do Picrossirius Red. Esta técnica foi desenvolvida por Phillips e
colaboradores (2002) e adaptada para o modelo de implantes de esponja por Campos e
colaboradores (2008).

Sucintamente, as amostras de esponja foram homogeneizadas com tampéo (salina
0.1% Triton X-100) depois da homogeneizacdo, os debris foram removidos pela
centrifugacdo. Foram adicionados 50uL do reagente picrosirius red em 50uL da amostra.
Apo6s 30 minutos de incubacdo em temperatura ambiente o complexo coléageno-picrosirius red
foi separado por centrifugacdo a 10,000 durante 15 minutos, em seguida lavado com etanol e
0 complexo colageno-corante reconstituido em 1ml de reagente alcalino (NaOH 0,5 M). A
absorbancia foi quantificada a 540 nm em um leitor de microplacas. A quantidade de
coldgeno em cada amostra foi determinada através da comparacdo com uma curva padrdo
utilizando-se padrdo de colageno (Merk) e os resultados foram expressos em pg de colageno
por mg de implante. A pele de dois camundongos foi utilizada como controle positivo da

técnica.

3.11 Imagem de perfusdo por Laser Doppler

O equipamento de imagem de perfusdo por Laser Doppler (MoorLDPI-2, Inglaterra) é
utilizado para o monitoramento ndo-invasivo da circulacdo sanguinea, permitindo a avaliacdo
do fluxo sanguineo na microcirculacdo. A técnica permite 0 acompanhamento de alteracdes
no fluxo de uma &rea ao longo do tempo ou a avaliacdo de diferengas no fluxo entre mais de

uma area.
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A técnica baseia-se no principio de Doppler em que a luz de um laser monocromatico
incide sobre o tecido onde €, entdo, dispersa pelas hemécias em movimento e, como
consequéncia, a frequéncia é ampliada, a luz é entdo fotodetectada e processada de forma a
construir um mapa codificado de cores do fluxo sanguineo.

Quando o procedimento de escaneamento da area de interesse é finalizado, a perfuséo
do tecido é codificada em um mapa de cores. Pouca ou nenhuma perfusdo é apresentada na
cor azul escura e 0 maximo de perfusdo em vermelho (Figura 16).

No presente estudo, foi realizado um novo experimento, seguindo 0 mesmo regime
terapéutico e o numero de animais. Os animais foram anestesiados previamente com
quetamina/xilazina (xilazina e cetamina na propor¢éo de 7,5: 10 (0,1 mL/ 100 g de peso do
animal via i.m.) e depilados na regido de implantacdo da esponja. Posteriormente, a regido de
interesse foi escaneada por um laser (830nm) imediatamente apds a implantacdo e nos
tempos de 3, 6 e 8 dias apos a implantacdo. O resultado foram obtidos a partir da avaliacdo

das imagens obtidas pelo Laser Doppler.

Figura 16: Exemplo da andlise por Laser Doppler - Em (A) seleciona-se a regido a ser escaneada. Em (B) a
luz do laser € dispersa pelo movimento das hemécias, a frequéncia é ampliada, foto detectada e processada em
forma de um mapa de cores. Em (C) Escala de cores que codificam o fluxo sanguineo nas imagens de perfusao
por laser Doppler, quanto mais vermelho maior é o fluxo e quanto mais azul menor é o fluxo.

3.12 Andlises histoldgicas das matrizes sintéticas
Realizou-se um novo experimento, seguindo o mesmo regime terapéutico. Apos a

retirada dos implantes, os implantes foram cuidadosamente fixados em solucdo de methacarn.
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Os implantes foram submetidos a etapas de desidratacdo, diafanizacdo, banho e inclusdo em
parafina. Em seguida, foram realizados cortes em micrétomo (secgdes de 5 pum) e as laminas
foram coradas com hematoxilina e eosina (H.E), para avaliacdo do infiltrado inflamatorio,
formacgdo de conjuntivo e vascularizagdo. Os cortes histologicos corados em HE foram
analisados ao microscépio oOptico e registrados fotograficamente (objetiva de 40X, ocular de
10X). Cada corte teve o registro fotografico de pelo menos 10 campos. Toda a preparacéo do

material histologico foi realizada no Departamento de Histologia (UFU).

