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RESUMO

A inflamacdo e a angiogénese atuam concomitantemente em diversas doengas cronicas. Muitos
destes processos sdo mediados através da interacdo entre a matriz extracelular e receptores
tansmembrana da familia das integrinas. A Jararagina-C (Jar-C) € uma proteina tipo
desintegrina, isolada a partir do veneno da serpente Bothrops jararaca. Estudos com esta
molécula mostraram seus efeitos sobre adesdo celular mediada por coldgeno tipo I e a
capacidade de modular via integrina o231 diversos aspectos da atividade celular. Nosso objetivo
foi investigar os efeitos da Jararagina-C em componentes chaves da resposta inflamatdria
induzida por modelo de implantes sintéticos de esponja em camundongos. O tratamento com
JAR-C foi capaz de amplificar a resposta inflamatdria alterando em determinadas doses os
principais componentes do tecido fibrovascular induzido pelos implantes sintéticos
subcutianeos, modulando também a fibrogénese. Os efeitos pro-inflamatdrios foram observados
através do aumento da atividade enzimdtica de neutrdfilos e macréfagos (MPO e NAG,
respectivamente), bem como pela maior produgdo das quimiocinas CXCL-1/KC e CCL2-JE-
MCP,1 envolvidas com o recrutamento destes tipos celulares, bem como pela maior producdo
da citocina TNF-a. Quanto ao componente angiogénico foram realizadas a dosagem do
conteddo de hemoglobina, a contagem de vasos, e a concentracdo da citocina VEGF, onde
apenas este ultimo parametro apresentou diferengas quanto em relacdo ao grupo controle. Os
efeitos da Jararagina-C sobre a fibrogénese tecidual foram avaliados pela dosagem de coldgeno
soldvel total, através de técnicas histoldgicas e pela concentracdo da citocina TGF-, sendo
observado um aumento na deposi¢do de coldgeno de maneira independente a produ¢do de TGF-
. Todos esses fatores demonstram a capacidade da Jararagina-C em modular componentes da
resposta inflamatdria cronica, bem como os eventos associados a este processo.

Palavras-chave: Inflamacdo, Jararagina-C, Desintegrinas, Citocinas, Quimiocinas, Implantes



ABSTRACT

Inflammation and angiogenesis act simultaneously on various chronic diseases. Many of these
processes are mediated by interaction between extracellular matrix and integrin transmembrane
receptors. The jararhagin-C (Jar-C) is a disintegrin-like protein, isolated from the venom of the
viper Bothrops jararaca. Studies showed its effects on cell adhesion mediated by type I
collagen and the capacity to modulate various aspects of cellular activity by association with
integrin az2P1. Our objective was to investigate the effects of jararhagin-C on key components
of the inflammatory response induced by a model of synthetic implants sponge in mice. The
treatment with JAR-C was capable of amplifying the inflammatory response changing at certain
doses some major components of fibrovascular tissue induced by subcutaneous synthetic
implants also modulating fibrogenesis. The proinflammatory effects were observed by
increasing the enzyme activity of neutrophils and macrophages (MPO and NAG, respectively),
as well as the increased production of chemokines CXCL-1/KC and CCL2-JE-MCP 1 involved
in the recruitment of these cell types as well as by the increased production of TNF-a cytokine.
As for the angiogenic component, were carried out the dosage of hemoglobin content, the vessel
count, and the concentration of VEGF cytokine, where only the latter parameter showed
differences as compared to the control group. The effects of jararhagin-C on tissue fibrogenesis
were assessed by dosage of soluble collagen, by histological techniques and the concentration
of TGF-f cytokine, we observed an increase in collagen deposition independently of TGF-p.
All these factors demonstrate the ability of jararhagin-C to modulate some components of the
chronic inflammatory response, as well as events associated with this process.

Keywords: Inflammation, jararhagin-C, Disintegrins, Cytokines, Chemokines, Implants
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1. INTRODUCAO

1.1 - Inflamacao

A inflamacdo € uma resposta fisiopatolégica disparada por algum tipo de estimulo
nocivo, tal como uma infec¢do ou um dano tecidual, cujo principal objetivo € neutralizar o
agente causador, reestabelecendo a homeostasia celular (SOEHNLEIN & LINDBOM, 2010). O
controle adequado desse processo é, portanto, uma etapa essencial para que o hospedeiro
desempenhe adequadamente uma resposta imune capaz de eliminar o estimulo lesivo e
reparar o tecido danificado. Por atuar como uma primeira linha de defesa do organismo a
inflamacdo tem sido considerada como parte da resposta imune inata do hospedeiro, tendo
como principais células imunes envolvidas os macrofagos, as células dendriticas, os
mastocitos, os neutrdfilos e os linfocitos (MEDZITHOV 2008).

De um modo geral, uma resposta inflamatéria € constituida por indutores
inflamatoérios, sensores de deteccdo, mediadores inflamatérios e o tecido alvo, além disso,
dependendo da natureza do estimulo nocivo inicial, o desenvolvimento do processo
inflamatorio pode apresentar diferencas no decorrer do seu percurso (MEDZHITOV, 2010).
Uma resposta inflamatéria bem-sucedida resulta na eliminacdo do agente agressor, seguida
pelas fases de resolucao e de reparo tecidual (SERHAN & SEVILL, 2009).

Em um primeiro momento, células residentes teciduais, detectam o insulto lesivo
através de receptores transmembrana especificos, conhecidos como receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs), estes sdo capazes de detectar a presenca de organismos
infecciosos e a incidéncia de qualquer dano celular por meio do reconhecimento de estruturas
conservadas presentes em alguns microrganismos, padroes moleculares associados a
patogenos (PAMPs), e através de moléculas enddgenas derivadas de danos internos do
organismo, padrdes moleculares associados ao dano (DAMPs) (MEDZHITOV, 2008). Essas
interacOes resultam em uma resposta inflamatéria coordenada, que leva a producdo de uma
variedade de mediadores inflamatdrios, os quais promovem alteragdes vasculares e eventos
celulares caracteristicos, permitindo o extravasamento através da parede do endotélio de
proteinas plasmaticas e leucdcitos, antes restritos a circulagio (MANTOVANI et al, 2011).

As alteracOes vasculares observadas em decorréncia de um processo inflamatério
compreendem uma vasodilatagdo local, acarretando em um aumento do fluxo sanguineo, € um
aumento da permeabilidade vascular, levando a um influxo de leucdcitos (principalmente

neutréfilos) e proteinas plasmaticas para o sitio inflamatério (GALLEY & WEBSTER, 2003).
14



Ambos os acontecimentos sdo decorrentes da liberagdo de citocinas inflamatérias como o
fator de necrose tumoral (TNF), interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e quimiocinas
pelas células residentes teciduais apds estas perceberem algum tipo de insulto lesivo
(AHMED, 2011).

A ativacdo das células endoteliais dos capilares sanguineos permite o extravasamento
seletivo dos neutréfilos, enquanto previne a saida de hemadcias. Essa seletividade é possivel
gracas as ligacdes estabelecidas entre estes tipos celulares, envolvendo diferentes classes de
receptores (integrinas e selectinas), durante a sequéncia de eventos que levam a transmigracao
destes leucécitos (Figura 1) (O’CONNOR & NICHOL, 20015). O recrutamento dos
neutrdfilos estd associado a liberacdo da quimiocina CXCL-1, que direciona o movimento
destes em direcao ao sitio inflamatério (BURG et al., 2001).

O neutréfilo € o primeiro tipo celular a responder frente um estimulo nocivo, chegando
rapidamente ao local da injuria. Possui um periodo de vida relativamente curto, entre 24-48
horas em sua forma ativa (O’CONNOR & NICHOL, 2015). No entanto, alguns estudos
mostram uma capacidade do microambiente inflamatério em regular o tempo de vida destas
células pela secrecdo de ligantes a receptores de morte celular como FAS-ligand e TNF, estes
em baixas concentracdes promovem a sobrevivéncia dos neutréfilos e possuem o efeito
oposto quando em concentragdes mais elevadas (van der BERG et al., 2001). Esse controle
sobre a sobrevivéncia do neutréfilo deve ser bem regulado, permitindo um tempo habil para a
eliminacdo do agente lesivo e posterior morte celular evitando a liberacdo exacerbada do
conteddo citotéxico do interior destas células, que acabam ocasionando um maior dano
tecidual (KENNEDY & DELEO, 2009).

Sob condig¢des fisioldgicas, os neutréfilos agem por meio da producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) que, por sua vez, levam a destrui¢cdo dos patégenos invasores. A
formacao de EROs € catalisada por meio da enzima mieloperoxidase (MPO), presente em
grande quantidade neste tipo celular (HUANG et al., 2016). Apds desempenharem o seu
papel, os neutréfilos entram em processo de apoptose, que parece ser de suma importancia
para a atenua¢do da resposta inflamatdria, secretando mediadores que inibem o recrutamento
de novos neutréfilos, como a Anexina-1 (Anx-Al; 37 KDa) e a lactoferrina (DALLI et al.,
2008; BOURNAZOU et al.,2009). Os neutrofilos apoptéticos liberam ainda sinais celulares
tipo “find me” e “eat me”, que respectivamente permitem a sua localizacdo e identificacdo

como alvos para a fagocitose mediada pelos macréfagos (RAVICHANDRAN, 2011).
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FIGURA 1 - Recrutamento dos leucdcitos para o sitio inflamatério: O recrutamento dos leucécitos na
direcdo de um estimulo nocivo tem inicio com a detec¢do deste pelas células residentes teciduais (ou células
sentinelas), que passam a liberar um conjunto de mediadores pré-inflamatérios que promovem esta sequéncia de
eventos. Moléculas de adesdo expressas por células endoteliais ativadas da familia das selectinas (P-selectinas e
E selectinas) permitem intera¢des fracas e transientes entre estas células e leucdcitos circulantes situados na
periferia dos vasos, possibilitando o rolamento destes neutréfilos pela parede do endotélio na direcdo de um
estimulo quimiotitico. Adesdes mais consistentes e a transmigracdo através da parede endotelial, em um
processo também conhecido como diapedese, sdo estabelecidas por moléculas de adesdao celular (ICAM e
VCAM) e pela interacao integrinas-ligantes, respectivamente (Figura adaptada d¢ NOURSHARGH & ALON,
Leukocyte Migration into Inflamed Tissues. Immunity, pp. 695, 2014).

