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RESUMO 

 

A inflamação e a angiogênese atuam concomitantimente em diversas doenças crônicas. A 

maior parte destes processos são mediados através da interação entre a matriz extracelular e 

os receptores de integrina. A Alternagina-C (ALT-C) é uma proteína tipo desintegrina, 

derivada do veneno da serpente Bothrops alternatus. Estudos com a ALT-C mostraram 

efeitos na adesão celular mediada por colágeno tipo I e a capacidade de modular via integrina 

α2β1 diversos fatores de crescimento. Nosso objetivo foi investigar os efeitos da ALT-C em 

componentes chaves da angiogênese inflamatória induzida pelo modelo de implantes 

sintéticos de esponja em camundongos. O tratamento com ALT-C inibiu os principais 

componentes do tecido fibrovascular (inflamação e angiogênese) induzido pelos implantes 

sintéticos subcutâneos, e aumentou a fibrogênese. Efeitos anti-inflamatórios foram 

observados através da inibição de mastócitos e de NAG (atividade de macrófagos), e também 

pela inibição da citocina TNF-α e das quimiocinas MCP-1 e CXCL-1. A redução do 

conteúdo de hemoglobina, número de vasos e das concentrações das citocinas VEGF e FGF 

mostraram  que a ALT-C é também anti-angiogênica. Todos essse fatores revelam que a 

ALT-C é uma forte candidata no desenvolvimento de terapias anti-inflamatórias e anti-

angiogênicas em processos inflamatórios crônicos. 

 

 

Palavras chaves: Inflamação, angiogênese, integrinas, desintegrinas. 
 

 

 

 
  



ABSTRACT 

 

Inflammation and angiogenesis act concomitantly in several chronic diseases. Most of steps 

of these processes are mediated by integration between extracellular matrix and integrin 

receptors. Alternagin-C (ALT-C), is a disintegrin-like derived from the venom of Bothrops 

alternatus. Studies with ALT-C have showed effects in cell adhesion mediated by collagen 

type I and ability of modulate growth factors associated integrin α2β1. Our aim was to 

investigate the effects of ALT-C on key components of inflammatory angiogenesis in the 

murine sponge model. Polyester-polyurethane sponges, used as framework for fibrovascular 

tissue growth, were implanted in Balb/c mice. Treatment with ALT-C inhibited the main 

components keys fibrovascular tissue (inflammation and angiogenesis) induced by synthetic 

subcutaneous implants and also changing the fibrogenic component. Anti-inflammatory 

effects were observed by inhibition of mast cell and NAG (macrophage activity), and also 

by the inhibition of cytokines TNF-α and MCP-1 and chemokine CXCL-1. The reduction in 

hemoglobin content, number of vessels and the concentrations of VEGF and FGF  cytokines, 

have shown that ALT-C is also anti-angiogenic. All these factors show that Alt-C is a strong 

candidate for the development of anti-inflammatory and anti-angiogenic therapies. 

 

 

Keywords: Inflammation, angiogenesis, integrin, disintegrin,   
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Inflamação 

 

 

 A inflamação é uma resposta fundamental na sobrevivência do organismo durante a 

infecção ou lesão, mantendo a homeostase dos tecidos (MEDZHITTOV, 2010). A resposta 

inflamatória é conhecida pela humanidade desde o século I dC, quando o médico romano 

Cornélio Celsus descreveu seus sinais e sintomas, conhecidos como os quatro sinais cardinais 

da inflamação: dor, calor, rubor e tumor (MAJNO, 1975). Um quinto sinal foi adicionado em 

1850 por Rudolf Virchow, referindo-se à perda da função (functio laesa) devido às disfunções 

dos órgãos envolvidos no processo.  

Uma resposta inflamatória típica é resumidamente constituída por quatro componentes: 

os indutores inflamatórios, os sensores de detecção, os mediadores inflamatórios e o tecido 

alvo. Cada componente tem várias formas e suas combinações funcionam em vias inflamatórias 

diferentes, e, o tipo de via induzida em determinadas condições depende da natureza do gatilho 

inflamatório. A resposta inflamatória pode ser iniciada por diversos agentes nocivos como: 

trauma, necrose tecidual, corpo estranho, microrganismos os quais são detectados pelo sistema 

imune inato, induzindo macrófagos, mastócitos e células dendríticas residentes a produzir 

diversos mediadores pró-inflamatórias como a TNF-α, interleucinas e quimiocinas como as 

CCL2 e CXCL (MEDZHITOV, 2010) 

Os mastócitos são importantes células da imunidade inata, residentes em diversos 

tecidos e são muito estudados em processos alérgicos e doenças auto-imunes, pois podem ser 

ativados por receptores de imunoglobulinas. No entanto, os mastócitos presentes em tecidos 

inflamados também expressam em grande quantidade integrinas e assim podem ser ativados e 

induzidos a liberar diversos fatores pro-inflamatórios. Os receptores e ligantes que medeiam 

essas células ainda são pouco compreendidos. Mastócitos peritoneais por exemplo, requerem a 

expressão das integrinas α2β1 para ativação em respostas a agentes patológicos, mas o 

mecanismo que faz essa integrina induzir a secreção e ativação de citocinas ainda não é bem 

conhecida (EDELSON et al., 2006) (Figura 1). 
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Figura 1: Componentes da via inflamatória. A via inflamatória consiste de indutores, sensores, mediadores e 
tecidos-alvo. Indutores iniciam a resposta inflamatória e são detectados por sensores. Sensores, tais como receptores 
semelhantes a Toll (TLRs), são expressas em células especializadas, tais como os macrófagos do tecido residente, 
células dendriticas e mastócitos. Eles induzem a produção de mediadores, incluindo citocinas, quimiocinas, aminas, 
eicosanóides bioactivos, e produtos de cascatas proteolíticas, tais como bradicinina. Estes mediadores inflamatórios 
agem em vários tecidos-alvo para provocar alterações nos seus estados funcionais que optimizam a adaptação à 
condição nociva (por exemplo, infecção ou lesão do tecido) associado com os indutores específicos que despertaram 
a resposta inflamatória. Os componentes específicos apresentados representam apenas uma pequena amostra de uma 
miríade de diferentes sensores, mediadores, e os tecidos-alvo envolvidas na resposta inflamatória. Figura extraída  
de MEDZHITOV, R. Inflammation 2010: New Adventures of an Old Flame. Cell, v. 140, n.6, p.771-776, 2010. 
 

 

 Basicamente, a inflamação pode ser caracterizada como aguda ou crônica. A inflamação 

aguda se inicia em alguns segundos ou minutos após a agressão, tem curta duração, e suas 

principais características são: a exsudação de fluidos e proteínas plasmáticas (edema), e a 

migração leucocitária predominante de polimorfonucleares (neutrófilos) para o sítio 

inflamatório, atraídos por diversos mediadores moleculares sintetizados inicialmente por 

células residentes (OKIN & MEDZHITOV, 2012), que vão atuar em diversos componentes e 

também na microcirculação local permitindo a interação de leucócitos com células endoteliais, 

que são mediadas principalmente por integrinas e selectinas (LEY, 2007) (Figura 2). A 

quimiocina CXCL-1, é essencial no recrutamento de neutrófilos, os quais produzem 

principalmente a enzima mieloperoxidase (MPO), importante enzima presente em leucócitos 

da linhagem granulocítica, catalisando a formação de numerosas espécies reativas do oxigênio, 

destruindo assim, os patógenos invasores (BURG et al., 2001).  Já os macrófagos possuem uma 

grande plasticidade, podendo assumir funcionalmente dois fenótipos: o macrófago de fase 

inflamatória (M1) e de fase resolutiva (M2). No processo de resolução da inflamação aguda, os 

neutrófilos, após realizar sua ação local, entram em apoptose e logo em seguida os macrófagos 

de fase inflamatória (M1) fagocitam esses neutrófilos apoptóticos (esferocitose), e assim 
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promovem alterações no fenótipo do macrófago (M1) para macrófago de fase resolutiva (M2) 

(ORTEGA-GOMEZ, 2013). No entanto, se ocorrer um insucesso na eliminação do agente 

lesivo, e o estímulo permanecer, a inflamação pode se tornar crônica, aumentando leucócitos 

mononucleares no local, estimulando a síntese e deposição de matriz extracelular e a 

angiogênese (JACKSON et al., 1997).  