3.13 Analises estatisticas

Os resultados foram apresentados pelas médias + e.p.m. dos dados. A comparagdo
entre os dois grupos foi feita utilizando-se o teste t de Student e quando os dados consistiram
de mais de dois grupos foi feita a analise de variancia One Way ANOVA, seguido do subteste
Newman-keuls ou two-way ANOVA, seguida do subteste de Bonferroni. Os resultados foram
considerados significativos para P<0.05. Para realizacdo da analise e construgdo de gréaficos

foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism 4.0.
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4. RESULTADOS

A matriz esponjosa foi bem tolerada por todos os animais. Nenhum sinal de infeccao
ou rejeicdo do implante foi observado no local de implantagdo da esponja. Os animais
também ndo apresentaram sinais toxicidade (perda de peso, apatia, alteracdes motoras).

4.1 Efeitos do tratamento com DisBa-01 na inflamacao

A DisBa-01 inibiu o componente inflamatdrio do tecido fibrovascular induzido por

implantes.

O componente inflamatério foi determinado pela presenca de leucdcitos presentes nos
implantes, bem como pela producao de citocinas e quimiocinas envolvidas na inflamacéo.

O conteldo tecidual total dos implantes foi avaliado a partir da avaliacdo do peso
Umido dos implantes. O tratamento com DisBa-01 foi capaz de diminuir o infiltrado
fibrovascular nas doses de 100 e 1000ng; 75.22+6.89 (controle) versus 57+4.79 (10ng)
54.12+3.74 (100ng) e 53.30+1.55 (1000ng) (gréafico 1).

O tratamento com DisBa-01 diminuiu significativamente e de madeira dose
dependente o contetido de neutréfilos avaliado de forma indireta através da atividade de MPO
nas trés doses avaliadas 12.24+0.55 (controle) versus 10.26+£0.69 (10ng), 8.48+0.84 (100ng) e
7.43£0.28 (1000ng) (grafico 2). Esse mesmo perfil de reducdo dose dependente foi observado
nos niveis da quimiocina para neutréfilos CXCL-1/KC; 4.24+0.35 (controle) versus
3.13+0.24 (10ng), 2.59+0.29 (100ng) e 1.95+0.20 (1000ng) (grafico 3).

A avaliacdo do conteudo de macrofagos através da atividade da enzima NAG
apresentou reducdo significativa na dose de 100ng; 3.27+ 0.40 (controle) versus 3.26+ 0.55
(10ng), 3.19+ 0.24 (100ng) e 1.90+ 0.28 (1000ng) (grafico 4). Esse efeito também foi
acompanhado por uma reducdo significativa nos niveis da quimiocina recrutadora de
macréfagos CCL2/JE/MCP-1 nas doses de 100 e 1000ng; 2.63+0.29 (controle) versus
2.52+0.24 (10ng), 1.80+0.18 (100ng) 1.49+0.16 (1000ng) (grafico 5).

Os efeitos da DisBa-01 sobre os niveis da citocina pré-inflamatoria  TNF-o também
mostram uma diminuicdo significativa na dose de 1000ng; 9.34+0.83 (controle) versus
8.97+0.59 (10ng), 7.54+0.68 (100ng) e 4.31+0.83 (1000ng) (gréfico 6).

Em conjunto, esses dados demonstram que o tratamento com DisBa-01 foi capaz de

inibir diferentes componentes do processo inflamatério.
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Gréfico 1: Efeito do tratamento com DisBa-01 sobre o peso imido dos implantes de esponja. O peso Umido
dos implantes de esponja mostrou-se significativamente reduzido nos implantes tratados com as doses de 100ng,
e 1000ng. Os valores representam as médias (e.p.m) dos grupos de 9 animais. * p<0,05; **p<0,01
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Gréfico 2: Efeito do tratamento com DisBa-01 na atividade enzimatica de mieloperoxidase. A atividade de
MPO mostrou-se significativamente reduzida nos implantes tratados com as doses de 10ng, 100ng e 1000ng. Os
valores representam as médias (e.p.m) dos grupos de 9 animais. * p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001
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Grafico 3: Efeito do tratamento com DisBa-01 na concentragdo de CXCL-1/KC. A concentragdo de CXCL-
1/KC mostrou-se significativamente reduzida nos implantes tratados com as doses de 10ng, 100ng e 1000ng. Os
valores representam as médias (e.p.m) dos grupos de 9 animais. * p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001
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Grafico 4: Efeito do tratamento com DisBa-01 na atividade enzimatica N-acetil-B-D-glicosaminidase. A
atividade de NAG mostrou-se significativamente reduzida nos implantes tratados com a dose de 1000ng. Os
valores representam as médias (e.p.m) dos grupos de 9 animais. * p<0,05.
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Gréfico 5: Efeito do tratamento com DisBa-01 na concentracdo de CCL-2/JE/MCP-1. A concentracdo de
MCP-1 mostrou-se significativamente reduzida nos implantes tratados com as doses de 100ng e 1000ng. Os
valores representam as médias (e.p.m) dos grupos de 9 animais. * p<0,05 e **p<0,01
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Grafico 6: Efeito do tratamento com DisBa-01 na concentra¢do de TNF-a. A concentragdo de TNF-a
mostrou-se significativamente reduzida nos implantes tratados com a dose de 1000ng. Os valores representam as
médias (e.p.m) dos grupos de 9 animais. ***p<0,001
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4.2 Efeitos do tratamento com DisBa-01 na angiogénese