Os macroéfagos sdo fagdcitos mononucleares que se originam a partir da diferenciagado
dos mondcitos, quando estes deixam a corrente sanguinea e chegam ao sitio inflamatério
(ZHANG & MOSSER, 2008). Sao um importante tipo celular na resposta imune inata de um
organismo, além de realizarem a fagocitose de organismos invasores, corpos estranhos e
debris celulares, possuem também uma alta atividade secretora, liberando indmeros
mediadores que regulam os mecanismos de defesa do hospedeiro, os processos inflamatdrios
e a homeostasia (LASKIN, 2009).

Estima-se que 10-15% de um tecido seja constituido por macréfagos residentes, que
auxiliam na manutencdo da homeostasia destes por uma variedade de mecanismos

particulares aquele tecido (GORDON & TAYLOR, 2005). Quando estas células percebem
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algum desbalangco dessas condi¢des, passam a liberar um conjunto diferenciado de
mediadores e fatores de crescimento, a fim de reestabelecer a normalidade no local. Caso o
insulto persista, mondcitos circulantes sdao recrutados na direcdo do local da resposta
inflamatéria pela liberacio da quimiocina CCL-2/JE/MCP-1 pelas células residentes (HASKO
& PACHER 2012).

A ativagdo dos macréfagos mostra-se como um processo dindmico, as mesmas células
inicialmente envolvidas nas reagdes citotdxicas comuns a resposta inflamatéria, também
podem estar presentes durante a resolugdo desta e no reparo tecidual (PORCHERAY et al,
2005). Sao caracterizados por uma diversidade e plasticidade fenotipica que permitem a estas
células realizarem a fagocitose e possuirem diferentes estados de ativacdo, sendo agrupados
nas subpopulacoes M1 e M2 segundo o conjunto de agdes que estas comumente
desempenham (SICA & MANTOVANI, 2012).

Os macroéfagos da subpopulagdo M1, atuam principalmente nos processos de defesa,
eliminando agentes lesivos através da sintese em altas concentragdes da enzima lisossomal N-
Acetil-B-D-glucosaminidase (NAG). Além disso, exercem efeitos anti-proliferativos e
citotoxicos devido a liberacdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e citocinas pro-
inflamatérias (PERES et al., 2013).

Ja os macréfagos M2, estdo mais envolvidos com a fase resolutiva da inflamacao,
fagocitando os neutréfilos apoptéticos, diminuindo a sintese e liberacdo de citocinas
inflamatdrias e aumentando a sintese de mediadores importantes no remodelamento tecidual,
na angiogénese, € no reparo tecidual (LASKIN, 2009)

A fagocitose dos neutréfilos apoptéticos permite a troca do fendtipo pré-inflamatério
para um fendtipo anti-inflamatério, o que parece ser um pré-requisito para o egresso dessas
células e reestabelecimento da homeostasia tecidual. O processo de resolucdo da inflamagdo €
facilmente reconhecido por uma maior expressdo de mediadores anti-inflamatérios como I1L-
10, fator de crescimento transformador beta (TGF-B1) e glicocorticoides (FOX et al, 2010).
Os macréfagos M2 secretam grande quantidade de TGF-B1, estimulando a deposicdo de
coldgeno, proteoglicanos e fibronectinas. Além destes, outro importante mediador € o fator de
crescimento endotelial (VEGF) capaz de induzir a angiogénese necessdria a fase proliferativa,

permitindo a cicatrizacao de feridas (LIU et al.,2014).
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Figura 2 — Interacées celulares durante a resposta inflamatéria: Visdo geral dos processos celulares durante
o inicio (a esquerda) e resolucdo (2 direita) da inflamagdo. Durante a fase inicial as células residentes do tecido
inflamado percebem danos e iniciam a liberacdo de sinais que induzem a rdpida migracdo dos neutrdfilos,
acompanhada por um influxo tardio de mondcitos, para o sitio inflamatdrio. A resolucio € iniciada quando os
neutréfilos entram em processo de apoptose e passam a sintetizar mediadores que inibem a infiltragdo de novos
neutréfilos. A ingestdo dos corpos apoptéticos pelos macréfagos permite a troca destes para um fenétipo M2,
associado com a fase de resolucdo da resposta inflamatdria, expressando citocinas anti-inflamatérias e
promovendo a homeostase do tecido. (Figura adaptada de ORTEGA-GOMEZ et al. Resolution of inflammation.
EMBO Molecular Medicine, pp. 664, 2013).

Tendo a resposta inflamatéria evoluido como um mecanismo de defesa do organismo
frente a um estimulo lesivo, a homeostasia e a resolucdo da inflamacao sé sdo alcancados
apos a eliminagdo do agente nocivo. Caso esse processo falhe por algum motivo, a inflamagéo
passa para um estdgio cronico, caracterizado por um aumento de leuc6citos mononucleares no
local, estimulando a sintese e deposicdo de coldgeno, assim como a angiogénese, em um

processo de feedback positivo onde a célula do infiltrado inflamatorio sustenta a angiogénese,
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que por sua vez exacerba a resposta inflamatéria. Os mecanismos que levam a cronificagdao da
resposta inflamatéria em muitas condi¢cdes ainda permanece desconhecido, no entanto, a
importancia das condi¢des inflamatdrias cronicas ndo deve ser subestimada, devido ao seu
envolvimento com muitas doengas, como a diabetes, a artrite reumatoide, o cancer, dentre
outras (AHMED, 2010; MAZZONE, 2009).

A angiogénese e a inflamacdo sdo processos distintos, que podem ocorrer
independentemente ou concomitantemente. A resposta angiogénica € capaz de estimular e
intensificar o processo inflamatério, fornecendo nutrientes e oxigénio para os sitios da
inflamacdo. Da mesma maneira, os processos inflamatérios induzem a ativagdo endotelial e
aumentam a permeabilidade vascular, através da liberagdo de citocinas e quimiocinas pelas
células que compdem o quadro inflamatério (ARROYO & IRUELA-ARISPE, 2010; NEVE
et al., 2014).

Trata-se de um processo biolégico de formagao de novos capilares sanguineos a partir
de outros pré-existentes. Fisiologicamente, em individuos adultos, ocorre durante o ciclo
menstrual, na cicatrizagdo de feridas, no decorrer de uma resposta inflamatéria € no
crescimento tumoral (VARRICCHI et al., 2015). Consiste em varias etapas tendo como inicio
a troca de um estado de quiescéncia das células endoteliais para um fendtipo angiogénico em
resposta a determinados estimulos (RIBATTI, NICO & CRIVELLATO, 2009). O controle
deste processo é regulado por fatores de crescimento, proteinas ligadas a membrana
plasmética, interagdes célula-célula e célula-matriz e for¢cas hemodinamicas, sendo necessaria
uma atividade balanceada entre as moléculas angiogénicas, capazes de iniciar esta resposta, €
moléculas anti-angiogénicas capazes de interromper a mesma (NEVE et al., 2014)

A forma mais comum de expansdo vascular € através do brotamento endotelial, pela
qual as células endoteliais migram e proliferam-se ocupando dreas avascularizadas. Nessa
nova ramificagcdo podemos observar trés distintos fenotipos destas células, as tip cells,
altamentes polarizadas, com pouca capacidade proliferativa e dotadas de uma maquinaria
proteolitica, composta principalmente pelas metaloproteinases de matriz (MMPs), com
destaque para a colagenase MMP-1, que permite a migracdo e invasao da matriz extracelular
subjacente na dire¢do do gradiente de concentracdo de certas citocinas, nesse caso a principal
delas € o VEGF. J4 as stalk e phalanx cells possuem pouca capacidade migratéria, formando o
limen e estabilizando o vaso nascente (Figura 3) (DE SMET et al.,2009; ARROYO &
IRUELA-ARISPE, 2010).
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As células endoteliais interagem com a matriz subjacente por meio de ligagcdes
adesivas estabelecidas pelas integrinas, glicoproteinas transmembranas compostas por duas
subunidades, a e B ligadas ndo covalentemente. Através dessas interagdes os componentes da
matriz extracelular (MEC) sdo capazes de influenciar aspectos da biologia celular, como a
migracdo, a proliferacdo, a organizac¢do do citoesqueleto, a sobrevivéncia e a estabilizacdo da

célula endotelial (VAN HINSBERGH & KOOLWIJK, 2008).

Persisténcia da
vasculatura e
da inflamacao

' / 4.1
e — —_— e,
Tip cell == Regresséo da
< vasculatura e
] reparo tecidual

1 5 3 4

42

Figura 3 — Passos da angiogénese em direcao ao estimulo inflamatério. (1) Vasculatura quiescente. (2) A
ativacdo do processo de angiogé€nese em resposta a estimulos inflamatérios locais ou sistémicos leva a um
aumento da permeabilidade e a desestabilizacdo das jungdes entre as células endoteliais. (3) Durante o
brotamento endotelial as tip cells promovem a degradacdo da MEC em resposta ao estimulo inflamatério. (4) A
degradagdo da matriz leva a liberacdo de sitios matricriticos e fatores de crescimento que regulam este processo.
A angiogé€nese em resposta a um estimulo inflamatério pode apresentar dois destinos: (4.1) Persisténcia da
vasculatura e cronificagdo do processo inflamatdrio. (4.2) Reparo tecidual e regressdo da vasculatura (Figura
adaptada de ARROYO & ARISPE. Extracellular matrix, inflammation, and the angiogenic response.
Cardiovascular Research, pp. 227, 2010).
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A matriz extracelular garante o adequado funcionamento celular, ndo apenas por
fornecer o suporte estrutural necessédrio, mas também por possibilitar a interacio entre a célula
e o microambiente extracelular (KIM, TURNBULL & GUIMOND, 2011). Os componentes
que constituem a MEC possuem propriedades bioquimicas, biofisicas e estruturais que
possibilitam a sinalizacdo de informacdes especificas para as células, modulando, por
exemplo, funcOes imunes essenciais, dentre elas a migragdo de células do sistema
imunolégico para os sitios inflamatérios, além de sua ativagdo e proliferacio (SOROKIN,
2010).