  

 

 

 

                             

 

Figura 2: Etapas do processo de migração leucocitária dos vasos sanguíneos para o sítio inflamatório. 
Os leucócitos rolam na superfície do endotélio, depois são ativados, aderindo a ele através das selectinas e 
integrinas, permitindo assim a transmigração através do endotélio (diapedese), atravessando a membrana basal 
e migram seguindo um gradiente quimiotático que se origina no local da lesão. Várias moléculas tem papel 
fundamental nas diversas etapas desse processo – as selectinas, no rolamento, as quimiocinas, ativando os 
leucócitos para aumentar sua avidez pelas integrinas e a integrinas na forte adesão celular. Figura extraída de: 
SAVARIS, Neverton. Resposta imunoinflamatória à circulaçäo extracorpórea: estado atual. Rev. bras. 
anestesiol, v. 48, n. 2, p. 126-36, 1998. 
 
  

 

  

 Na inflamação crônica os leucócitos mononucleares como linfócitos e macrófagos são 

predominantes. Os monócitos circulantes são recrutados por quimiocinas como a CCL-

2/JE/MCP-1 (proteínas quimiotáticas de monócitos-1), produzidas por células residentes, e ao 

chegarem no tecido lesionado se tornam macrófagos ativos (HASKÓ & PANHER 2012). Os 

macrófagos podem ter dois fenótipos, M1 (pró-inflamatório) e M2 (anti-inflamatório de fase 

resolutiva), sendo que o primeiro atua principalmente nos processos de defesa na fase 
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inflamatória, eliminando agentes lesivos; e o segundo atua na fase resolutiva, ou seja, no 

processo de reparo tecidual (MOELLER, 2009) (Figura 3).  

 

 

 

  

 

 

Figura 3: Interação celular durante a inflamação e resolução. Visão geral dos processos celulares durante 
o início (à esquerda) e resolução (à direita) da inflamação. Durante a fase inicial as células  residentes do tecido 
inflamado percebem danos e iniciam a liberação de sinais que induzem neutrófilos rápidamente para o sítio 
inflamatório e diminue a migração de monócitos. A resolução é iniciada quando os neutrófilos apoptóticos se 
tornar mediadores e sao fagocitados por macrófagos e estes assumem um fenótipo M2, expressando citocinas 
anti-inflamatórias, promovendo a homeostase do tecido. ORTEGA-GOMEZ et al. Resolution of inflammation. 
EMBO Molecular Medicine, p. 664, 2013. 
 

  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click%20on%20image%20to%20zoom&p=PMC3&id=3662311_emmm0005-0661-f1.jpg
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 Macrófagos ativos sintetizam a enzima lisossomal NAG (N-Acetil-β-D–

glucosaminidase) em altas concentrações a qual atua principalmente na destruição de agentes 

lesivos na inflamação (PERES et al., 2013). Os macrófagos de fase resolutiva (M2), em 

condições fisiológicas, substituem, após 24-72 horas do início da inflamação os neutrófilos e 

macrófagos da fase inflamatória (M1). Os M2 secretam grande quantidade de mediadores pró-

resolutivos como o TGF-β (fator de crescimento transformador) que em condições normais 

sobrepõe os mediadores pró-inflamatórios na fase de resolução, estimulando a deposição de 

colágeno, proteoglicanos e fibronectina. O VEGF (fator de crescimento endotelial) e o FGF 

(fator de crescimento de fibroblastos) são dois importantes fatores de crescimento no processo 

de reparo tecidual induzindo a angiogênese durante a fase proliferativa e cicatrização de feridas 

(LIU et al., 2014; NISSEN  et al., 1998). 

 Os mastócitos são importantes células da imunidade inata, sendo muito estudados em 

processos alérgicos e doenças auto-imunes, pois podem ser ativados por receptores de 

imunoglobulinas, no entanto, os mastócitos também são ativados em processos inflamatórios 

por integrinas. Os receptores e ligantes que medeiam essas células ainda são pouco 

compreendidos. Mastócitos peritoneais requerem a expressão das integrinas α2β1 para ativação 

em respostas a agentes patológicos, mas o mecanismo que faz essa integrina induzir a secreção 

e ativação de citocinas ainda não é bem conhecida (EDELSON et al., 2006) 

  A angiogênese é um evento fisiológico nos processos inflamatórios, pois, permite o 

aporte de oxigênio, nutrientes e também um aumento do infiltrado inflamatório. No entanto, 

favorece maior quantidade de citocinas pró-inflamatórias e pró-angiogênicas, podendo formar 

uma espécie de ciclo vicioso e patológico, onde a angiogênese estimula a inflamação e vice 

versa (COSTA, 2007).  
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1.2 Angiogênese 

 

 A angiogênese é um processo biológico complexo que envolve várias reações inter-

relacionadas em diferentes etapas, e é regulada por vários fatores de crescimento e componentes 

da matriz extracelular, tais como a fibronectina e as integrinas (SENGER & DAVIS, 2011; 

CHAVAKIS, 2004). Processos inflamatórios e angiogênese são frequentemente associados em 

situações patológicas, uma vez que, respostas inflamatórias aumentam a permeabilidade capilar 

e induz a ativação endotelial e, quando persistentes, resultam na proliferação e crescimento 

vascular (ARROYO & IRUELA-ARISPE, 2010). Fundamental na regulação e manutenção dos 

processos fisiológicos do reparo tecidual, da reprodução e do desenvolvimento celular, a 

angiogênese é finamente regulada perante estas condições e a vasculatura se mantém em estágio 

quiescente, podendo ser estimulada e ativada  a qualquer momento (CARMELIET, 2005).  

  

 As células necessitam de um suprimento confiável e finamente controlado de oxigênio, 

e a angiogênese pode assegurar que todas as células estão dentro da distância ideal de 

suprimento de oxigênio (HOEBEN, LANDUYT et al. 2004). A angiogênese é controlada por 

um equilíbrio entre fatores pró-angiogênicos (integrinas, VEGF, óxido nítrico, TGF-β, FGF, 

metaloproteinases de matriz e CCL/JE/MCP-1), e anti-angiogênicos (inibidores de 

metaloproteínases, trombospondina, angiotatinas e outros), ou seja, um equilíbrio fisiológico 

entre sinais que estimulam e inibem o crescimento de vasos sanguíneos, e, uma mudança no 

fenótipo angiogênico é dependente de alterações locais no equilíbrio entre estimuladores e 

inibidores angiogênicos (MUNDEL, 2007).  

 Várias condições de estresse podem influenciar a angiogênese aumentando a 

disponibilidade de proteínas pró-angiogênicas, por exemplo, na hipóxia, ocorre a liberação do 

fator indutor de hipóxia 1 alfa (HIF1α), este estimula o fator de crescimento endotelial vascular 

(VEGF), o qual é um forte indutor da angiogênese (AHLUWALIA & TARNAWSKI, 2012). 

O VEGF é um dos principais fatores de crescimento relacionado à angiogênese, devido sua 

habilidade em promover a vasodilatação via produção de óxido nítrico (NO) endotelial, 

permitindo o aumento na permeabilidade das células endoteliais (ZICHE et al., 1997).  
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O brotamento endotelial é uma das principais formas de vascularização, envolvendo 

primeiramente a invasão de áreas avasculares através da proliferação e migração de células 

endoteliais. Dois diferentes tipos de células endoteliais podem participar desse processo: as tip 

cell, tipo celular que apresenta filópodos os quais se orientam em direção ao estímulo 

angiogênico e são essenciais para o brotamento vascular e regulação de diversos estímulos 

inflamatórios; e as stalk cell que se encontram próximas às tip cell e são células altamente 

proliferativas responsáveis pela formação do lúmen do vaso. Em cada fase estas células 

expressam integrinas e secretam proteases específicas que permitem a migração e invasão 

através de diferentes barreiras teciduais encontradas, tais como a membrana basal, matriz 

extracelular e a matriz provisória constituída de fibrina em resposta ao aumento da 

permeabilidade vascular (DE SNET et al., 2009) (figura 4). 
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Figura 4: Etapas da angiogênese  –  (A) estado de quiescência do vaso sanguíneo e de suas células endoteliais. 