A DisBa-01 inibiu o componente angiogénico do tecido fibrovascular induzido por

implantes.

A angiogénese foi determinada por diferentes técnicas: indiretamente atraves da
dosagem do conteddo de hemoglobina nos implantes e pela técnica de imagem de perfusdo
por Laser Doppler. Diretamente pela contagem de vasos sanguineos em cortes histologicos e
através pela concentracdo das citocinas VEGF e FGF nos implantes. Em todos os parametros

avaliados, o tratamento com DisBa-01 diminuiu significativamente o processo angiogénico.

A avaliacdo do contetido de hemoglobina mostrou uma reducgéo significativa nas trés
doses avaliadas conforme mostrado pelo grafico 7; 3.67+0.2 (controle) versus 2.22+0.23
(10ng), 1.84+0.24 (100ng) e 1.73+0.1 (1000ng), sugerindo uma reducéo na angiogénese.

A avaliacdo do perfil histolégico dos implantes é importante por demonstrar a
crescente invasao de vasos sanguineos neoformados, células inflamatorias e fibroblastos, que
culminam com a formacdo de um tecido de granulacdo caracteristico de um processo de
reparacdo tecidual. Para isso, quantificamos 0s vasos sanguineos em cortes histoldgicos dos
implantes de esponja (figura 17), conforme ilustrado no gréfico 8, o tratamento com DisBa-01
diminuiu de forma significativa o numero de vasos nas trés doses, corroborando nossos
achados na quantificacdo da hemoglobina; 17.02+0.97/campo (controle) versus
8.43+0.48/campo (10ng), 6.53+0.9/campo (100ng) e 5.52+0.56/campo (1000ng). Essa
inibicdo foi acompanhada pela reducdo dos niveis das citocinas pré-angiogénicas VEGF e
FGF. Os niveis de VEGF no implante foram reduzidos nas trés doses avaliadas; 1.96+0.10
(controle) versus 0.65+0.10 (10ng) e 0.34+0.06 (1000ng) (grafico 9); enquanto que 0s niveis
de FGF foram reduzidos nas doses de 100 e 1000ng; 2.23+£0.07 (controle) versus 2.20+0.10,
1.76+0.10 (100ng) e 1.30+0.04 (1000ng) (grafico 10).

Os efeitos anti-angiogénicos de DisBa-01 foram confirmados pela técnica de imagem
de perfusdo por Laser Doppler a qual mostrou reducéo significativa do fluxo sanguineo, a
partir do terceiro dia de implantacdo, na dose de 1000ng quando comparados aos animais do
grupo controle (grafico 11 e quadro 1). Em conjunto, esses dados confirmam os efeitos anti-
angiogeénicos da DisBa-01.
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Grafico 7: Efeito do tratamento com DisBa-01 concentracdo de hemoglobina. A angiogénese foi avaliada
através do contetido de Hb nos implantes, o qual mostrou-se significativamente reduzido nos implantes tratados
com as doses de 10, 100 e 1000ng. Os valores representam as médias (e.p.m) dos grupos de 9 animais. ***
p<0,001