A MEC € composta por colidgeno, fibras eldsticas, proteoglicanos,
glicosaminoglicanos e glicoproteinas presentes no tecido conjuntivo (MAQUART &
MONBOISSE, 2014). Essa estrutura € altamente dindmica e constantemente sujeita a
processos de remodelamento, onde muitos desses componentes sdo depositados, degradados e
remodelados (LU et al.,, 2011). O remodelamento da matriz extracelular em tecidos
inflamados, afeta diretamente tanto a progressao da inflamagdo quanto a sua cronificacdo. A
secrecdo de proteases, principalmente de metaloproteinases, € a deposi¢do de uma nova
matriz sdo eventos sujeitos a atividade de citocinas, dentre elas TNF, IFN-y e TGF-f.

Sabe-se que as MMPs, antes vistas apenas como as principais responsdveis pela
degradacio da MEC, desempenham um importante papel na resposta inflamatdria, pela
geracdo de moléculas bioativas a partir da clivagem de componentes da matriz extracelular,
entre outras moléculas como quimiocinas e citocinas (MORISSON et al., 2009). Estes
produtos gerados influenciam na atividade tanto das células residentes teciduais, quanto
daquelas provenientes do infiltrado inflamatério (SOROKIN, 2010).

Outro aspecto interessante sobre a atividade das metaloproteinases de matriz € a
dualidade na maneira como estas interferem no processo angiogénico, uma vez que sao
extremamente necessdrias para a migracao das células endoteliais, mas também acabam
originando inibidores endégenos da angiogénese, resultantes da protedlise dos componentes
da MEC (ROY, ZHANG & MOSES, 2006).

As células respondem as alteragdes da matriz extracelular através do cross-talk
existente entre as integrinas e o citoesqueleto de actina (ALAM et al., 2007). Esses receptores
transmembrana possuem a capacidade dnica de responder frente a composicao molecular e as
propriedades fisicas da MEC, integrando sinais quimicos e mecéanicos do meio extracelular

diretamente ao citoesqueleto celular (KIM, TURNBULL & GUIMOND, 2011).
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As integrinas sdo uma familia de moléculas de adesdo celular constituidas por um
heterodimero formado pela combinacdo de duas subunidades, a e . Atualmente 24 integrinas
sao conhecidas em mamiferos, formadas pela combinagao entre uma das 18 subunidades a e
uma das 8 subunidades B descritas, estando presentes em todos os tipos celulares, com
excecdo dos eritrécitos (FRANCESCHI, 2015). Na auséncia de sinais para a sua ativagao,
como a presenga de quimiocinas, estes receptores permanecem em um estado inativo. Quando
ativadas, mudangas conformacionais expdem os sitios de ligacdo para seus ligantes no
dominio extracelular (ASKARI et al., 2007; TIWARI et al., 2011).

As integrinas atuam através de diversas vias de sinalizacdo, capazes de alterar aspectos
do funcionamento celular, tais como a organiza¢ido do citoesqueleto, a transduc@o de sinais
intracelulares, o crescimento, a proliferacdo, o desenvolvimento, a sobrevivéncia e a adesao
celular. Estdo também envolvidas em processos como o reparo tecidual, a transmigragdo de
leucécitos, além de algumas condi¢des patolégicas, como por exemplo, a aterosclerose, a
psoriase e o desenvolvimento de tumores. Sendo assim, a procura por moléculas capazes de
interagirem com estes receptores e de alguma maneira modular as funcdes a estes associados
sdo de grande valia na busca por novos agentes terapéuticos (GOODMAN & PICARD, 2012;
CASSINI-VIEIRA et al., 2014).

Nesse contexto, tendo em vista a rica variedade de compostos presentes na peconha
das serpentes, a pesquisa com as desintegrinas, pequenas moléculas ndo enziméticas, ricas em
residuos de cisteina e capazes de interagirem especificamente com as integrinas, tem
inspirado diversos estudos na busca por moléculas com potencial farmacolégico (MACEDO,

FOX & CASTRO, 2015).
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1.2 — Jararagina-C (Jar-C), desintegrinas e a peconha de serpentes.

Bothrops jararaca é uma serpente de grande importancia médica devido ao grande
ndmero de acidentes ofidicos a ela relacionados, principalmente na regido sudeste do Brasil.
Dentre os sintomas associados aos casos de envenenamento envolvendo essa espécie,
destacam-se comumente alguns distirbios da hemostasia, hemorragia local ou sistémica e
lesdo tecidual local ou sistémica, com consequéncias dependentes da intensidade do acidente.
(KAMIGUTI et al., 1991). A peconha de B. jararaca contém uma elevada quantidade de
toxinas que se relacionam com os efeitos mencionados, induzindo-os, assistindo-os e
mantendo tais processos patolégicos, dentre estas destacam-se as lecitinas, hemorraginas,
serina-proteases, desintegrinas, dentre outras. Em recentes estudos de protedmica, mais de
200 proteinas diferentes foram reveladas como componentes da pegonha da jararaca (FOX et
al., 2002; WHITE,2005).

A peconha de serpentes ¢ uma complexa mistura contendo centenas de moléculas
farmacologicamente ativas, incluindo entre elas componentes organicos, minerais € proteinas,
tais como lecitinas tipo-C, fosfolipases A», peptideos potenciadores da bradicinina,
metaloproteinases do veneno de serpentes (SVMP), serina-proteases do veneno de serpentes
(SVSP), dentre outros constituintes, que podem variar em sua quantidade de acordo com a
idade e com o sexo do animal (ZELANIS et al., 2012; ZELANIS et al., 2016) . Os efeitos
bioldgicos destas peconhas sdo complexos, uma vez que podemos identificar diferentes
componentes com distintas agdes sobre os organismos afetados. A toxicidade desta mistura
desempenha papel importante em uma variedade de processos adaptativos, imobilizando,
paralisando e até mesmo matando sua presa. De acordo com o seu principal efeito téxico, a
peconha pode ser classificada, de acordo com sua a¢do, em neurotoxica ou hemorrigica.
(CALVETE et al., 2005).

As proteinas de peconhas de acdo hemorrdgica podem ser agrupadas em algumas
grandes familias, possuindo ou ndo atividade enzimatica JUAREZ et al., 2004). Dentre as
que possuem atividade enzimdtica, podemos destacar as metaloproteinases do veneno de
serpentes, que por sua vez sdo subdivididas em 3 classes de acordo com seu dominio
estrutural. As metaloproteinases PI possuem apenas um dominio metaloproteinase, com
atividade hemorrdgica fraca. A classe PII contém um dominio desintegrina na sua
extremidade carboxi-terminal, um dominio metaloproteinase estruturalmente semelhante a PI

e, frequentemente se encontra processada na peconha. A classe PIII apresenta uma potente
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atividade hemorrdgica com um dominio catalitico N-terminal, um dominio tipo-desintegrina e
um dominio rico em cisteinas (FOX & SERRANO, 2008).

A jararagina foi a primeira metaloproteinase do veneno de serpentes a ser isolada da
peconha de Bothrops jararaca e a ter a sua estrutura primaria completamente caracterizada, o
que possibilitou o avanco nos estudos sobre a estrutura e a funcdo destas proteinas. Essa
toxina foi assim nomeada de acordo com a espécie da serpente (jarar-) e sua atividade
hemorrégica (-hagin) (Paine et al., 1992).

A molécula de jararagina contém 1 dominio catalitico em sua estrutura, contendo o fon
zinco em seu sitio ativo. Este dominio apresenta estrutura e funcdo semelhante aquelas
encontrados nas metaloproteinases de matriz. Além disso, ligada a extremidade C-terminal
dessa regido sdo encontrados dois dominios nao cataliticos, um dominio tipo-desintegrina e
um dominio rico em cisteinas (Figura 4) . Ao contrdrio do que se € comumente observado, no
dominio tipo-desintegrina da jararagina hd uma substituicdo da sequéncia de aminodcidos
presentes no motivo de ligacdo as integrinas, enquanto as desintgrinas cldssicas apresentam
um tripetideo RGD (Arg-Gly-Asp) em sua estrutura de aminoécidos, essa toxina possui uma
sequéncia do tipo ECD (Glu-Cys-Asp) para ligacdo a estes receptores (FOX & SERRANO,
2008; TAKEDA et al., 2006).

Figura 4 — Representacio esquematica da molécula da Jararagina. Em amarelo o dominio
metaloproteinase, em rosa o dominio tipo-desintegrina e em azul claro o dominio rico em cisteinas. Além destes
ainda podemos evidenciar na figura a regido de ligacdo ao zinco em laranja, o epitopo de liga¢do ao coldgeno em
vermelho e o fragmento JC76 em azul (Figura extraida de TANJONI, et al. Different regions of the class P-1II
snake venom metaloproteinase jararhagin are involved in binding to oo integrin and collagen. Toxicon, pp.

1098, 2010).

As desintegrinas foram caracterizadas como um grupo de polipeptideos ricos em

residuos de cisteina, de baixa massa molecular, capazes de inibir a agregacdo plaquetéria de
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forma ripida e eficiente. Podem ser divididas em dois grupos de acordo com sua estrutura e
funcdo. Estruturalmente, as desintegrinas podem ser agrupadas em monoméricas e diméricas.
As primeiras sdo agrupadas de acordo com o tamanho de sua cadeia polipeptidica e o nimero
de cisteinas em desintegrinas curtas (8 cisteinas), médias (12 cisteinas) e longas (14 cisteinas).
Ja as desintegrinas diméricas possuem 10 residuos de cisteina em cada subunidade
(MARCINKIEWISK, 2013). A classificagdo funcional € dada pela presenca de um padrao
tripeptidico no local ativo, como ja mencionado, ¢ comum observarmos em metaloproteinases
PIII o tripeptideo ECD, que se liga a integrina a2, um receptor para coldgeno do tipo 1. J4 o
tripeptideo RGD possui afinidade principalmente pelas integrinas ovf3, aspi e amPs que sdo
os receptores de vitronectina, fibronectina e fibrinogénio que também estdo envolvidos na
agregacdo plaquetdria, e ainda desempenham papel nos mecanismos de proliferacdo celular,
apoptose, adesdo, migracao e angiogénese (Figura 4) (MINEA et al., 2010; MONTENEGRO
et al., 2012).