(B) Ativação da célula endotelial que passa a ser chamada de tip cell. (C) As  stalk cells em proliferação, próximas 
as tip cells. (D) O lúmen do vaso é formado através da fusão das stalk cells. (E) A tip cell de um vaso se funde a 
tip cell de outro vaso por anastomose, formando a rede vascular. Figura extraída de: RAMJAUM, A.R.; 
HODIVALA-DILKE, K.The role of cell adhesion pathways in  angiogenesis. The Internacional Journal of 
Bichemistry & Cell Biology, p.523, 2009 
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 Interações célula-matriz determinam o destino final das células endoteliais durante a 

inflamação através dos receptores de adesão específicos, afetando a sinalização celular e o 

remodelamento vascular. “As Integrinas expressas em células endoteliais, fibroblastos, células 

musculares lisas dos vasos sanguíneos e nas plaquetas, permitem a comunicação e adesão com 

outras células e com a matriz extracelular, promovendo assim, uma série de eventos como a 

migração e o remodelamento vascular. (SANT’ANA et al., 2008; RAMJAUN & HODIVALA-

DILKE,  2009)”. 

 A matriz extracelular é formada principalmente por colágeno e fibronectina, e é 

fundamental para morfogênese vascular, participando de vários estágios importantes da 

angiogênese. Durante a fase de brotamento, por exemplo, a ligação das integrinas à matriz 

extracelular fornece suporte crítico para sinalização celular, proliferação, migração, 

sobrevivência e estabilização das células endoteliais; além, é claro, de sinalizar o citoesqueleto 

a dar inicio a morfogênese vascular (SENGER & DAVIS, 2011). 
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3.3 Matriz extracelular e  integrinas 

 

 

 A matriz extracelular (MEC) é formada por diversas proteínas, e é um dos principais 

componentes do microambiente celular. Ela é capaz de exercer um controle preciso sobre todos 

os aspectos da angiogênese e a maturação dos vasos sanguíneos (SENGER & DAVIS, 2011). 

É uma estrutura altamente dinâmica, com varias funções, e é constantemente sujeita a processos 

de remodelação, onde, diversos componentes são degradados, depositados e remodelados. A 

dinâmica da MEC é indispensável em vários processos, como na proliferação celular, 

diferenciação e manutenção de nichos de células tronco, morfogênese e angiogênese, 

remodelação óssea e no reparo de feridas. Porém, se a matriz extracelular sofrer alterações, 

sérios problemas como proliferação desregulada de células, invasão, apoptose insuficiente 

dentre outros, podem resultar em defeitos congênitos, fibroses e câncer (LU et al., 2011).  

 Os efeitos da MEC nas células são controlados principalmente por integrinas, as quais 

organizam as vias de sinalização e regulam a adesão aos componentes do citoesqueleto. As 

integrinas são glicoproteínas transmembranares compostas por duas subunidades, α e β, ligadas 

não covalentemente, sendo que esta característica permite com que elas possam se ligar a 

diversas proteínas que formam a matriz extracelular, tais como o colágeno, fibronectina, 

laminina e proteoglicanos, permitindo assim a adesão e comunicação celular com a matriz 

extracelular (ZHOU et al., 2008)  (Figura 5). 
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Figura 5: matriz extracelular e seus principais componentes. Moléculas de adesão celular, as integrinas são as 
principais proteínas de interação com a maioria das proteins que compõe a martiz extracelular. MEC. Figura extraída 
de: http://www.ht.org.ar/histologia/.com 

 

 

 

 

 

 As integrinas são compostas por 18 subunidades α e 8 β, e podem formar no mínimo 

24 heterodímeros diferentes (DESGROSELLIER &  CHERESH,  2010), suas subunidades são 

formadas a partir de vários domínios com ligantes flexíveis entre elas, e seus tamanhos variam, 

contendo de  750 a 1000 aminoácidos. Foram caracterizadas pela primeira vez em 1986 por 

Tamkun e colaboradores, e seu papel como alvo terapêutico já está bem estabelecido 

(CAMPBELL & HUMPHRIES, 2011). Cada heterodímero possui afinidades por diferentes 

motivos adesivos na MEC, e mesmo que a matriz extracelular possua diferentes proteínas, elas 

exigem sequências de reconhecimentos semelhantes para se ligar às integrinas. Uma sequência 

de aminoácidos conhecida como motivo universal de reconhecimento celular é a sequência 

http://www.ht.org.ar/histologia/.com
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RGD (Arg- Gly- Asp) presente em várias proteínas da matriz extracelular e tem como suas 

como suas principais integrins alvo: αIIb, αV, α5, α8, β3, β5, β6 e β8; outras sequências tais 

como a ECD (Glu-Cys-Asp) são receptores para colágeno e possuem as integrinas alvo α1, α2, 

α10, α11 e β1; a laminina tem como suas integrinas alvo α3, α6, α7 e β4, e também as integrinas 

αL, αM, αX, αD, αE, β2 e β7 que podem atuar como  receptores específicos para os leucócitos 

(WOLFERSON, 2013; BARCZYK  et al.,  2010) (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

Figura 6:  Diagrama representando a variedade de integrinas. São encontradas 18 subunidades α e 8 β, e elas 
podem se combinar de diferentes maneiras, podendo formar no mínimo 24 heterodimeros, com recepetores RGD, 
conhecido como receptor universal podendo se ligar a diversas proteínas da matriz extracelular. Existem também 
os receptores para colágeno (ECD), para laminina e receptores específicos para leucócitos. Figura extraída de: 
HYNES, R.  O.  Integrins :  Bidirectional  ,  Allosteric  Signaling  Machines  In  their  roles  as major adhesion  
receptors , integrins.  v. 110, n. Table 1, p. 673–687, 2002. 

 

 

 

Durante a resposta inflamatória, o processamento proteolítico dos componentes da 

matriz extracelular é determinado pela dinâmica natural das metaloproteinases de matriz 
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(MMPs) e outras proteases (DAVIS et al., 2000). As MMPs formam um grupo específico de 

enzimas que possuem a habilidade de degradar diversos componentes da matriz extracelular 

(JUNIOR et al., 2005). Sítios de reconhecimento para receptores de adesão nas células 

endoteliais podem ser expostos através das alterações moleculares da MEC como proteólise, 

forças mecânicas e novas interações conformacionais. Estes sítios denominados matricríticos 

podem ser encontrados em diferentes proteínas da MEC. É provável que os macrófagos 

contribuam significativamente para formação destes sítios através da produção de proteases 

capazes de expor esses sítios (DAVIS et al., 2000, NEWBY, 2008). Importante sítio 

matricrítico, o RGD (Arg-Gly-Asp), presente na fibronectina e em outras proteínas da MEC, 

quando exposto pela proteólise, pode se ligar às integrinas α5β1 e αvβ3/αvβ5 promovendo 

processos de proliferação, migração, sobrevivência e interações célula-célula durante a 

angiogênese (RUOSLAHTI, 1996; RAMJAUN & HODIVALA-DILKE, 2009).  

As MMPs podem também funcionar como reguladores angiogênicos positivos e 

negativos, por um lado favorecendo a migração das células endoteliais através das barreiras 

teciduais, e por outro lado, estudos recentes tem demonstrado que estas enzimas não são tão 

específicas em relação aos seus respectivos substratos. Um exemplo é que estas enzimas podem 

clivar moléculas de plasminogênio e colágeno tipo XVIII em angiostatina e endostatina, 

respectivamente, os quais são inibidores endógenos da angiogênese (ROY, et al. 2006).  

Desordens caracterizadas pela vascularização exacerbada ou aberrante como o câncer e 

as inflamações crônicas podem ser controladas pelo uso de peptídeos solúveis que competem 

com a ligação de sítios matricríticos às integrinas (MEYER et al., 2006). 
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1.4  Alternagina-C (ALT-C) Desintegrina-like com domínio rico em cisteína e Veneno de 

serpentes. 