Figura 17: Cortes histoldgicos do tecido fibrovascular (5 pm, coradoes com H&E). O tecido recém formado é
composto de vasos sanguineos, células inflamatérias e fibroblastos. Em (A) o tecido fibrovascular do controle é
mais vascularizado comparado com os grupos tratados com DisBa-01 nas doses de 10ng (B) 100ng (C) e 1000ng
(D). Setas pretas representam vasos sanguineos e * representam a matriz sintética - Barra - 20 pm.
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Gréfico 8: Quantificagdo do nimero de vasos sanguineos. O numero de vasos sanguineos mostrou-se
significativamente reduzido nos implantes tratados com as doses de 10, 100 e 1000ng. Os valores representam as
médias (e.p.m) dos grupos de 8 animais. *** p<0,001
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Gréfico 9: Efeito do tratamento com DisBa-01 na concentracdo de VEGF. A concentragdo de VEGF
mostrou-se significativamente reduzida nos implantes tratados com as doses de 10ng, 100ng e 1000ng. Os
valores representam as médias (e.p.m) dos grupos de 9 animais. *** p<0,001
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Gréfico 10: Efeito do tratamento com DisBa-01 na concentracédo de FGF. A concentra¢do de FGF mostrou-
se significativamente reduzida nos implantes tratados com as doses de 100ng e 1000ng. Os valores representam
as médias (e.p.m) dos grupos de 9 animais. **p<0,01, *** p<0,001
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Gréfico 11: Avaliagdo do fluxo sanguineo dos implantes sintéticos através de imagem por Laser Doppler -
O fluxo sanguineo foi avaliado imediatamente, no 3°, 6° e 8° dia ap0s a implantagdo da matriz sintética. Em (A)
imagens representativas do fluxo sanguineo no implante. Em (B) cinética de fluxo sanguineo no implante. O
fluxo sanguineo mostrou-se reduzido nos implantes tratados com a dose de 100ng DisBa-01.
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4.3 Efeitos da DisBa-01 sobre a deposi¢ao de colageno

A DisBa-01 nédo alterou o componente fibrogénico do tecido fibrovascular induzido por
implantes.

O tratamento de DisBa-01 ndo promoveu alteragdes significativas na deposicdo de
coldgeno 0.31 £0.03 (controle) versus 0.31+0.03 (10ng), 0.28+0.02 (100ng) e 0.28+0.02
(1000ng) (grafico 10 e figura 18). A concentragao de TGFp também ndo foi alterada pelo
tratamento com DisBa-01 3.11+0.29 (controle) versus 3.12+0.20 (10ng), 3.14+0.26 (100ng) e
3.14+0.23 (1000ng). Em conjunto, nossos dados demonstram que DisBa-01 modula

angiogénese e inflamagéo sem interferir no processo de reparo tecidual.

0.6+

Colageno
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Gréfico 12: Efeito do tratamento com DisBa-01 na deposi¢cdo de coldgeno. Nao houve alteragdes na
deposicdo de colageno com o tratamento com DisBa-01 em nenhuma das doses. Os valores representam as
médias (e.p.m) dos grupos de 9 animais
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Gréfico 13: Efeito do tratamento com DisBa-01 na concentraciio de TGFp. O tratamento com DisBa-01 ndo
promoveu alteracbes na concentragdo de TGFB em nenhuma das doses estudadas . Os valores representam as
médias (e.p.m) dos grupos de 9 animais
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho, avaliou-se os efeitos da desintegrina DisBa-01 na angiogénese
inflamatoria induzida por implantes sintéticos. O modelo experimental murino de implantes
sintéticos, induz a formagdo de um tecido fibrovascular rico em vasos neoformados, células
inflamatdrias e deposicdo de MEC. Esse modelo tem possibilitado o estudo da modulacéo de
compostos com potenciais terapéuticos sobre o0s componentes chave desse tecido
fibrovascular (angiogénese, inflamacdo e reparo) (ARAUJO, et al. 2011; ARAUJO et. al,
2010; BARCELOS et al. 2009).

Os diversos tipos de células envolvidas na angiogénese inflamatdria devem assimilar
e responder, continuamente, a sinais complexos de informacgdes do meio extracelular, as quais
regulam fendémenos como: recrutamento, migracdo, sobrevivéncia e diferenciacdo celular
(HERTER etl al. 2013; ZARBOCK et al. 2012).

As integrinas sdo receptores transmembranas capazes de detectar, interpretar e
distribuir informacfes complexas, atuando para a célula como grandes centros funcionais
(BOUVARD, 2013). Assim, falhas nos mecanismos de regulacdo desses receptores podem
contribuir de maneira significativa na manutencao de diversas condi¢cdes patoldgicas como
artrite reumatoide, doencas trombdticas e o cancer (MARELLI et al. 2013; LOWIN et al.
2011).