Em 1994, Usami e colaboradores, purificaram uma proteina de 28KDa a partir da
peconha de B. jararaca, determinando também a sua estrutura primadria, que por sua vez
acabou revelando tratar-se de uma sequéncia derivada da extremidade C-terminal da molécula
de jararagina. Esta nova proteina consistia em apenas dois dominios, um dominio tipo-
desintegrina em sua extremidade N-terminal e um dominio rico cisteinas em sua extremidade
C-terminal. Devido a perda do dominio metaloproteinase, assumiu-se que esta nova molécula
seria o resultado de um processo de autdlise daquela metaloproteinase presente no veneno
desta serpente, sendo denominada de Jararagina-C.

Tanto a jararagina, quanto a sua forma processada jararagina-C, apresentam alta
afinidade de ligagdo seletiva a integrina a2B1 presente em diferentes tipos celulares
(MOURA-DA-SILVA et al., 2001). Essa especificidade apresenta uma importancia impar
sobre os eventos decorrentes do envenenamento (COSTA et al., 2002; COSTA, et al. 2004,
CLISSA et al., 2006).

O dominio rico em cisteinas apresenta 28 residuos deste aminodcido, ndo possuindo
atividade catalitica, mas contribuindo para a acao da toxina uma vez que diferentes regides do
mesmo estdo relacionadas a ligacdo da molécula de jararagina ao colageno, a integrina axf1,
ao fator de von Willebrand e a outras proteinas da matriz extracelular, resultando na protedlise
especifica destes substratos (TANJONI et al., 2010).

Além da relagdo da integrina axf1 com a locomocdo dos neutréfilos para os sitios

extravasculares, ela também estd associada a reorganizacio e contracdo da matriz colagenosa,

25



eventos importantes durante o processo de angiogénese e reparo tecidual (FOUGEROLLES et
al., 2000). Por fim, € importante ressaltar que outras células essenciais para o
desenvolvimento adequado de uma resposta inflamatéria, como macréfagos, mastdcitos,
fibroblastos e células endoteliais também expressam esse receptor (ZWEERS et al., 2007). A
literatura nos mostra que a ligacdo de toxinas aos receptores integrinas € capaz de induzir
respostas antagonistas, bloqueando a sua fungdo, quanto desencadear uma agdo agonista,
levando a ativacdo de vias de transducd@o de sinais pelo ligagdo ao receptor (MOURA-DA-
SILVA et al., 2007)

Estudos tanto in vitro quanto in vivo demonstraram a capacidade da jararagina e da
jararagina-C em desencadear uma resposta inflamatdria, seja pela avaliagdo da producgdo de
citocinas inflamatorias, pelo acimulo de leucdcitos e mondcitos no sitio da lesdo ou por
induzir a apoptose de certos tipos celulares (CLISSA et al., 2001; CLISSA et al., 2006 &
FERRAZ et al., 2015). No entanto, o papel dos diferentes dominios frente a resposta

inflamatoria, bem como os eventos a ela associados, ainda nao estdo totalmente esclarecidos.
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Figura 5 — Diagrama esquemdtico entre os sitios ativos presentes nas desintegrinas da peconha de serpentes
(sequéncia de tripeptideos) e as integrinas humanas (MACEDO et al. Disintegrins from Snake Venoms and their
Applications in Cancer Research and Therapy. Current Protein and Peptide Science, pp. 533, 2015).

Portanto, a utilizacdo de modelos experimentais que possibilitem a avaliagdo
concomitante dos componentes inflamatérios, angiogénicos e de reparo se faz necessdria, de
modo a possibilitar a avaliacdo dos efeitos de diferentes moléculas sobre estes processos. Além
disso, é de grande importancia que este modelo experimental seja facilmente reprodutivel. Neste
sentido o modelo experimental de implantes sintéticos representa o0 modelo mais adequado para

avaliar os efeitos de desintegrinas na resposta inflamatdria.
26



1.3 — Implantes sintéticos (modelo experimental)

Inicialmente descrito em 1951 por Grindlay & Waugh e posteriormente modicado por
Andrade e colaboradores (1987), o modelo de implantacdo subcutdnea de uma matriz sintética
(esponjas de poliéster poliuretano) foi inicialmente proposto como um método de avaliacao
para a angiogénese, tendo em vista as dificuldades dos modelos disponiveis para a época.

Com o passar dos anos a técnica vem ganhando novos espagos na pesquisa cientifica,
servindo de modelo para testes da modulacdo da resposta inflamatdria, da angiogénese e do
reparo tecidual por novas substancias com potencial acdo terapéutica (CASSINI-VIEIRA, et
al., 2014; PEREIRA, et al, 2012; ARAUJO et al., 2010; MENDES, 2009). Além disso, h4
também um consideravel interesse pelo entendimento dos processos de biocompatibilidade a
materiais exogenos que podem ser explicados pelo uso desta, auxiliando em &dreas como a
bioengenharia tecidual (CASSINI-VIEIRA et al., 2015).

A implantag@o de uma matriz sintética induz a proliferagcdo do tecido fibrovascular de
modo semelhante ao observado em alguns processos fisioldgicos (cicatrizagdo de feridas) e
patoldgicos (inflamacdo cronica, crescimento tumoral). Esse modelo permite a caracterizagao
de componentes essenciais desse tecido (identificacdo do infiltrado inflamatério, formacao de
novos vasos sanguineos e a deposicdo de matriz extracelular) e a andlise bioquimica dos
fluidos coletados, pela geracao de um microambiente caracteristico de processos inflamatorios
cronicos do tipo corpo estranho, com formacdo de tecido de granulacdo rico em células
inflamatorias, neovascularizacdo e deposi¢do de matriz extracelular, envoltos por um tecido
fibroso em forma de capsula (CASSINI-VIEIRA et al, 2014; ARAUJO et al., 2010 e 2011;
MENDES, et al., 2009; ROCHA, et al., 2006; ANDRADE et al., 1997).

Desse modo o presente trabalho teve como foco principal investigar os efeitos da
molécula de Jararagina-C, uma molécula tipo-disintegrina, isolada da peconha da serpente
Bothrops jararaca, sobre os componentes do tecido fibrovascular induzido pela implantacio

cirtrgica de matriz sintética no espacgo subcutaneo de camundongos Balb/c.
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2. Objetivos
2.1- Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da Jararagina (JAR-C), isolada do veneno de serpente, na

modulacdo da inflamacgdo cronica induzida por implantes de esponja em camundongos.

2.2 - Objetivos especificos

Avaliar através de parametros bioquimicos o efeito desta molécula tipo-desintegrina,
desintegrin-like, nos processos inflamatério e angiogénico do tecido fibrovascular;

Determinar a influéncia deste composto na producio de citocinas pré-angiogénicas,
pré-inflamatérias e pro-fibrogénicas (VEGF, TNF-a, TGFB-1, CXCLI/KC e CCL-
2/JE/MCP);

Avaliar histologicamente a influéncia deste composto nos componentes celulares do

tecido fibrovascular induzido pelos implantes de esponjas.
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3. Materiais e métodos

3.1 — Obtencao da peconha

A Jararagina-C foi purificada a partir da peconha de Bothrops jararaca pelos
principios cromatograficos de interacdes hidrofébica e de troca i6nica, utilizando
respectivamente as colunas Hi Trap Phenyl FF (Low sub) e Mono Q 5/50 GL em um sistema
de FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) - FPLC - AKTA Purifier (GE). Para alcangar
o nivel de pureza necessdrio para a realizacdo de nossos experimentos uma segunda etapa de
purificacdo em coluna de troca i6nica foi realizada sob as mesmas condi¢cdes (PAINE et al.,
1992; MOURA-DA-SILVA et al., 2003) .

A concentragdo total de jararagina-C foi calculada pelo método de Bradford e sua
pureza analisada por eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% (SDS-PAGE), descartando
assim a incerteza quanto a presenca de contaminantes. A atividade bioldgica da proteina foi
confirmada com ensaios de inibicdo da agregacdo plaquetéria induzida por coldageno tipo 1
(KAMIGUTI et al., 1996).

Todas as etapas referentes a obtencdo da amostra foram realizadas pela Pesquisadora

Cientifica Patricia Bianca Clissa do Insituto Butantan, colaboradora deste projeto.

3.2 — Animais

Foram utilizados camundongos machos, albinos da linhagem Balb-c, com idade entre
7 e 8 semanas, pesando entre 25-30g, fornecidos pelo Centro de Bioterismo e Experimentacdo
Animal da Universidade Federal de Uberlandia (CBEA). Os animais foram mantidos no
Depositirio de Animais da Area de Ciéncias Fisiolégicas- UFU, em gabinetes com controle
de temperatura, umidade e ciclo claro/escuro de 12 h, ad libitum (com livre acesso a dgua e
racdo), durante todo o experimento.

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com a ética em pesquisa animal,
sendo esse trabalho aprovado pelo Comité de Etica em Utilizagio Animal da Universidade

Federal de Uberlandia, processo nimero (CEUA158/13)

3.3 — Procedimento Cirurgico, técnica de implantacao:
Discos de esponjas (poliéster poliuretano) de 8 mm de didmetro e 4 mm de espessura

foram mantidos em dlcool 70% v/v durante pelo menos, 24 horas anteriores a implantagao e,
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posteriormente, fervidos em dgua destilada por 30 minutos. Estes implantes foram utilizados
para induzir a inflamagdo, angiogénese e fibrose subcutanea (CASSINI et al., 2014, ARAUJO
et al, 2010 e 2013, ANDRADE et al., 1987).

Os animais foram previamente anestesiados intra-peritonealmente, com
xilazina/cetamina (8 mg/kg e 60 mg/kg, respectivamente), e submetidos a tricotomia e
assepsia da regido dorsal com dlcool 70% v/v. Em seguida, foram dispostos em mesa
cirdrgica sendo realizada uma incis@o mediana dorsal de aproximadamente 1 cm em dire¢ao
caudal. Posteriormente realizou a divulsdo do subcutaneo interescapular pela incisao mediana.
O disco de esponja foi introduzido e posicionado aproximadamente 0,5 cm da regido
interescapular. A sutura da incis@o foi feita com fio de nylon 3,0 usando ponto Donati. Apds
recuperagcdo da anestesia os animais ficaram dispostos em gaiolas individuais com 4gua e

ragdo “ad libitum” (ANDRADE et al., 1987).