 

 

 O Veneno de serpentes é uma substância composta por proteínas e polipeptídeos 

bioativos que são produzidos e armazenados em uma glândula altamente especializada. Após 

sua inoculação, o veneno age como toxinas agredindo parte do sistema fisiológico,  podendo 

até levar a vítima à morte. Cerca de 90 a 95% do peso seco da peçonha é composta por proteínas 

e polipeptídeos (RUSSEL, 1980; TU, 1988) (Figura 7). Tanto na sua forma própria, como 

associados a outras proteínas, estes compostos classificados como enzimáticos e não 

enzimáticos, podem exercer uma série de efeitos farmacológicos (DOLEY & KINI, 2009).  É 

possível encontrar no veneno de serpentes diferentes tipos de proteínas que atingem a cascata 

de coagulação, o sistema hemostático e também os processos de reparo tecidual. As 

metaloproteinases de veneno de serpentes (SVMPs ) formam uma complexa família de 

proteínas altamente conservadas e encontradas na maioria das serpentes venonosas (TAKEDA 

et al., 2012) (Figura 7).  

As metaloproteinases de veneno de cobra (SVMPs) podem ser classificadas em PI, PIIa 

e PIIb, PIIIa e PIIIb, e PV. O critério para a classificação é baseado na presença ou ausência de 

domínios observados através de mRNA de proteínas do veneno isoladas.  Basicamente, a classe 

PI envolve a classe mais simples, contendo apenas um domínio metaloproteinase, a classe PII 

possui dois domínios, um domínio metaloproteinase e um domínio desintegrina, e a classe PIII, 

possuindo 3 domínios: metaloproteinase, rico em cisteína e domínio desintegrina, e a classe PV 

possui um domínio Lectina-like (FOX & SERRANO., 2008; DE PAULA et al., 2014). Capazes 

de interromper interações célula-matriz, as desintegrinas podem também ser encontradas nestas 

peçonhas e muitas delas, podendo apresentar sequências tais como a  RGD (Arg-Gly-Asp), e a  

ECD (Ácido Glutâmico-Cisteína-Ácido Aspártico) ou mesmo uma sequência semelhante, com 

alta habilidade em bloquear as integrinas e seus ligantes (KAMIGUTI et al., 1991; CALVETE, 

et al., 2005). As desintegrinas começaram a ser estudadas há 25 anos, e a partir dai novos 

estudos foram possíveis, levando a descoberta de novas classes de proteínas (CALVETE, et al., 

2013). 

 

 

 

 



 

29 

 

 

 

     

 

    

 
 

Figura 7: Composição do veneno da Bothrops alternatuss de acordo com a família de proteínas expressas 
em porcentagem em relação ao teor de proteínas total. A) o veneno é composto por 20,9% de proteínas 
hipotéticas ou desconhecidas, 17,8% de substâncias relacionadas a processos e funções celulares, e 61,2% de 
transcritos que codificam para compostos tóxicos. B) transcrições relacionadas a funções e processos celulares I) 
metabolismo (relacionados a anabolismo e catabolismo de nutrientes).  II) relacionados a transcrição e tradução, 
tais como fatores de ligação e enzimas. III) relacionados com as modificações pós-traducionais. V) relacionados 
com a degradação de polipeptídeos. IV) funções estruturais. C) codificação tóxica dividida em 8 subcategorias: 
metaloproteases (58,5%), lectinas do tipo C (16 ,5%), proteínas de serina (5,1%), BBP (bradicinina 
potencializando peptídeos) (11,8%), Cys rico em proteínas secretoras (2,2%), VEGF (2,5%), LAO (L-aminoácido 
oxidase) (1,8%) e fosfolipases A2 (1,4%). D) os três grupos principais de classe de SMVP de serpentes, sendo que 
a classe PIII compreende a maior delas, com 3 domínio: metaloproteinase, cisteina e desintegrina. Figura extraída 
de: FOX, Jay W.; SERRANO, Solange MT. Insights into and speculations about snake venom metalloproteinase 
(SVMP) synthesis, folding and disulfide bond formation and their contribution to venom complexity. Febs 
Journal, v. 275, n. 12, p. 3016-3030, 2008 

 

 

 

 

        

  

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1744117X14000471#gr1
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 Tanto o veneno quanto o isolamento de seus componentes têm sido bastante estudado e 

aplicado em diversos trabalhos científicos. Dentre eles a Alternagina-C  ALT-C (29kDa), 

isolada e caracterizada por Souza e colaboradores (2000) no laboratório de biologia molecular 

e bioquímica da Universidade Federal de São Carlos UFScar. Obtidos através do veneno da 

serpente Bothrops alternatus estas metaloproteinases, pertencem a classe PIII, e podem inibir a 

adesão mediada pelo colágeno tipo I de células transfectadas  K562 – α2β1, sendo essa inibição 

de maneira dose dependente (SOUZA et al., 2000) 

  A ALT-C é purificada através de duas passagens no gel de filtragem, seguido por 

cromatografia de troca iônica, e sua sequência parcial de aminoácidos confirmam que a  ALT-

C possui homologia como uma desintegrina-like com motivo ECD, e não se liga as integrinas 

αIIbβ3, α5β1, αVβ3 α1β1 α4β1 e α9β1, podendo sugerir uma especificidade às integrinas α2β1 

(SOUZA, et al., 2000) .  As metaloproteinases da classe P-III, como a ALT-C, por exemplo, 

apresentam domínio tipo desintegrina e outro domínio com cisteína adicionado ao seu C-

terminal (SELISTRE-DE-ARAUJO et al., 2010; BJARNASON & FOX, 1994: HITE et al., 

1994) (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Alfa-5_beta-1&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Alfa-v_beta-3&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=VLA-4&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=VLA-4&action=edit&redlink=1


 

31 

 

 

 

Figura 8: Efeitos das desintegrinas, seu motivo adesivo e integrinas alvo.  As desintegrinas possuem diferentes 
alvos, motivo adesivo e integrinas alvo específicas. A ALT-C, por exemplo, tem motivo adesivo ECD,  integrina 
alvo  α2β1 e  uma relevante atividade inibitória na angiogênese. Figura extraída  do artigo: SELISTRE-DE-
ARAUJO, HS et al. Snake Venom Desintegrin and Cell Migration. Toxins. p.2606-2621, 2010. 
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1.5 Implantes sintéticos (modelo experimental).  

 

 

 Diversos modelos experimentais que permitem avaliar componentes inflamatórios e 

angiogênicos de forma concomitante demonstram uma importante ferramenta na descoberta e 

avaliação de muitas terapias, podendo atenuar ou até mesmo inibir processos patológicos. 

Modelos de implantação subcutânea de matrizes esponjosas (poliéster poliuretano) em roedores 

têm possibilitado o estudo da inflamação, angiogênese e reparação tecidual (CASSINI et al, 

2014, ARAUJO et al., 2010 e 2013, MENDES, et al., 2009, ROCHA, et al., 2006, ANDRADE 

et al., 1997). Este modelo de matriz esponjosa e implantação subcutânea foi inicialmente 

descrito por Grindlay & Waugh (1951) e modificado por Andrade e colaboradores em 1987.   

 A indução de uma reação inflamatória tipo corpo estranho após a implantação da matriz 

esponjosa, tem como resposta a formação de tecido de granulação rico em células inflamatórias, 

neovascularização e matriz extracelular, envolvidos por um tecido fibroso em forma de capsula 

(CASSINI et al, 2014, ARAUJO et al., 2010 e 2013, MENDES, et al., 2009, ROCHA, et al., 

2006, ANDRADE et al., 1997).  

 Modelo de implantes sintéticos tem possibilitado o estudo e a avaliação de diversos 

processos associados à angiogênese inflamatória, inflamação aguda e crônica, por apresentarem 

facilidade na reprodução dos mesmos, e possibilitam também, a investigação de características 

morfofuncionais em condições normais e patológicas (CASSINI et al, 2014, ARAUJO et al., 

2010 e 2013, BARCELOS, 2009; SARASWATI, 2013) (Figura 9). 