Neste sentido, moléculas capazes de interagir com integrinas ou bloquea-las, estdo
sendo amplamente estudadas como estratégia terapéutica. O antagonista de baixo peso
molecular de integrinas av (EMD121974 ou Cilengitide) e o anticorpo humano anti-integrina
avB3(LM609 ou Vitaxin) por exemplo, estdo sendo testados em ensaios clinicos para avaliar

seus efeitos terapéuticos na metéstase tumoral em humanos (BLEDZKA et al., 2013).

As desintegrinas sdo polipeptideos presentes na peconha de serpentes, que inibem
significativamente as funcdes das integrinas (CALVETE, 2013). A desintegrina DisBa-01 é
uma desintegrina recombinante, derivada da peconha da serpente Rhinocerophis alternatus,

que interage com afinidade aintegrina ovpz (RAMOS et al., 2008).

Nossos resultados mostraram atividade inibitoria da DisBa-01 na formacéao de alguns

componentes do tecido fibrovascular induzido por implantes, exceto nas concentracdes de
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colageno. Essa atividade inibitéria sobre componentes do tecido pode ser visto pela reducéo
do peso umido dos implantes. Esse efeito inibitdrio foi evidenciado pela reducdo dos
componentes inflamatorios, como o conteudo de neutréfilos (MPO), das citocinas pro-
inflamatérias TNF-a, CCL2/JE/MCP-1 e CXCL-1/KC. A inibicdo do componente
angiogénico, foi observada pela reducdo do conteddo de hemoglobina nos implantes, anélise
do fluxo sanguineo por imagem de perfusdo por Laser Doppler, contagem de vasos e das
citocinas pré-angiogénicas VEGF e FGF. Entretanto, DisBa-01 ndo apresentou efeitos sobre o
componente fibrogénico, avaliado pela quantificacdo bioguimica do coladgeno soluvel e pela

citocina pro-fibrogénica TGF-p.

O componente inflamatorio foi avaliado pela mensuracdo da atividade das enzimas
inflamatérias MPO (representando a atividade de neutrofilos) e NAG (representando a
atividade de macrofagos). Também foram quantificados os niveis da citocina inflamatoria
TNF-o e das quimiocinas CXCL-1/KC (quimiotaxica para neutréfilos) e CCL-2/JE/MCP-1

(quimiotaxica para macrofagos), presentes no implante.

Os neutrofilos séo atraidos para o sitio inflamatdrio através de fatores quimiotaxicos,
como o CXCL1/KC e, quando ativados, liberam uma série de mediadores inflamatdrios e
substancias nocivas como espécies reativas de oxigénio, como H.O, (MOCSAI et al. 2013).
Nathan e colaboradores (1987) demonstraram in vitro, que as interacdes com a MEC,
mediadas por integrinas 2, sdo essenciais na liberagao do contetido de seus granulos como

por exemplo a secrecdo de H20- pelos neutréfilos durante a resposta inflamatoria.

Quando ativados, os neutréfilos, também liberam o contetdo de seus granulos, que
contém, principalmente, a enzima MPO. Embora tenha um papel protetor contra agentes
infecciosos, esta enzima pode agir de forma paracrina sobre outros neutréfilos, estimulando-
os a liberarem o contetdo de seus granulos, o que contribui para a lesdo tecidual (BURG,
2001). De forma semelhante a secre¢cdo H20, a secrecdo de MPO tambem parece ser

dependente de interagdes com a MEC.

Jerke e colaboradores (2013) demonstraram in vitro (co-cultura neutréfilos com
células endoteliais da veia de corddo umbilical humano - HUVECS) que, neutréfilos ativados
transferem MPO para células endoteliais através de um contato intimo, célula-célula,
mediados pela integrinas do tipo B2. Ao bloquea-las com anticorpos anti-integrinas, observou

uma diminuicdo da atividade de MPO, sugerindo um possivel mecanismo de agdo na
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inflamagdo, na qual a MPO ¢ transferida para células endoteliais e, posteriormente,
disponibilizada para o MEC.