3.4 — Regime de tratamento com a JAR-C

Os animais foram divididos em 4 grupos, sendo um grupo controle, tratado com
solugdo salina e composto por 9 individuos, e trés grupos tratados com jararagina-C nas doses
de 20 ng , 200 ng e 2000 ng em 20 uL de solucdo salina, sendo o grupo de 20 ng composto
por 9 animais e os demais por 10. Os animais receberam o tratamento intra-implante logo
ap6s o procedimento cirtrgico, durante todos os dias, no mesmo horério até o 8° dia pods-

implantacdo (CASSINI-VIEIRA et al., 2014; RABELO, 2015).

3.5 - Remocgao dos implantes

No 9° dia pds-implantacdo os animais foram eutanasiados por aprofundamento
anestésico com tiopental 100 mg/kg via intraperitoneal. ApoOs eutanasia, os discos de esponja
foram retirados através de incisdo mediana na regido dorsal, em seguida, dissecados, pesados

e processados para estudos bioquimicos e histolégicos.

3.6 - Dosagem de hemoglobina (avaliacdo indireta da neovascularizagdo)

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 infec¢do a andlise

macroscopica foram excluidas do ensaio. Em seguida, cada implante foi homogeneizado em
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2,0mL de um reagente cromogénico especifico para hemoglobina (reagente de Drabkin-kit de
Dosagem de Hemoglobina Labtest) e adicionados em microtubos (ependorff) de 2,0mL.

As amostras foram centrifugadas a 4°C por 40 minutos a 12.000 g e os homogenatos
filtrados em filtros de 0,22 um (Millipore). Posteriormente, foi realizada leitura
espectrofotométrica em comprimento de onda de 540nm (Leitor de Elisa), utilizando-se uma
placa de 96 pocos. A concentracao de hemoglobina de cada amostra foi calculada a partir de
uma curva padriao conhecida (Labtest) e os resultados expressos em concentragdo de
hemoglobina (microgramas) por miligrama de peso umido de implante. Apés a dosagem de
hemoglobina (etapa inicial das dosagens bioquimicas), o sobrenadante foi armazenado em
freezer a -20°C para posteriores dosagens de citocinas. A esponja dividida e pesada para

determinac¢do da atividade de mieloperoxidase (MPO) e Nacetil-B-D-glicosaminidase (NAG).

3.7 — Avaliagdo da atividade da mieloperoxidase (MPO)

Para avaliarmos a atividade da mieloperoxidase, marcador quantitativo de neutréfilos
utilizamos a técnica de Bradley et al, 1982. Apds a dosagem de hemoglobina, o precipitado
(esponja) foi ressuspenso em 2,0mL de tampao fosfato de sédio, pH 5,4. As amostras foram
homogeneizadas em vértex por 30 segundos, foram transferidos 300uL desse homogenato
para microtubos (eppendorf) de 1,5mL e acrescentados 600uL de HTAB (Brometo de
Hexadeciltrimetilamoénio — Sigma) 0,5% p/v diluido em tampao fosfato pH 5,4. Apds nova
homogeneizacdo no vortex as amostras foram congeladas para posterior dosagem.

Apo6s o congelamento, as amostras foram descongeladas e centrifugadas a 10.000 g
por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante utilizado no ensaio enzimdtico. O ensaio enzimético
foi realizado em microtubos (eppendorf) de 1,5mL, e a reacdo seguiu a seguinte ordem:
100pL de peroxido de hidrogénio 0,003%, adicionar 100 pL de TMB (3,3°, 5,5’-
tetrametilbenzidine - Sigma) a 6,4 mM diluido em DMSO (dimetil sulféxido — Merck);
adicionar 200 uL do sobrenadante da amostra deixar reagir por 1 minuto cronometrado, parar
a reacdo com a adicao de 100 uL. de H2SO4 (4cido sulftirico — Merck) a 4 M. Em seguida,
foram adicionados 200 uL a placa de 96 pocos e a leitura espectrofotométrica feita em
comprimento de onda de 450 nm. Os resultados foram expressos em indice de MPO

(Absorbancia em D.O./g de peso imido do implante).

3.8 - Avaliagdo da atividade de NAG
A n-acetil-B-D-glicosaminidase € uma enzima lisossdmica produzida por macréfagos

ativados. Essa enzima foi utilizada como um indice da atividade destas células nos sitios
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inflamatoérios através da técnica de Bailey, (1988).

Ap6s a utilizacdo da esponja para dosagem de hemoglobina, o precipitado foi
ressuspenso em 2,0mL de solugdo salina 0,9% com Triton X-100 (Promega) a 0,1% (gelado).
As amostras foram homogeneizadas em vortex até obter uma suspensdo homogénea e,
posteriormente, centrifugadas em 3.000 rpm durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
utilizado para a realizacio do ensaio enzimaético.

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-B-D-
glicosaminida— Sigma), diluido em tampao citrato/fosfato pH 4,5, em seguida, incubadas a
37°C durante 30 minutos. Por dltimo, foram adicionados 100uL de tampdo 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 padrao
de p-nitrofenol avaliada paralelamente.

O p-nitrofenol é o produto cromégeno da reagdo entre p-nitrofenol-nacetil-p-D-
glicosamina 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

Foram dosadas citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, VEGF e TGFB-1) e as
quimiocinas (CXCL-1/KC e CCL-2/JE/MCP-1). Para a avaliacdo das citocinas utilizou-se a
reacdo imunoenzimdtica de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay).

Ap6s 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/poco de solucdo de anticorpo monoclonal anti-camundongo para a citocina em andlise
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 tampao de bloqueio (5%
BSA em PBS, pH 7,4) , seguido de incubagdo por 1 hora. Apds nova etapa de lavagem, foram
adicionados a placa, 100uL/poco dos padrdes (15- 1000 pg/mL) e das amostras, em seguida
as placas foram novamente incubadas a 4°C overnight.

Ap6s nova lavagem das placas, foram adicionados 100uL/pog¢o de solucdo de
anticorpo (biotinilado anti-camundongo) para a citocina em questdo. As placas foram

incubadas por 2 horas. Apds lavagem, foram adicionados 100uL/poco de solugdo de
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estreptavidina-HRP e incubadas por 20 minutos. Apds nova lavagem, foi realizada a reacdo
cromogénica com o substrato TMB (TMB - Sigma), 100uL/poco diluido em tampao citrato
(acrescido de H202 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 adi¢do de 50uL/poco de H>SO4 IM e as placas
analisadas em O.D. 540nm. Todos os passos de incubagdo (exceto aqueles overnight) foram
feitos a temperatura ambiente. A concentracao 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.

Para a andlise da citocina TGFB-1, as amostras foram previamente ativadas
adicionando HCI1 1 mol/L a um volume de cinco vezes da amostra, misturado e incubando por
10 minutos a temperatura ambiente, em seguida foram adicionados NaOH 1,2N/HEPES 0,5

mol/L (na mesma quantidade de HCI) para neutralizar a reacao.

3.10 - Avaliacdo da deposicao de coldgeno soluavel

A deposicdo de coldgeno foi avaliada pela dosagem de coldgeno presente nos
implantes. A quantidade de coldgeno solivel 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 (2006).

Sucintamente, as amostras de esponja foram homogeneizadas com tampdo (salina
0.1% Triton X-100) depois da homogeneizacdo, os debris foram removidos pela
centrifugacdo. Foram adicionados 50uL do reagente Picrossirius Red em 50uL da amostra.
Ap6s 30 minutos de incubag@o em temperatura ambiente o complexo colageno-picrosirius red
foi separado por centrifugagdo a 10,000 g durante 15 minutos, em seguida lavado com etanol
e o complexo coldgeno-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 comparagdo de uma curva padrio
utilizando-se padrdo de coldgeno (Merck) e os resultados expressos em ug de coldgeno por

mg de implante.
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3.11 - Andlise histolégica das matrizes esponjosas

Realizou-se um novo experimento, seguindo 0 mesmo regime terapéutico. Apds a
retirada dos implantes, os implantes foram cuidadosamente fixados em solu¢ao de methacarn.
Os implantes foram submetidos a etapas de desidratacdo, diafanizacdo, banho e inclusao em
parafina. Em seguida, foram realizados cortes em micrétomo (sec¢des de 5 pm) e as laminas
foram coradas com: 1) Hematoxilina-eosina, para visualizacdo do infiltrado tecidual e
quantificagdo de vasos. Os cortes foram analisados ao microscopio Optico e registrados
fotograficamente (objetiva de40X, ocular de 10X) em microscépio LEICA ICC50. 2)
Picrosirius red para avaliagdo da deposi¢do de coldgeno (objetiva de 20X, ocular de 10X)
microscopio Nikon TS 100. Cada corte teve o registro fotografico na drea total de tecido
fibrovascular formado no implante, exceto na regido central onde houve as injecOes de
tratamento. Toda a preparacdo do material histologico foi realizada no Departamento de

Histologia (UFU).

3.12 — Analises estatisticas

Os resultados foram apresentados pelas médias + e.p.m. dos dados. A comparacao
entre os dois grupos foi feita utilizando-se o teste t de Student, quando os dados consistiram
de mais de dois grupos foi feita a andlise de varidncia (ANOVA), seguido do pds-teste de
Newman-keuls. Os resultados foram considerados significativos para P < 0,05. Para
realizacdo da andlise e construc¢do de gréficos foi utilizado o programa estatistico GraphPad

Prism 4.0.
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4. Resultados

Apo6s os 9 dias de experimento, observou-se a tolerancia por parte dos animais tanto
com relacdo ao procedimento cirdrgico quanto a implantagdo da matriz sintética e a
administracdo do tratamento. Nao foram observados sinais de alteracdo de comportamento,
infeccdo ou rejeicdo dos implantes, nem de toxicidade, como perda de peso e/ou apatia, por

parte dos animais.

4.1 - Efeito da Jar-C sobre o infiltrado fibrovascular no implante de esponja

Os tratamentos ndo apresentaram diferencas significativas com relagdo ao peso umido
dos implantes (mg); 148,2 + 8,15 (controle) versus 147,5 = 7,17 (20 ng), 151,4 £ 7,41 (200
ng) e 147,7 +7,28 (2000 ng) (gréfico 1).

4.2 - Efeito da Jar-C sobre componentes do infiltrado inflamatério

Os componentes inflamatérios foram determinados pela avaliagdo da atividade
enzimatica de leucdcitos existentes nos implantes, bem como pela producdo de citocinas e
quimiocinas envolvidas na resposta inflamatoria.