 Desse modo, investigar os efeitos da desintegrina-like ATL-C, na angiogênese 

inflamatória induzida por implantes de matriz esponjosa subcutâneos, pode contribuir para o 

desenvolvimento de novas terapias no tratamento de doenças inflamatórias crônicas. 
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Figura 9: modelo experimental de implantes sintéticos subcutâneos em camundongos (atual). A) esponja 
(matriz sintética)  de 8mm de poliéster- poliuretano. B) implante subcutâneo da matriz sintética na região 
interescapular no camundongo. C) remoção para análise da esponja após 9 dias de tratamento com a desintegrina- 
like  ALT-C. 
           

 

 

   

 

 

 
 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B C 



 

34 

 

2-OBJETIVO GERAL 

 

• Avaliar os efeitos da Alternagina-C (ALT-C), isolada do veneno de serpente, na inflamação 

crônica induzida por implantes de esponja em camundongos. 

 

2.1 – Objetivos específicos: 

 

• Avaliar através de parâmetros bioquímicos o efeito desta desintegrina-like nos processos 

inflamatório e angiogênico do tecido fibrovascular;  

• Determinar a influência deste composto na produção de citocinas pró-angiogênicas, pró-

inflamatórias e pró-fibrogênicas (VEGF, TNF-α, TGFβ-1, FGF, KC e MCP-1); 

• Avaliar histologicamente a influência deste composto nos componentes celulares do tecido 

fibrovascular induzido pelos implantes de esponjas. 
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3– MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 – Obtenção do veneno das serpentes B. alternatus 

 

A alternagina-C (ALT-C), foi isolada do veneno da serpente Bothrops alternatus doado 

pelo Instituto Butantan de São Paulo, SP. Os processos de purificação desta proteína e 

isolamento foram realizados no laboratório de bioquímica da UFScar (Universidade Federal de 

São Carlos) e posteriormente padronizados por (SOUZA et al., 2000) e dependeram 

previamente de duas purificações em coluna de gel filtração Superdex-200 (GE Healthcare 

16/60). Em seguida a amostra foi processada em cromotografia de troca iônica MonoQ  5/50GL 

(GE Healthcare). 

 

3.2 - Animais 

 

Foram utilizados camundongos albinos da  raça  Balb-c  machos,  com idade entre 7 e 8 

semanas, pesando entre 25-30g, fornecidos pelo Centro de Bioterismo e Experimentação 

Animal da Universidade Federal de Uberlândia (CBEA). Os animais foram mantidos no 

Depositário de Animais da Área de Ciências Fisiológicas- UFU, em gabinetes com controle  de  

temperatura, umidade  e  ciclo  claro/escuro  de  12 h, com livre acesso a água e ração, durante 

todo o experimento.   

 Todos os procedimentos foram realizados de acordo com a ética em pesquisa 

animal, sendo esse trabalho aprovado pelo Comitê de Ética em Utilização Animal (CEUA) 

da Universidade Federal de Uberlândia, processo número 157/13. 

 

 

 

 

3.3 – Técnica de implantação 

 

Discos de esponjas (poliéster poliuretano) de 8 mm de diâmetro e 4 mm de espessura 

foram mantidos em álcool 70% v/v durante pelo menos, 24 horas anteriores à implantação e, 

posteriormente, fervidos em água destilada por 30 minutos.   Estes implantes foram utilizados 

para induzir a inflamação, angiogênese e fibrose subcutânea (CASSINI et al., 2014, ARAÚJO 

et al, 2010 e 2013, ANDRADE et al., 1987).   
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Os animais foram previamente anestesiados intra-peritonealmente, com 

xilazina/cetamina (8    mg/kg    e    60    mg/kg, respectivamente), e submetidos à tricotomia e 

assepsia  da região dorsal com álcool 70% v/v. Os animais foram dispostos em mesa cirúrgica 

e realizada uma  incisão  mediana  dorsal  de  aproximadamente  1  cm  em  direção  caudal. 

Posteriormente realizou a divulsão  do  subcutâneo  interescapular  pela incisão   mediana.   O 

disco   de   esponja   foi   introduzido   e   posicionado aproximadamente 0,5 cm da região 

interescapular. A sutura da incisão foi feita com fio de nylon 3,0 usando ponto Donati. Após 

recuperação da anestesia os animais ficaram dispostos em gaiolas individuais com água e ração 

“ad libitum” (ANDRADE et al., 1987). 

 

  

 

3.4 – Regime de tratamento com a ALT-C 

 
 Os animais foram divididos em quatro grupos de oito animais cada, total de 32 animais: 

um grupo controle (salina) e três grupos tratados com ALT-C (10 ng, 100 ng e 1000 ng em 10 

μL de solução salina). Os animais receberam o tratamento intra-implante logo após a 

implantação cirúrgica, durante todos os dias, no mesmo horário até o 8° dia pós-implantação. 

 

 
3.5 - Remoção das implantes 

 

 No 9º dia   pós-implantação   os   animais  foram   eutanasiados por aprofundamento 

anestésico com tiopental 100 mg/kg via intraperitoneal.  Após eutanásia, os discos de esponja 

foram retirados através de incisão mediana na região dorsal, em seguida, dissecados, pesados e 

processados para estudos bioquímicos e histológicos. 

 

3.6 – Avaliação do infiltrado tecidual 

 O modelo de implantes de esponja induz a formação de um infiltrado tecidual rico em 

células inflamatórias, vasos neo-formados e matriz extracelular. Sendo assim, é esperado que, 

quanto mais tecido infiltrado para o implante, maior o peso do mesmo, e vice-versa. Portanto, 

utilizamos o peso dos implantes para determinar o infiltrado tecidual nos mesmos. 
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3.7 - Dosagem de hemoglobina (avaliação indireta da neovascularização)  

A dosagem do conteúdo de hemoglobina foi feita utilizando-se o método do reagente de 

Drabkin desenvolvido em 1932 e adaptado como índice de vascularização por Plunkett (1990) 

e Hu (1995). As amostras que apresentaram hemorragia ou infecção à análise macroscópica 

foram excluídas do ensaio. Em seguida, cada implante foi homogeneizado em 2,0mL de um 

reagente cromogênico específico para hemoglobina (reagente de Drabkin-kit de Dosagem de 

Hemoglobina Labtest) e adicionados em microtubos (ependorff) de 2,0mL.  

As amostras foram centrifugadas a 4ºC por 30 minutos a 12.000 rpm e os homogenatos 

filtrados em filtros de 0,22 µm (Millipore). Posteriormente, foi realizada leitura 

espectrofotométrica em comprimento de onda de 540nm (Leitor de Elisa), utilizando-se uma 

placa de 96 poços. A concentração de hemoglobina de cada amostra foi calculada a partir de 

uma curva padrão conhecida (Labtest) e os resultados expressos em concentração de 

hemoglobina (microgramas) por miligrama de peso úmido de implante.  

Após a dosagem de hemoglobina (etapa inicial das dosagens bioquímicas), o 

sobrenadante foi armazenado em freezer a -20ºC para posteriores dosagens de citocinas. A 

esponja dividida e pesada para determinação da atividade de mieloperoxidase (MPO) e N-

acetil-β-D-glicosaminidase (NAG). 

 

 

3.8 - Avaliação da atividade de MPO (neutrófilos) 

Para avaliar a atividade da mieloperoxidase utilizamos a técnica de Bradley (1982). 

Após a dosagem de hemoglobina, o precipitado (esponja) foi ressuspenso em 2,0mL de tampão 

fosfato de sódio, pH 5,4. As amostras foram homogeneizadas em vórtex por 30 segundos, foram 

transferidos 300µL desse homogenato para microtubos (eppendorf) de 1,5mL e acrescentados 

600µL de HTAB (Brometo de Hexadeciltrimetilamônio – Sigma) 0,5% p/v diluído em tampão 

fosfato pH 5,4. Após nova homogeneização no vórtex as amostras foram congeladas para 

posterior dosagem.  