O tratamento com DisBa-01, foi capaz de reduzir significativamente, em todas as
doses estudadas, a atividade de MPO, sugerindo uma reducdo no contetdo de neutrofilos. A
reducdo da atividade de MPO foi acompanhada por uma reducdo nos niveis da citocina
quimiotéxica para neutréfilos CXCL-1/KC. Esta quimiocina € considerada uma das principais
quimiocinas envolvidas no recrutamento de neutrofilos, os quais sdo recrutados a partir da
circulagdo sanguinea em direcdo a locais de inflamacdo, devido a sinais emitidos
principalmente pela secrecdo de quimiocinas em resposta a lesdo tecidual
(KOLACZKOWSKA, 2013). Zhang e colaboradores (2001) demonstraram in vivo
(microscopia intravital no musculo cremaster) que, a CXCL-1/KC sozinha é capaz de induzir
a expressdo de moléculas adesivas em neutréfilos, em todas as etapas do processo do seu

recrutamento.

Em trabalhos anteriores, ja foi demonstrado que, as desintegrinas derivadas da
peconha de serpentes podem atuar regulando as funcBes dos neutréfilos de diferentes
maneiras. Coelho e colaboradores (1999) ao avaliarem o efeito da Jarastatin, observaram a
inibicdo na migracdo e quimiotaxia de neutrdfilos tanto in vitro (cultura de PMN) quanto in
vivo (modelo de inducdo por carregenina). Contraditoriamente, Mariano-Oliveira e
colaboradores (2003), ao avaliarem in vitro o efeito de Alternagina-C, observaram que esta
desintegrina induz a migracdo de neutrofilos. Um efeitos anti-inflamatério, também foi
evidenciado por Tseng e colaboradores (2004) em um estudo in vitro da desintegrina
Rhodostomin, demonstrando que o blogqueio dos sitios adesivos RGD, mediados pela ouinfs,
pode atenuar a producdo de superoxido por neutrofilos. Esses estudos demonstram a

complexidade dos efeitos das desintegrinas sobre neutréfilos na resposta inflamatoria.

O tratamento com DisBa-01 também promoveu uma reducdo da atividade de NAG,
sugerindo uma reducdo no contetdo de macréfagos no local. Essa reducgdo foi acompanhada
de um efeito inibitorio sobre a concentragdo de CCL-2/JE/MCP-1. Essa quimiocina esta
relacionada com o recrutamento e ativacdo de mondcitos durante a resposta inflamatéria
(PEDERSEN et al., 2011). A CCL2/JE/MCP-1 desempenha um importante papel em diversas
condigdes patologicas, no cancer de préstata, por exemplo, a compreensdo do papel desta
quimiocina, a identificou como um importante alvo terapéutico (ZHANG et al., 2014). Esses
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resultados sugerem que DisBa-01 age tanto sobre o recrutamento de neutrofilos, quanto sobre

o0 recrutamento de monaocitos/ macrofagos.

Saegusa e colaboradores (2008), em um estudo in vitro (mondcito de linfoma
humano) associado a ensaios de modelagem computacional, demonstraram que, as integrinas
avP3 € asP1 sdo importantes na proliferagdo de mondcitos. Também demonstraram que, ovp3 €
asf1 funcionam como receptores e mediadores das agbes pro-inflamatorias da fosfolipase Az
grupo A (PLAZ2- 11A).

Hsu e colaboradores (2010) demonstraram atividades anti-inflamatorias da
desintegrina Rhodostatin em um modelo de endotoxemia murina induzida por LPS. A
Rhodostatin foi capaz de inibir a ativacdo, migracdo e adesdo de macrofagos. Além disso,
demonstraram que o bloqueio da integrina ayvf33 em macrofagos e monaocitos inibe a expressao

de importantes citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL10, IL-6, IL-1p).

O tratamento com DisBa-01, também inibiu os niveis da citocina pro-inflamatoria
(TNF-a). Existem evidéncias que, as desintegrinas derivadas da peconha da serpente, exercem
efeitos inibitorios na reducdo desta citocina. Kim e colaboradores (2006) demonstraram 0s
efeitos inibitorios de Saxatilin sobre a proliferacdo e invasao de células do cancer de ovario
humano (linhagem MADAH 2274). Saxatilin, também foi capaz de reduzir a concentracéo de
TNF-a.