O tratamento com a Jararagina-C aumentou significativamente o conteido de
neutrdfilos, avaliado indiretamente pela atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), com a
administracio das concentracdes de 200 ng e 2000 ng da desintegrina, comparadas ao grupo
controle; 0,6368 + 0,3036 (controle) versus 1,13 + 0,27 (20 ng), 2,62 + 0,32 (200 ng) e 4,04 +
0,45 (2000 ng) (grafico 2). Quando avaliada a quimiocina CXCL-1/KC, uma das principais
quimiocinas responsaveis pelo recrutamento de neutréfilos para o sitio inflamatério, também
observamos um aumento desta, nas mesmas doses observadas anteriormente, quando
comparadas ao grupo controle; 1,89 + 0,33 (controle), 1,70 + 0,29 (20 ng), 3,37 + 0,33 (200
ng) e 4,28 + 0,72 (2000 ng) (gréfico 3).

A avaliacdo do conteddo de macréfagos, feita com base na dosagem da atividade da
enzima NAG, apresentou um aumento significativo nas doses de 200 ng/ 20ul e 2000 ng/
20ul, comparadas ao grupo controle; 0,66 + 0,09 (controle), 0,72 + 0,10 (20 ng), 0,99 + 0,06
(200 ng) e 1,09 = 0,07 (2000 ng) (grafico 4). Esse efeito também foi observado na avaliagdo
do conteido da quimiocina CCL2/JE/MCP-1, principal responsavel pelo recrutamento deste
tipo celular, nas mesmas doses, quando comparadas ao grupo controle; 2,57 + 0,15 (controle),

2,987 £ 0,13 (20 ng), 3,42 £ 0,21 (200 ng) e 3,98 £ 0,29 (2000 ng) (grafico 5).
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Os efeitos da Jararagina-C sobre os niveis da citocina pré-inflamatéria TNF-o também
apresentaram o mesmo perfil das avaliagdes anteriores, com um aumento da concentragdo
desta citocina nas doses 200 ng/ 20ul e 2000 ng/ 20ul, quando comparadas com o grupo
controle; 7,63 + 0,82 (controle), 5,85 + 0,95 (20 ng), 10,59 + 0,56 (200 ng) e 12,86 + 0,48
(2000 ng) (grafico 6).
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Grifico 1: : Efeito do tratamento com a Jar-C sobre o peso imido total dos implantes sintéticos
subcutaneos em camundongos. N3o houve varia¢do no peso imido dos implantes entre o grupo controle e as

doses administradas. Os valores representam as médias (e.p.m) dos grupos.
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Grafico 2: : Efeito do tratamento com a Jar-C na atividade enzimatica da enzima

mieloperoxidase. A atividade de MPO mostrou-se significativamente aumentada nas maiores doses
administradas de Jararagina-C, 200 ng e 2000 ng. Os valores representam as médias (e.p.m) dos grupos. **p <

0,01 ¢ *** p < 0,001.

36



g &

E

=

[=}

&

o 4- *

3 0

o]

E

[*2]

8)

¥

i

X 0

(&} 1 T T
CT 20ng 200ng 2000 ng

Grafico 3: Efeito do tratamento com a Jar-C na concentracio da quimiocina CXCL-1/KC. A
concentragdo de CXCL-1/KC apresentou um aumento significativo nos tratamentos de 200 ng e 2000 ng. Os

valores apresentam as médias (e.p.m) dos grupos. *p < 0,05 e *¥p <0,01.
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Grifico 4: Efeito do tratamento com a Jar-C na avaliacdo da atividade da enzima N-acetil-B-D-
glicosaminidase (NAG). A atividade de NAG mostrou-se significativamente aumentada nas maiores doses, 200

ng e 2000 ng. Os valores apresentam as médias (e.p.m) dos grupos. *p < 0,05 e **p <0,01.
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Grafico 5: Efeito do tratamento com Jar-C na concentracio da quimiocina CCL-2/JE/MCP-1. A
concentracdo da quimiocina CCL-2/JE/MCP-1 mostrou-se significativamente aumentada nos implantes tratados
com as doses de 200 ng e 2000 ng. Os valores apresentam as médias (e.p.m) dos grupos. *p < 0,05 e **¥p <

0,001.
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Grafico 6: Efeito do tratamento com Jar-C na concentracdo da citocina pré-inflamatéria TNF-a. A

concentragdo de TNF-a apresentou um aumento significativo nos implantes tratados com as doses de 200 ng e

2000 ng. . Os valores apresentam as médias (* e.p.m) dos grupos. **p < 0,01 e ***p < 0,001.
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4.3 - Efeitos da Jararagina-C na angiogénese

A Jararagina-C alterou os niveis da citocina VEGF do tecido fibrovascular
induzido por implantes subcutaneos.

A angiogénese foi avaliada indiretamente pelo conteido de hemoglobina nos
implantes e, diretamente pela contagem de vasos sanguineos nos cortes histolégicos. Além
disso, também avaliamos a citocina VEGF caracteristicamente pro-angiogénica € que em
menor grau aumenta a permeabilidade das células endoteliais.

O tratamento com a Jararagina-C ndo alterou o contetido de hemoglobina em nenhuma
das doses quando comparadas ao grupo controle; 1,30 £ 0,14 (controle), 1,12 £+ 0,15 (20 ng),
1,12 £ 0,16 (200 ng) e 1,13 £ 0,19 (2000 ng) (grafico 7) . Esse mesmo comportamento foi
observado durante a quantificagdo dos vasos nos cortes histolégicos, ou seja, ndo observamos
alteracOes entre o tratamento e o grupo controle; 66 + 1,87 (controle), 59,75 + 1,75 (20 ng),
67,25 +£2,17 (200 ng) e 61,5 = 0,95 (2000 ng) (grafico 8).

Ja a dosagem da citocina pré-angiogénica VEGF apresentou um aumento de sua
concentracdo em todos os tratamentos administrados, quando comparadas ao grupo controle
tratado com solucdo salina; 1,49 + 0,25 (controle), 2,57 + 0,33 (20 ng), 3,57 + 0,37 (200 ng) e
3,73 £ 0,09 (2000 ng) (gréfico 9).
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Grafico 7: Efeito do tratamento com Jararagina-C no contetido de hemoglobina: O tratamento com a

Jararagina-C nio apresentou diferencgas sobre o contetido de hemoglobina, independente da dose utilizada.
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Grifico 8: Nimero de vasos sanguineos/area total quantificados nos cortes histologicos: O nimero de vasos
sanguineos ndo foi alterado com o tratamento da Jararagina-C, independente da dose administrada em rela¢do ao

grupo controle.
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Grifico 9: Efeito do tratamento com a Jararagina-C na concentracio de VEGF nos implantes. O
tratamento com a Jararagina-C foi capaz de aumentar a concentragdo de VEGF em todas as doses administradas.

Os valores apresentam as médias (+ e.p.m). *p<0,05 e ***p<0,001
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Figura 6 - Figura 10: Cortes histolégicos (5um, coloragdo Hematoxilina-Eosina) na matriz esponjosa dos implantes
vasos sanguineos, células inflamatdrias e fibroblastos. A) Grupo controle salina; B) tratamento 20 ng; C) tratamento
200 ng; D) tratamento 2000 ng. As setas pretas mostram 0s vasos sanguineos, enquanto que, a seta vermelha indica
fragmentos do material sintético. Ndo houve diferenca estatistica para a contagem de vasos entre 0s grupos
trabalhados.
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4.4 - Efeito da Jararagina-C sobre a deposicao de colageno
A Jararagina-C alterou a dosagem bioquimica do colageno solivel total e dos niveis da
citocina TGF-p1.

O coldgeno € o mais abundante dos constituintes da matriz extracelular, sendo de suma
importancia para o reparo tecidual, estdgio final do processo inflamatério. A deposicao de
coldgeno no tecido fibrovascular induzido por implantes foi avaliada pela dosagem
bioquimica do coldgeno solivel e pela técnica histolégica de colorocdo por picrosirius red,
além da dosagem por ELISA da citocina TGF-B1.

O tratamento com a Jararagina-C induziu a deposicdo de coldgeno solivel total
avaliado pela dosagem bioquimica deste constituinte; 0,25 + 0,03 (controle), 0,44 + 0,05 (20
ng), 0,50 £ 0,05 (200 ng) e 0,23 + 0,03 (2000 ng) (gréfico 11). No entanto, a mesma alteracao
nio foi observada quando este mesmo parametro foi avaliado pela quantificacdo histolégica
de drea marcada pela coloragdo por picrossirius red; 22,17 + 1,20 (controle), 22,20 + 1,45 (20
ng), 26,64 + 1,66 e 17,56 + 1,82 (2000 ng) (grafico 12).

J4 a andlise da principal citocina pré-fibrogénica TGF-B1, apresentou uma diminuicao
de sua concentra¢do na dose de 2000 ng, quando comparado ao grupo controle; 8,40 + 0,80

(controle), 7,32 £ 0,47 (20 ng), 9,07 £ 0,64 (200 ng) e 4,78 £ 0,66 (2000 ng) (grafico 13).
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Grifico 10: Efeito da Jararagina-C na concentracio de coliageno solivel total nos implantes subcutineos.
Os tratamentos com as doses de 20 ng e 200 ng mostraram efeitos sobre a deposi¢do de coldgeno soltvel total,
aumentando-a em relagcdo ao grupo controle tratado com salina. Os valores representam as médias (+ e.p.m) dos

grupos. *p<0,05 e **p<0,01.
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Grifico 11: Efeitos da Jararagina-C sobre a deposicio de colageno total nos implantes subcutineos
através de analises histologicas. Nao houve diferenga significativa entre os tratamentos com as doses de

Jararagina-C e o grupo controle, tratado com solugéo salina.
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Grafico 12: Efeitos do tratamento com a Jararagina-C sobre a concentracio de TGF-B1 nos implantes
subcutaneos. Dentre os implantes tratados com a Jararagina-C, apenas a dose de 2000 ng apresentou diferenca

quando comparada ao grupo controle, diminuindo a concentra¢do de TGF-f1.
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Figura 7: Cortes histologicos (Sum, coloracdo picrosirius). Deposi¢do de coldgeno total no infiltrado de tecido fibrovascular nos
implantes subcutdneos nos camundongos. A) grupo salina picrosirius , B) 20ng, C) 200ng, D) 2000ng. Nao houve diferenca
estatistica na deposi¢do de coldgeno entre os tratamentos. — 0,05um. n = 4 animais para cada grupo. As setas representam
fragmentos do implante sintético.
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S - Discussao

O presente estudo foi o primeiro a avaliar os efeitos da Jararagina-C sobre um modelo
de inflamagdo cronica in vivo induzida por implantes sintéticos em camundongos. Este
modelo é capaz de induzir a proliferacdo de um tecido fibrovascular semelhante a processos
fisiologicos e patoldgicos, permitindo a avaliagdo concomitante do infiltrado inflamatério, da
angiogénese e do reparo tecidual, por andlises bioquimicas e histolégicas. A implantacao
subcutanea da matriz sintética permite ainda o estudo de diferentes compostos e toxinas com
potencial terapéutico para modular tais processos e seus componentes (TEIXEIRA et al.,
2015; CASSINI-VIEIRA et al., 2014; PEREIRA et al., 2012; ARAUJO et al., 2010).