Após o congelamento, as amostras foram descongeladas e centrifugadas a 10.000 g por 

10 minutos a 4ºC e o sobrenadante utilizado no ensaio enzimático. O ensaio enzimático foi 

realizado em microtubos (eppendorf) de 1,5mL e a reação seguiu a seguinte ordem: 100µL de 

peróxido de hidrogênio 0,003%; 100µL de TMB (3,3’, 5,5’- tetrametilbenzidine - Sigma) a 6,4 

mM diluído em DMSO (dimetil sulfóxido – Merck); adicionou-se 200µL do sobrenadante da 

amostra deixou reagir por 1 minuto cronometrado. Para interromper a reação, adicionou-se 

100µL de H2SO4 (ácido sulfúrico – Merck) a 4 M.  



 

38 

 

Em seguida, foram adicionados 200 µL à placa de 96 poços e a leitura 

espectrofotométrica feita em comprimento de onda de 450 nm. Os resultados foram expressos 

em índice de MPO (Absorbância em D.O./g de peso úmido do implante). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.9 -  Avaliação da atividade de NAG 
 

A n-acetil-β-D-glicosaminidase é uma enzima lisossômica produzida por macrófagos 

ativados. Essa enzima foi utilizada como um índice da atividade destas células nos sítios 

inflamatórios através da técnica de Bailey, (1988).  

Após a utilização da esponja para dosagem de hemoglobina, o precipitado foi 

ressuspenso em 2,0mL de solução salina 0,9% com Triton X-100 (Promega) a 0,1% (gelado). 

As amostras foram homogeneizadas em vórtex até obter uma suspensão homogênea e, 

posteriormente, centrifugadas em 3.000 rpm durante 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi 

utilizado para a realização do ensaio enzimático.  

Para o ensaio, foram adicionados 100µL das amostras em duplicata a uma placa de 96 

poços. Nas amostras, foram adicionados 100µL do substrato (p-nitrofenil-n-acetil-β-D-

glicosaminidase – Sigma), diluído em tampão citrato/fosfato pH 4,5, em seguida, incubadas a 

37ºC durante 30 minutos.  

Por último, foram adicionados 100µL de tampão glicina 0,2M, pH 10,6. A absorbância 

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 padrão de p-nitrofenol 

avaliada paralelamente. O pnitrofenol é o produto cromógeno da reação entre p-nitrofenol-n-

acetil-β-Dglicosamina com a n-acetil-β-D-glicosaminidase (NAG). Os resultados das leituras 

foram expressos em nmol.mL-1/mg de peso úmido do implante. 
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3.10-  Dosagem de citocinas e quimiocinas 

Foram dosadas citocinas pro-inflamatórias (TNF-α, VEGF, FGF e TGFβ-1) e as 

quimiocinas (CXCL-1 e CCL-2/JE/MCP-1). Para a avaliação das citocinas utilizou-se a reação 

imunoenzimática de ELISA (enzime-linked immunosorbent assay). 

 Após a dosagem de hemoglobina, o sobrenadante foi congelado em freezer a –20ºC 

para posterior dosagem de citocinas. Placas de 96 poços foram sensibilizadas com 100µL/poço 

de solução de anticorpo monoclonal anti-camundongo para a citocina em análise e incubadas a 

4ºC overnight.  

Em seguida, fez-se a lavagem da placa quatro vezes com 300µL/poço com Tween 20 

0,05% em PBS, pH 7,4. Posteriormente, foi adicionado na placa, o tampão de bloqueio (5% 

BSA em PBS, pH 7,4) , seguido de incubação por 1 hora.  

Após nova etapa de lavagem, foram adicionados à placa, 100µL/poço dos padrões (15-

1000 pg/mL) e das amostras, em seguida as placas foram novamente incubadas a 4ºC overnight.  

Após nova lavagem das placas, foram adicionados 100µL/poço de solução de anticorpo 

(biotinilado anti-camundongo) para a citocina em questão. As placas foram incubadas por 2 

horas. Após lavagem, foram adicionados 100µL/poço de solução de estreptavidina-HRP e 

incubadas por 20 minutos. Após nova lavagem, foi realizada a reação cromogênica com o 

substrato TMB (TMB - Sigma), 100µL/poço diluído em tampão citrato (acrescido de H2O2 30 

v/v), pH 5,0. Em seguida, as placas foram incubadas ao abrigo da luz por 30 minutos.  

A reação foi interrompida com a adição de 50µL/poço de H2SO4 1M e as placas 

analisadas em O.D. 540nm. Todos os passos de incubação (exceto aqueles overnight) foram 

feitos a temperatura ambiente. A concentração da citocina de cada implante foi calculada a 

partir de uma curva padrão e os resultados expressos em concentração de proteína (pg/mL) por 

implante. 

Para a análise da citocina TGFβ-1, as amostras foram previamente ativadas adicionando 

HCl 1N a um volume cinco vezes de amostra, misturado e incubando por 10 minutos a 

temperatura ambiente em seguida, foram adicionados NaOH 1,2N/HEPES a,5 M (na mesma 

quantidade de HCl) para neutralizar a reação.  
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3.11 - Avaliação da deposição de colágeno solúvel 

 

A deposição de colágeno foi avaliada pela dosagem de colágeno presente nos implantes. 

A quantidade de colágeno solúvel total foi quantificada colorimetricamente baseada na reação 

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 tampão (salina 0.1% 

Triton X-100) depois da homogeneização, os debris foram removidos pela centrifugação. 

Foram adicionados 50µL do reagente picrossirius red em 50µL da amostra. Após 30 minutos 

de incubação em temperatura ambiente o complexo colágeno-picrosirius red foi separado por 

centrifugação a 10,000 g durante 15 minutos, em seguida lavado com etanol e o complexo 

colágeno-corante reconstituído em 1ml de reagente alcalino (NaOH 0,5 M). A absorbância foi 

quantificada a 540 nm em um leitor de microplacas. A quantidade de colágeno em cada amostra 

foi determinada através da comparação de uma curva padrão utilizando-se padrão de colágeno 

(Merk) e os resultados expressos em µg de colágeno por mg de implante. 

 

 

3.12 - Análise histológica das matrizes esponjosas  

 

Realizou-se um novo experimento, seguindo o mesmo regime terapêutico. Após a 

retirada dos implantes, os implantes foram cuidadosamente fixados em solução de methacarn. 

Os implantes foram submetidos a etapas de desidratação, diafanização, banho e inclusão em 

parafina. Em seguida, foram realizados cortes em micrótomo (secções de 5 µm) e as lâminas 

foram coradas com: 

1)  Tricrômico de Gomori, para visualização do infiltrado tecidual e quantificação de vasos. Os 

cortes foram analisados ao microscópio óptico e registrados fotograficamente (objetiva de40X, 

ocular de 10X). microscópio LEICA ICC50. 

2) Picrosirius red para avaliação da deposição de colágeno. Os cortes foram analisados ao 

microscópio óptico sob luz polarizada e registrados fotograficamente (objetiva de 10X, ocular 

de 10X) microscópio Nikon TS 100. 

3) Azul de Toluidina para quantificação de mastócitos. Os cortes foram analisados ao 

microscópio óptico utilizando a objetiva de (40X e ocular de 10X) microscópio LEICA ICC50.  

 Cada corte teve o registro fotográfico na área total de tecido fibrovascular formado no 

implante, exceto na região central onde houve as injeções de tratamento. Toda a preparação do 

material histológico foi realizada no Departamento de Histologia (UFU).   
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3.13 – Análises estatísticas  
  

Os resultados foram apresentados pelas médias ± d.p.m. dos dados. A comparação 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 análise de variância (ANOVA), seguido do pós-teste de Newman-

keuls. Os resultados foram considerados significativos para P<0.05. Para realização da análise 

e construção de gráficos foi utilizado o programa estatístico GraphPad Prism 4.0. 
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4 - RESULTADOS 

 

 Durante os 9 dias de experimento, observou-se que tanto a cirurgia quanto a matriz 

sintética implantada e também o tratamento, foram bem tolerados pelos animais uma vez que 

não houve alteração de comportamento, não foram observados sinais de infecção ou rejeição 

dos implantes pelos animais, nem sinais de toxicidade como apatia nem perda de peso. 