A via de ativacdo de TNF-a é uma das principais vias envolvidas na indugdo do fator
de transcricdo NF-xB, que regula a transcricdo de diferentes tipos de genes envolvidos na
resposta inflamatéria (ALLAVENA et al. 2011). Trabalhos anteriores demonstram que o
bloqueio do receptor integrina pode regular a via NF-kB, como no trabalho de Lin e
colaboradores (2013) demonstraram as acfes de D-pinitol, um composto encontrado em
alimentos como a soja e legumes. D-pinitol inibe, in vitro, a migracdo e invasdo de células do
cancer de prostata humano, através da diminuigdo da expressdo da integrina anPs, €
consequentemente, reduzindo os niveis da via de transcrigdo de NF-kB, sugerindo um

possivel mecanismo de atuagdo entre avfze NF-xB.

A citocina TNF-o0, na inflamacdo, age principalmente sobre o endotéelio vascular,
promovendo vasodilatagdo, estimulando a expressdo de moléculas envolvidas na adesdo de
leucdcitos (ICAM-1, E-selectina) e estimulando a producédo e secrec¢do de quimiocinas (CHU,

2013; MADGE, 2001). Com relacdo a angiogénese, TNF-a induz a proliferagdo de células
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endoteliais in vittro (REN, 2013) e in vivo promove angiogénese no modelo de implantes de
esponja (BARCELOS et al. 2005).

O tratamento com DisBa-01 mostrou um potente efeito anti-angiogénico em todos 0s
parametros avaliados. Nos ensaios realizados observou-se uma diminui¢do da concentracéo de
hemoglobina nos implantes, uma reducdo do numero total de vasos sanguineos em cortes
histoldgicos e redugdo do fluxo sanguineo nos implantes. A cinética realizada pelo aparelho
de imagens de perfusdo por Laser Doppler indicou que, DisBa-01 é capaz de produzir efeitos
inibitorios no fluxo sanguineo logo no inicio do tratamento (3° dia). Assim, a diminuicdo
precoce da neovascularizacdo na inflamacdo crénica, reduziria o infiltrado inflamatorio e
consequentemente o suprimento com citocinas pré-inflamatorias/angiogénicas no local (o que
explicaria os efeitos anti-inflamatérios de DisBa-01). O tratamento com DisBa-01, também
promoveu uma reducdo significativa da concentracdo das citocinas pré-angiogénicas VEGF e
FGF.

Os efeitos anti-angiogénicos das desintegrinas ja foram relatados. Olfa e
colaboradores (2005) em um estudo com Lebestatinn observaram efeitos inibitérios na
angiogénese, tanto in vitro (células de adenocarcinoma), quanto in vivo (modelo de membrana
corioalantdica). Jang e colaboradores (2007) avaliaram os efeitos de Saxatilin sobre células de
cancer mamario e observaram uma inibicdo da expressdo de VEGF e do fator indutor de
hipoxia 1 alpha (HIF-1a).

Alguns efeitos inibitérios da DisBa-01 sobre a angiogénese também ja foram
identificados. Ramos e colaboradores (2008) demonstraram in vivo, de forma dose-
dependente, a inibicdo da angiogénese utilizando o modelo de angiogénese induzida por
bFGF em matrigel. Também demonstraram efeitos anti-proliferativos em células endoteliais
humanas (HMEC-1) e de melanoma murino (B16F10). Montenegro e colaboradores (2012)
para elucidar os mecanismos de anti-proliferativos de DisBa-01, demostraram in vitro que,
DisBa-01 inibe significativamente a expressdo de VEGF e seus receptores em células
endoteliais induzido por TNF-o. (HMEC-1).

Conforme Ramos e colaboradores (2008), DisBa-01 apresenta maior afinidade pela
integrina avpBs. Esta integrina desempenha um papel complexo na regulagdo da angiogénese.
Os vasos sanguineos em estado de quiescéncia expressam baixos niveis de avf3, entretanto,
durante a angiogénese, as células endoteliais passam a expressar elevados niveis dessa

integrina. Com base nessas observacgdes, avps foi considerada como uma integrina promotora
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da angiogénese (ELICEIRI, 2000). Além disso, ovP3 pode regular eventos de sinalizagéo
celular que, isoladamente ou combinado a sinais mediados por receptores de fatores de
crescimento, promovem a migracgdo, proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciacdo das células
endoteliais (CONTOIS, 2009; RUEGG, 2003). Os animais Knockout para este receptor ndo
chegam a se desenvolver por apresentarem extensas regides de hemorragias, demonstrando a

importancia desta integrina na fungéo vascular (SOMANATH, 2009).