As integrinas constituem uma familia de receptores transmembrana com a capacidade
unica de responder aos componentes moleculares e as propriedades fisicas da matriz
extracelular, integrando sinais do meio externo ao citoesqueleto celular, interferindo sobre
diversos aspectos do comportamento celular como a proliferacdo, a sobrevivéncia, o
crescimento, o desenvolvimento, a adesdo celular e a transmigracdo de leucdcitos, pela
ativacao de diferentes vias de sinaliza¢ao (KIM, TURNBULL & GUIMOND, 2011; ASKARI
et al., 2007; TIWARI et al., 2011).

Por estarem naturalmente relacionadas a processos fisiologicos e também a certas
condi¢des patoldgicas, como em doengas inflamatdrias e no desenvolvimento tumoral, muitos
estudos tém buscado novas moléculas capazes de interagirem com estes receptores e, de
alguma forma, modular as atividades a estes associados, alterando, consequentemente, o
comportamento celular (GOODMAN & PICARD, 2012; CASSINI-VIEIRA et al., 2014).
Nesse contexto, as desintegrinas, polipetideos isolados da peconha de serpentes, possuem a
capacidade de inibir, bloquear ou modular as integrinas com as quais estabelecem associagdes
(CALVETE, 2013; MACEDO, FOX & CASTRO, 2015).

O componente inflamatorio foi avaliado pela mensuragdo da atividade enzimatica de
neutréfilos (niveis de mieloperoxidase) e macréfagos (niveis de n-acetil-B-D-
glicosaminidase). Também foram quantificados os niveis da citocina inflamatéria TNF-a e
das quimiocinas CXCL-1/KC (capaz de exercer quimiotaxia sobre neutrdfilos) e CCL-
2/JE/MCP-1 (quimiotatica para macréfagos).

O fator alfa de necrose tumoral, um potente agente pré-inflamatério, produzido
primeiramente pelas células residentes do tecido, € capaz de induzir a produgdo de outras
citocinas como IL-6 e IL-1f, que em conjunto auxiliam na ativacdo das células endoteliais,

levando a expressdo de diferentes classes de moléculas de adesdo necessdrias para a
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transmigracdo dos leucdcitos da corrente sanguinea em direcdo ao sitio inflamatério, além
disso, estimulam também a ativacdo de ciclooxigenases, resultando na producdo de
prostandides e em uma hiperalgesia inflamatéria, o TNF-a ¢ ainda capaz de favorecer a
liberacdo de quimiocinas como a CXCLI. Em nossos resultados observamos uma maior
concentracdo de TNF-a nas doses de 200 ng e 2000 ng quando comparadas ao grupo controle,
o que vai de acordo com os achados descritos na literatura, indicando o potencial pro-
inflamatério da Jararagina-C.

Clissa e colaboradores (2006) dosaram os niveis de TNF-o 2 horas apds a
administracdo subcutianea de 1 pug de Jararagina-C em patas de camundongos da linhagem
BALB/c, realizaram também o mesmo tratamento com a Jararagina. Quando comparados aos
grupos controle com PBS e sem tratamento, ambos os compostos apresentaram um aumento
nos niveis dosados de TNF-a. Ferraz e colaboradores (2015), utilizando camundongos Swiss,
administraram os mesmo valores de doses de Jararagina nas patas dos animais, avaliando os
niveis de producdo desta citocina nos tempos de 0,5, 1, 3 e 5 horas apds a injecdo da toxina.
Assim, como no estudo anterior, a Jararagina foi capaz de aumentar os niveis de TNF-a
quando comparadas ao controle, nos tempos de 1, 3 e 5 horas.

Em um estudo in vitro, Clissa e colaboradores em 2001, mostraram uma maior
producdo de citocinas pré-inflamatérias por macréfagos peritoneais murinos tratados com
jararagina, aumentando a traducdo de mRNA para IL-6, TNF-a e IL-1p. Tais experimentos
vao de encontro aos nossos resultados e reafirmam a capacidade dos dominios desintegrin-
like/cistein-rich em sustentarem por si sO a producgdo e liberacdo de citocinas, uma vez que
apresentam efeitos semelhantes aos da jararagina com seu dominio catalitico ativo.

O neutréfilo € o primeiro tipo celular a responder frente a um estimulo nocivo,
migrando em direcdo ao sitio inflamatdério, em resposta a um gradiente de concentracio
quimiotdtico formado pela liberacdo de diferentes quimiocinas, dentre elas a CXCL-1/KC.
Junto ao local da lesdo age pela liberacdo de espécies reativas de oxigénio, catalisada pela
enzima MPO (O’CONNOR & NICHOL, 2015; HUANG et al., 2016).

O tratamento com a jararagina-C aumentou significativamente, nas doses de 200 ng e
2000 ng, a atividade de MPO, sugerindo um aumento no conteido de neutréfilos no local da
inflamacdo. Esse aumento foi também acompanhado por uma maior quantidade dos niveis de
CXCL-1/KC nas mesmas doses.

Clissa e colaboradores (2006) ao avaliarem os efeitos in vivo da Jararagina-C, através

de microscopia intravital do musculo cremaster de camundongos BALB/c, constataram um
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aumento no nimero de neutréfilos nas vénulas pds-capilares nos animais tratados com a
desintegrina quando comparados ao grupo controle, esse mesmo aumento foi constatado nos
animais tratados com a jararagina, cujo dominio metaloproteinase foi inativado pelo composto
1,10-fenantrolina, (Jar-Phe).

Gallagher e colaboradores (2005) ao injetarem 5 pg de jararagina diluida em 100 pL
de salina no musculo gastrocnémico de camundongos CD-1, observaram um actimulo de
leucdcitos e eritrcitos provenientes da acdo hemorrdgica do dominio catalitico, no espago
intersticial. Nos tempo de 1 hora e 3 horas apds a injecdo da molécula, sec¢des do musculo
gastrocnémico foram dissecadas e analisadas pela técnica de PCR em tempo real, analisando
as diferencas de expressdo de importantes citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias. Os dados
revelaram um aumento nos niveis de transcritos primdrios de todos os componentes
analisados, dentre eles da citocina TNF-a e das quimiocinas CXCL-1 e CXCL-2.

Outras desintegrinas também apresentam efeitos semelhantes sobre o recrutamento de
neutrdfilos, dentre elas a Alternagina-C extraida da peconha de Bothrops alternatus, que
também apresenta maior afinidade de interagdo pela integrina o2P, ligando-se a esta pelo
mesmo motivo adesivo ECD e apresentando 92% de homologia em sua estrutura com a JAR-
C. Em um estudo in vitro, Mariano-Oliveira e colaboradores (2003) demonstraram o efeito
positivo desta molécula sobre o recrutamento destes leucdcitos, envolvendo alteragdes no
citoesqueleto celular e fosforilagao das vias FAK, PI3K, MAPK e Erk-2.

Coelho e colaboradores (2004) demonstraram in vitro o efeito quimiotitico e a
capacidade de ativagdo sobre neutrdfilos humanos da desintegrina jararastatina, efeitos
mediados pela interacdo desta molécula com a integrina omf32, através do motivo de ligacao
RGD. Demonstraram também a capacidade desta molécula em retardar a apoptose neste tipo
celular por translocagdo de Erk-2 para o nucleo.

Durante a fase cronica da resposta inflamatoria, o infiltrado celular anteriormente
constituido principalmente por leucdcitos polimorfonucleares, passa a ser substituido por
mondcitos recrutados da corrente sanguinea que ao chegarem ao sitio da inflamacdo se
diferenciam em macrofagos. Estes por sua vez sdo dotados de uma plasticidade fenotipica,
que garante aos mesmos o0 desempenho de suas diferentes fungdes ao longo da resposta
inflamatdria, potencializando-a e auxiliando em sua resolugdo e reparo, segundo o perfil de
expressio das citocinas liberadas por estas células (HASKO & PACHER 2012; SICA &
MANTOVANI, 2012).
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Em nosso estudo também avaliamos este tipo celular, sendo observados efeitos
significativos dos tratamentos com as doses de 200 ng e 2000 ng, capazes de aumentar a
concentracdo de N-acetil-B-D-glicosaminidase, representativa da atividade de macréfagos, e
também dos niveis da citocina CCL2/JE/MCP-1, principal quimiocina para o recrutamento e
ativacdo de mondcitos.

Oliveira e colaboradores (2015) constataram em modelo de reparo tecidual, induzido
por hérnias incisionais em ratos Wistar, tratados com aplicacdo tépica de DisBa-01 em
solugdo estéril de PBS (0,5 mg/Kg), um aumento do niimero de células mononucleares pela
estimulagcdo da migracdo de macréfagos e fibroblastos.

Costa e colaboradores (2002) registraram em modelo de bolsas de ar em camundongos
Balb/c os efeitos tanto da jararagina, quanto da jararagina com seu dominio proteolitico
inativado pelo composto 1,10-fenantrolina, sobre o actimulo de leucdcitos na cavidade de ar.
Seus resultados demonstraram um aumento de 300% na quantidade de leucdcitos no grupo
tratado com a jararagina em comparagao ao grupo controle tratado com PBS, sendo observado
um aumento de cinco vezes na quantidade de neutrdfilos e duas vezes na quantidade de
mondcitos e macréfagos. No grupo tratado com a jararagina inativada observou-se um
aumento de 200% do nuimero de leucdcitos quando comparados ao grupo controle. Nesse
mesmo estudo constataram a capacidade pré-inflamatéria da jararagina como dependente da
ativacdo in situ de macréfagos, sendo esta capacidade independente da presenca do seu
dominio catalitico, que, no entanto, € capaz de potencializi-la.