 

 

4.1 – Efeito da ALT-C sobre o infiltrado tecidual no implante de esponja 

 

 O tratamento com a dose de 1000 ng aumentou significativamente o peso do implante 

(mg) quando comparado ao grupo controle: 57,9±8,48 (controle) versus 58,75±13,81 (10ng), 

65,81±14,13 (100ng) e 85,48±22,68 (1000ng) (gráfico 1). 

 

4.2 – Efeito da ALT-C na inflamação 

 

A ALT-C inibiu componentes inflamatórios do tecido fibrovascular induzido pelos 

implantes subcutâneos nos camundongos. 

 A inflamação foi avaliada pelo infiltrado de neutrófilos, macrófagos e mastócitos, além 

de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias.  A citocina pró-inflamatória TNF-α é 

considerada um dos principais mediadores da inflamação. O tratamento com a ALT-C levou a 

uma redução significativa dessa citocina, de forma dose dependente nas três doses avaliadas 

quando comparadas ao grupo controle: 6,25±3,01 (controle) versus 3,07±1,05 (10ng), 

2,43±0,97 (100ng), 2,03±2,15 (1000ng) (gráfico 2).  

 Os neutrófilos representam as principais células da fase aguda da inflamação. Em nosso 

trabalho, com as doses avaliadas, não houve diferença significativa do tratamento com a ALT-

C em relação ao controle, ao avaliarmos sua atividade através da enzima MPO (gráfico 3). Foi 

avaliado também, através do ensaio de ELISA, a principal quimiocina responsável pelo 

recrutamento de neutrófilos, a CXCL-1/KC. O tratamento com a desintegrina-like ALT-C 

reduziu significativamente essa quimiocina na dose de 1000ng quando comparada ao controle: 

4,58±0,80 (controle) versus 3,17±1,10 (1000ng) (gráfico 4). 

A principal célula da inflamação crônica é, sem dúvidas, o macrófago. O  conteúdo de 

macrófagos foi avaliado indiretamente através da atividade da enzima NAG. Nossos resultados 
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mostram que o tratamento com a ALT-C diminuiu significativamente o infiltrado de 

macrófagos, apresentando redução em todas as doses avaliadas 4,13±2,31 (controle) versus 

2,16±1,16 (10ng), 2,51±1,25 (100ng) e 1,97±1,11 (1000ng) (gráfico 5). A quimiocina 

CCL2/JE/MCP-1, responsável no recrutamento de macrófagos, também foi inibida, de forma 

dose dependente, nas 3 dosagens 8,77±1,5 (controle) versus 6,31±1,5 (10ng), 5,69±0,93 

(100ng) e 4,61±0,75 (1000ng) (gráfico 6). 

 Os mastócitos são células importantes praticamente em todas as etapas da resposta 

inflamatória. A quantificação de mastócitos nos cortes histológicos por AT (azul de toluidina) 

mostraram que o tratamento com a ALT-C reduziu significativamente o conteúdo dessas células 

no tecido fibrovascular induzido por implantes em todas as doses avaliadas comparadas ao 

controle, 36,2±9,03 (controle) versus 17,6±11,12 (10ng), 12,8±6,68 (100ng) e  8,4±3,50 

(1000ng) (gráfico 7).  
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Gráfico 1: Efeito da ALT-C no peso úmido dos implantes  sintéticos subcutâneos em camundongos. 
Houve um aumento significativo no peso úmido dos implantes na maior dose administrada. Os valores 
representam as médias (d.p.m) dos grupos de 8 animais.  **p<0,01. 
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Gráfico 2: Efeitos na concentração de TNF-α nos implantes tratados com a ALT-C. Os tratamentos com 
a ALT-C mostrou diferenças significativas nas três doses, 10ng, 100ng e 1000ng de forma dose dependente.  
Os valores representam as médias (d.p.m) dos grupos de 8 animais. *p<0.05. 
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Gráfico 3: Efeito da ALT-C na atividade de MPO. Não houve diferença na atividade de MPO nos grupos 
tratados com ALT-C. Os valores representam as médias (d.p.m) dos grupos de 8 animais.  
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Grafico 4: Efeito da ALT-C na concentração da quimiocina CXCL1/KC. Apenas a dose de 1000ng houve 
redução na concentração de CXXL1/KC. Os valores representam as médias (d.p.m) dos grupos de 8 animais. 
*p<0.05. 
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Gráfico 5:  Efeitos da ALT-C na atividade enzimática (NAG) N-acetil-β-D-glicosaminidase. NAG 
mostrou diferenças reduzindo sua atividade nas doses de 10ng, 100ng e 1000ng.  Os valores representam as 
médias (d.p.m) dos grupos de 8 animais. *p<0,05; **p<0,01 
 
 
 
 
 

                                    

salina 10ng 100ng 1000ng
0

2

4

6

8

10

***
***

***

M
C

P
-1

(p
g

/m
l 

d
e

 p
e

s
o

 ú
m

id
o

)

 

 

Gráfico 6: Efeitos da ALT-C na concentração de CCL-2/JE/MCP-1. Diferenças foram mostradas nas três 
dosagens de forma dose dependente, 10ng, 100ng e 1000ng. Os valores representam as médias (d.p.m) dos 
grupos de 8 animais. ***p<0.001. 
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Gráfico 7: Efeitos na quantidade de mastócitos nos implantes subcutâneos. Os tratamentos com a ALT-C 
diminuiu o número de mastócitos em todas as doses administradas em relação ao controle (10ng, 100ng e 
1000ng). Os valores representam as médias (d.p.m) dos grupos de 8 animais. **p<0,01; ***p<0,001. 
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4.3 – Efeitos da ALT-C na angiogênese 

 

 A ALT-C inibiu a angiogênese do tecido fibrovascular induzido por implantes 

subcutâneos 

 A angiogênese foi avaliada indiretamente pela dosagem do conteúdo de hemoglobina 

nos implantes e, diretamente pela contagem de vasos sanguíneos nos cortes histológicos. Além 

disso, citocinas caracteristicamente pró-angiogênicas como VEGF e FGF foram avaliadas. 

 O tratamento com ALT-C reduziu significativamente o conteúdo de hemoglobina nas 

doses de 100ng e 1000ng, quando comparadas ao controle podendo significar uma diminuição 

na formação de neovasos crescimento dos vasos: 3,69±0,49 (controle) versus 3,08±0,88 (10ng);  

2,71±0,46 (100ng) e 1,85±0,32 (1000ng) (gráfico 8). 

  

 Essa redução da angiogênese através da dosagem de hemoglobina corrobora o resultado 

encontrado da  quantificação dos vasos nos cortes histológicos  a qual revelou uma diminuição 

nas três doses administradas: 224,4±46,85/área total (controle) versus 134,20±34,12/área total 

(10ng); 98,60±25,12/área total (100ng) e 72,80±32,46/área total (1000ng) (gráfico 9, figura 10).  