A utilizagdo de antagonistas anti-avf33 tem demonstrado efeitos inibitérios sobre a
producdo de citocinas pro-angiogénicas como o VEGF e o FGF (GOEL, 2013). Alem disso, o
bloqueio de receptores integrina pode interferir na sinalizacdo de outros receptores
relacionados as citocinas. Esses efeitos sdo mais conhecidos em receptores tirosina-cinases
(RTQ). As integrinas parecem cooperar com RTQ e assim regular as vias de sinalizagéo para
proliferacdo e sobrevivéncia celular. A cooperacdo entre avBs € 0 receptor do fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGFR) no microambiente tumoral € a mais estudada
(SOUNG et al. 2010; STREULI et al. 2009).

Desse modo, a inibicdo significativa da angiogénese com DisBa-01, em parte, pode
ser explicada pelo papel da integrina avBzs em células endoteliais e sua cooperagdo com o
FGFR e VEGFR. Assim, o bloqueio da ovp3 durante a angiogénese interfere na sinalizagéo de

VEGF e FGF, inibindo o processo angiogénico.

A resolucdo da inflamacdo € direcionada pela downregulation de mediadores pro-
inflamatdrios, a reconstituicdo da permeabilidade microvascular ao normal, a qual ira
contribuir para cessar as quimiocinas locais, a sintese de mediadores anti-inflamatérios, bem
como a apoptose de neutrdfilos no sitio inflamatério. Uma resposta inflamatéria tecidual de
sucesso requer a expressdo coordenada de fatores envolvidos no processo de resolugdo da
inflamacdo (EMING, et al 2007; SERHAN, et al 2013).

Durante o processo de resolucdo da inflamacdo os macrdéfagos secretam grandes
quantidades de TGF-B. Esta citocina induz a diferenciacdo de fibroblastos, estimula a
deposicdo de colageno e a apoptose de neutrofilos (REINKE, 2012). O remodelamento da
MEC sob circunstancias normais, encontra-se em equilibrio, devido ao balango entre a
deposicdo e a degradagdo de componentes da matriz. Esses eventos sdo controlados,
principalmente, pelas acoes de TGF-B sobre os componentes celulares. Embora TGF-§ seja
importante em situagdes fisioldgicas, também estd associado em situacfes patologicas, como

as fibroses teciduais, comum em doencas inflamatorias cronicas (BIELEFELD, 2012).
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O tratamento com DisBa-01, ndo promoveu alteracGes significativas no processo de
reparo. A concentracdo de TGF-B, bem como a deposi¢cdo de coldgeno ndo foram alteradas
por DisBa-01.

Curiosamente, as acOes anti-inflamatorias de DisBa-01 parecem ser independentes de
da atuacdo do TGF-B, uma citocina pro-resolutiva. Outro aspecto interessante do trabalho, do
ponto de vista clinico, € que DisBA-01 age sobre componentes da resposta

inflamatoria/angiogénica, sem interferir na deposi¢éo de colageno.

Esse trabalho é o primeiro a mostrar os efeitos da DisBa-01 em um modelo que
possibilitou avaliar componentes importantes e que ocorrem concomitantemente durante o
desenvolvimento de uma série de patologias que acometem a populacdo mundial como as
doencas inflamatorias cronicas e os canceres. Além de revelar um efeito anti-inflamatério
importante da DisBa-01 o qual ainda ndo havia sido estudado, ampliando a gama de efeitos

desta desintegrina.
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6. CONCLUSOES

O tratamento com DisBa-01 inibe véarios componentes do tecido fibrovascular
(angiogénese, infiltrado de  neutrofilos/macrofagos e  citocinas  pro-

inflamatdrias/angiogénicas);

O tratamento utilizado foi eficaz em mostrar efeitos diferenciais da DisBa-01 em

compostos da angiogénese inflamatoria induzida por implantes sintéticos;

O mecanismo de acdo da DisBa-01 na inibicdo da inflamagéo e angiogénese foi pelo
menos, em parte, mediado pelas citocinas VEGF, FGF, TNF-a, CXCL-1 e CCL-2;

A DisBa-01 exerce efeitos antiinflamatorios e antiangiogénicos sem alterar a deposicéao

de colageno;

As fungbes da DisBa-01 nos multiplos parametros dos componentes da angiogénese
inflamatdria reveladas neste estudo prevé evidéncias adicionais e inovadoras do

potencial terapéutico do composto.
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