Como descrito anteriormente, durante a fase resolutiva da inflamagdo, macréfagos da
subpopulagdo M2 auxiliam na secrecdo de citocinas que dao inicio ao processo de
angiogénese necessdria a esta etapa, como também a processos em cronificacdo (LIU et
al.,2014). Trata-se de um fendmeno bioldgico de formagdo de novos vasos, que t€m inicio
com a troca de um estado de quiescéncia das células endoteliais para um fendtipo
angiogénico, em uma sequéncia de eventos decorrentes do balango entre moléculas
angiogénicas e anti-angiogénicas (VARRICCHI et al, 2015, RIBATTI, NICO &
CRIVELLATO, 2009; NEVE et al., 2014).

Nesse trabalho avaliamos também os efeitos da Jararagina-C sobre a angiogénese,
segundo parametros bioquimicos e morfoldgicos. Nossos resultados nao demonstraram
diferencas entre os grupos que receberam os tratamentos com as doses de Jararagina-C e o
grupo controle tratado com salina, tanto para a quantificacdo bioquimica do contetido de

hemoglobina, quanto para a contagem total de vasos sanguineos. No entanto, os tratamentos
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com as duas doses maiores apresentaram um aumento da concentragdo da citocina VEGF,
citocina pré-angiogénica, capaz ainda de estimular a permeabilidade vascular. Em sua grande
maioria os estudos realizados com as desintegrinas utilizaram de moléculas cujo motivo
adesivo RGD possuia como principal alvo as integrinas a,f3, sendo descritas como potentes
inibidores da angiogénese (CALVETE, 2013).

Cassini-Vieira e colaboradores (2014) demonstraram neste mesmo modelo de
implante subcutineo, a capacidade anti-angiogénica da desintegrina recombinante DisBa-01,
capaz de modular negativamente todos os parametros avaliados bioquimicamente e
morfologicamente. Por sua vez, Oliveira e colaboradores (2015) trabalhando com esta mesma
desintegrina em um modelo de reparo tecidual induzido, demonstraram um aumento da
proliferacdo vascular, atribuida a uma maior quantidade do numero de macrofagos e
fibroblastos no local da lesdo. Ribeiro e colaboradores (2014) demonstraram in vitro em
cultura de mondcitos/macréfagos estimulados com DisBa-01, um aumento da concentracio de
VEGF, que ndo foi observado pela estimulacdo da integrina o33 pela vitronectina, sugerindo
diferencas na resposta da producdo de mediadores angiogé€nicos entre estes compostos.

Rabelo e colaboradores (2015), também neste modelo, demonstraram os mesmos
efeitos anti-angiogénicos para camundongos tratados com Alternagina-C, cujo motivo adesivo
ECD e a integrina alvo azf: sdo os mesmos de nossa molécula em estudo. No entanto,
trabalhos anteriores mostram um efeito dibio desta desintegrina sobre o processo
angiogénico. Ramos e colaboradores (2007) demonstraram uma capacidade de modulagdo
dose-dependente da proliferagdo de células HUVEC em tampdo matrigel, onde baixas
concentracdes (10 nM) eram capazes de estimular esse efeito e o oposto ocorria quando em
altas concentragdes (500 nM).

Sant’ana e colaboradores (2008) demonstraram em modelo de reparo tecidual, um
aumento da expressdao de VEGF de maneira também dose-dependente e relacionada ao tempo
de aplicacdo do tratamento, onde se observou uma queda dos niveis desta citocina ao longo
dos sete dias de tratamento no grupo controle e o efeito oposto nos grupos tratados com
baixas concentracdes (<100 ng) de ALT-C.

Pesquisas realizadas por Tanjoni e colaboradores (2005), mostraram que a Jararagina,
metaloproteinase precursora da Jararagina-C, era capaz de induzir a apoptose nas células
endoteliais por meio de alteracdes do citoesqueleto de actina, pela reducdo da fosforilacdo de
FAK e por alteracOes e aumento de proteinas apoptéticas, como a pro-caspase-3 e da proteina

Bax. Baldo e colaboradores (2015) relataram as mesmas observagdes sobre os efeitos da
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Jararagina em células HUVEC, alterando a composi¢do da matriz em que estas células eram
cultivadas, percebendo diferencas no nimero de células que entravam em apoptose, indicando
os efeitos que os componentes da matriz extracelular exercem sobre o comportamento destas
células.

Apesar das diferengas de resultados encontrados na literatura, em nosso modelo, nio
obtivemos efeitos conclusivos sobre o papel da Jararagina-C no processo de angiogénese. A
persisténcia de um quadro inflamatério € capaz de levar a cronificagdo deste processo, onde
sdo secretadas maiores quantidades de citocinas pré-angiogénicas levando a formacdo de
novos capilares sanguineos que sustentam esse processo. No entanto, pelos dados levantados
em literatura, vimos os efeitos negativos de sua molécula precursora sobre a sobrevivéncia
das células endoteliais, em seu trabalho Baldo e colaboradores (2015) sustentam a capacidade
dos dominios desintegin-like e cistein-rich em contribuir para que o dominio catalitico exerca
sua funcdo, ou seja, leve a um quadro de hemorragia.

A resolucdo da inflamagdo é direcionada pela downregulation de mediadores pro-
inflamatorios, a reconstituicdo da permeabilidade microvascular, contribuindo para cessar as
quimiocinas locais, a sintese de mediadores anti-inflamatérios, bem como a apoptose de
neutréfilos no sitio inflamatério (SERHAN et al., 2013). A matriz extracelular densa, que no
inicio foi depositada ao acaso, se encontra em processo de remodelamento, com o objetivo de
recuperar arquitetura inicial do tecido lesionado, e todo esse processo € devido ao fino e
delicado balanco entre a degradacdo e a agregacdo de coldgeno na matriz extracelular (HINZ,
2007; ULRICH et al, 2007).

Com o objetivo de avaliarmos os efeitos da Jararagina-C sobre o processo de
remodelamento tecidual, avaliamos a deposi¢do de coldgeno solivel e total e os niveis da
citocina pré-fibrogénica TGF-B1, capaz de estimular os fibroblastos a produzirem a matriz.
Nossos resultados revelaram um aumento da concentracdo de coldgeno soluvel avaliado
bioquimicamente pela formacdo do complexo coldgeno-Picrossirius red, nas doses de 20 ng e
200 ng, ndo sendo observado o mesmo comportamento para a avalia¢do histolégica.

Sant’ana e colaboradores (2011) demonstraram in vivo em um modelo de reparo
tecidual em ratos, utilizando a Alternagina-C nas doses de 10 ng, 60 ng e 100 ng, efeitos
semelhantes sobre a deposicdo de coldgeno, constatando apds a diferenciacdo das fibras de
coldgeno tipo I e tipo III, um aumento da deposicdo para ambos os tipos de fibras. Neste
mesmo estudo demonstraram um aumento da densidade de fibroblastos produzido pelo

tratamento com a Alt-C. Os fibroblastos sdo importantes células no reparo tecidual e
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participam ativamente na cicatrizacdo de feridas, pois secretam um matriz provisoria
inicialmente e vdrios fatores de crescimento indispensdveis para o progresso do reparo
tecidual (ELLIS et al., 2007).

Rabelo e colaboradores (2015) estudaram os efeitos da ALT-C sobre o mesmo modelo
de implante sintético, demonstrando por técnicas bioquimicas e histoldgicas o aumento da
deposicdo de coldgeno pela aplicacdo intra-implante de 1000 ng desta desintegrina. O mesmo
efeito foi acompanhado por um aumento da concentracao da citocina TGF-B1, para a mesma
dose, quando comparada ao grupo controle.

Curiosamente, ndo foram percebidas alteracdes para os niveis da citocina TGF-B1,
quando comparamos estas doses em relacdo ao grupo controle, o que pode indicar que as
acoOes da Jararagina-C sobre a deposicao do colageno ocorra de maneira independente da acao
desta citocina, provavelmente pela ativacdo de vias de sinalizacdo mediadas pela interacao
com a integrina o2f1 nos fibroblastos, alterando a expressdo gé€nica para o coldgeno. Ainda
com relacdo aos niveis de TGF-B1, nossos resultados mostraram uma redugao significativa na
concentracdo desta citocina nos implantes tratados com a dose de 2000 ng, esta reducdo pode
indicar a persisténcia de um quadro pro-inflamatorio, corroborado por nossos dados
anteriores, onde o tratamento com a Jararagina-C apresenta maiores concentragdes da citocina
pré-inflamatéria TNF-a e maiores concentracdes de enzimas e quimiocinas relacionadas a
células do infiltrado inflamatdrio.

Esse trabalho € o primeiro a mostrar os efeitos da Jararagina-C em um modelo que
possibilitou avaliar componentes importantes € que ocorrem concomitantemente durante o
desenvolvimento de uma série de patologias que acometem a populagdo mundial como as
doengas inflamatdrias cronicas e os canceres. Além de revelar caracteristicas que auxiliam na

compreensdo da participacao desta desintegrin-like no processo de envenenamento.
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6. Conclusoes

Em nosso trabalho avaliamos os efeitos da Jararagina-C, isolada do veneno bruto
de Bothrops jararaca, formada a partir do processo de autélise da molécula de Jararagina,
cuja estrutura primdria ndo apresenta o dominio metaloproteinase, restando apenas 0s
dominios desintegrin-like e cistein-rich. Observamos que a Jararagina-C apresenta a
capacidade de modular componentes da resposta inflamatéria induzida por implantes
subcutaneos de uma matriz sintética, que por sua vez nos possibilita analisar eventos
concomitantes (inflamacdo, angiogénese e reparo).

Nosso estudo demonstrou a capacidade dessa molécula em sustentar e amplificar o
processo inflamatoério, alterando, inclusive, alguns componentes chave da angiogénese e
do reparo tecidual, de modo a favorecer a resposta inflamatoria.

Estes dados nos auxiliam, ndo apenas a compreender melhor os diferentes efeitos
da associacdo de moléculas junto aos receptores do tipo integrina frente a processos
inflamatérios e eventos a estes associados, como também possibilitam um melhor

esclarecimento sobre o papel das desintegrinas no processo de envenenamento.
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