A análise das citocinas pró-angiogênicas VEGF e FGF também confirmam os resultados 

anteriores, uma vez que houve diminuição das duas citocinas. O VEGF diminuiu nas doses de 

100ng e 1000ng comparando com o controle: 8,64±3,26 (controle) versus 13,23±3,75 (10ng); 

4,59±2.03 (100ng) e 3,71±1,39 (1000ng) (gráfico10). Enquanto que, o FGF mostrou uma 

diminuição significativa, de forma dose dependente, nas três doses: 26,01±6,71 (controle) 

versus 12,96±4,06 (10ng); 9,42±3,10 (100ng) e 5,46±3,01 (1000ng) (gráfico 11).  
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Gráfico 8: Efeito no tratamento com ALT-C na concentração de hemoglobina: A neovascularização na 
matriz sintética implantada diminuiu  o conteúdo de hemoglobina nos grupos tratatos com ALT-Cem relação 
ao controle salina. Valores representam as médias (d.p.m) dos grupos de 8 animais. * p<0,05 ; *** p<0,001. 
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Figura 10: Cortes histológicos (5µm, coloração tricrômico de gomori). Infiltrado de tecido fibrovascular 
na matriz esponjosa dos implantes sintéticos subcutâneos nos camundongos, formado principalmente de vasos 
sanguíneos, células inflamatórias e fibroblastos. Em (A) nota-se maior quantidade de vasos (setas) e maior 
diâmetro comparado com os grupos tratados com ALT-C nas doses de 10ng (B), 100ng (C) e 1000ng (D). * 
representa matriz sintética – Barra - 50µm. n = 5 animais para cada grupo. 
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Gráfico 9:   Número de vasos sanguíneos/área total quantificados nos cortes histológicos. O número de 
vasos diminuiu significativamente em todas as três doses (10, 100 e 1000ng) em relação ao controle, 
comportamento tipo dose dependente. Os valores representam as médias (d.p.m) dos grupos de 8 animais   * 
p<0,05.                           
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Gráfico 10: Efeito da ALT-C na concentração de VEGF nos implantes. A ALT-C diminuiu 
significativamente as concentração de VEGF nas dosagens de 100ng e 1000ng, Os valores representam as 
médias (d.p.m) dos grupos de 8 animais.  * p<0,05; **p<0,001 
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Gráfico 11: Efeito do tratamento com ALT-C na concentração de FGF. A concentração de FGF mostou-
se significativamente menor nas dosagens de 10, 100 e 1000ng. Os valores representam as médias (d.p.m) dos 
grupos de 8 animais. *** p<0,001. 
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4.4 – Efeitos da ALT-C sobre a deposição de colágeno  
 
 
A ALT-C aumentou a deposição de colágeno no tecido fibrovascular  

 O colágeno é o principal constituinte da matriz extracelular sendo, portanto, importante 

para a fase final da inflamação que envolve o reparo tecidual. A deposição de colágeno no 

tecido fibrovascular induzido por implantes foi avaliada pela dosagem bioquímica do colágeno 

solúvel e pela técnica histológica de coloroção por picrosírius red seguida de análise por luz 

polarizada além da dosagem por ELISA da citocina TGF-β1.  

A ALT-C induziu a deposição de colágeno na dose de 1000ng nas duas técnicas 

avaliadas.  0,21 ± 0,06 (controle) versus 0,16 ± 0,16 (10ng), 0,15 ± 0,08 (100ng), 0,43 ± 0,17 

(1000 ng) (gráfico 12) para colágeno solúvel e 6,8 ± 1,3 (controle) versus 6,99 ± 1,95(10ng) 

6,04 ± 2,57 (100ng) 11,09 ± 3,12 (1000ng) (gráfico 13 e figura 11) para colágeno total. 

 Esses dados são corroborados pela análise da principal citocina pró-fibrogênica TGF-

β1, a qual o tratamento com a ALT-C também promoveu aumento significativo desta na dose 

de 1000ng comparada ao controle:  16,02±8,74 (controle) versus 18,62≠8,89 (10ng), 

20,92±7,54 (100ng) e 30,14±9,19 (1000ng) (gráfico 14).  
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Gráfico 12: Efeito da ALT-C na concentração de colágenos solúvel nos implantes subcutâneos. Apenas a dose de 
1000ng mostrou diferença significativa em relação as outras doses. Os valores representam as médias (d.p.m) dos grupos 
de 8 animais. * p<0,05. 
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 Figura 11: Cortes histológicos (5µm, coloração picrosirius, microscopia de polarização). Deposição de colágeno total no 
infiltrado de tecido fibrovascular nos implantes subcutâneos nos camundongos. A) grupo salina picrosirius e A2) mesma 
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foto com polarização. B) 10ng, B1)polarização. C)100ng, C1) polarização e D) 1000ng, D1) polarização. Houve maior 
deposição de colágeno  no na dose de  1000ng (D). Barra - 100µm. n = 5 animais para cada grupo.  
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Gráfico 13:  Efeitos da ALT-C na deposição de colágeno  total (polarização) nos implantes subcutâneos. Os animais 
tratados com a dose de 1000ng induziu um aumento na deposição de colágeno e diferença significativa em relação ao 
controle e doses de 10 e 100ng . Os valores representam as médias (d.p.m) dos grupos de 5 animais.  
* p<0,05. 
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Gráfico 14:  Efeitos da ALT-C na concentração de TGF-β nos implantes subcutâneos. Os implantes 
tratados com ALT-C apresentou aumento na concentração de TGF-β apenas na dose de 1000ng. Os valores 
representam as médias (d.p.m) dos grupos de 8 animais. * p<0,05. 
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5 – DISCUSSÃO 
 
 
 
 O presente estudo foi o primeiro a avaliar os efeitos da desintegrina-like ALT-C na 

inflamação crônica induzida por implantes sintéticos em camundongos. Este modelo 

experimental murino, o qual induz uma inflamação crônica tipo corpo estranho, estimula a 

formação de tecido fibrovascular e a infiltração de componentes chaves da inflamação, 

angiogênese e reparo tecidual; possibilitando testar diversos compostos e toxinas com 

supostos potenciais terapêuticos (CASSINI et al., 2014; ARAÚJO et al., 2010 e 2013;  

BARCELOS et al., 2009).  

 As integrinas, enfoque do nosso estudo, são importantes proteínas transmembranares 

que atuam na manutenção da integridade tecidual e transdução de sinais. Elas podem sofrer 

rearranjos conformacionais complexos, regulando interações com proteínas da matriz 

extracelular e associações com o citoesqueleto. Elas podem ser inibidas, bloqueadas ou 

moduladas pelas desintegrinas, que são polipeptideos extraídos do veneno de serpentes 

(CALVETE, 2013; WEGENER & CAMPBELL 2008; CAMPBELL & HUMPHRIES 2010; 

COMINETTI 2004). 

 Souza e colaboradores (2000), demonstraram em suas pesquisas que a desintegrina 

ALT-C se liga seletivamente a integrina α2β1, ativando vias de sinalização intracelular e 

induzindo a expressão gênica. Durante a inflamação e no reparo tecidual, as integrinas 

interagem com uma grande variedade de proteínas, tais como, fatores de crescimento, 

citocinas e quimiocinas; e promove a adesão celular, permitindo migração e proliferação das 

células na região inflamada. Algumas integrinas podem ativar fatores de crescimento 

latentes como TGF-β, modulando a inflamação e a formação do tecido de granulação 

(KOIVISTO et al., 2014). As integrinas que possuem subunidades α2, α10 e α11 combinam 

com a subunidade β1, e podem se ligar a vários tipos de colágeno, principalmente ao 

colágeno tipo I, sendo este o mais ambundante colágeno da matriz extracelular. As integrinas 

são moléculas bidirecionais, mediando sinalizaçoes do meio extracelular para dentro da 

célula e do interior da célula para meio extracelular (FU et al., 2012). Outra grande função 

das integrinas, é ancorar as células aos tecidos e contribuem ativamente em processos como 

da imunidade inata e regulação do crescimento celular. Sabe-se que, as integrinas α2β1 são 

expressas em plaquetas,  células endoteliais, fibroblastos e regulam a migração de 

queratinócitos, controla a produção de VEGF na angiogênese , e também a polimerização de 

colágeno pelos fibroblastos (ROCA-CUSACHS et al., 2012). A ALT-C ativa via integrina 
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processos de fosforilação da proteína kinase B (Akt/PKB), processo que envolve a 

sobrevivência das células endoteliais e angiogênese, promove ainda a quimiotaxia de 

neutrófilos através  da cascata de sinais intracelular via integrina. A integrina α2β1 ativada  

promove processos de adesão, migração e proliferação celular (SELISTRE-DE-ARAUJO et 

al., 2005). 

A avaliação dos efeitos da ALT-C em implantes de esponja sintéticos no subcutâneo 

de camundongos, apresentou efeito inibitório sobre dois componentes avaliados 

(angiogênese e inflamação) em todas as doses avaliadas, e um aumento no componente 

fibrogênico (colágeno) na maior dose avaliada. Além disso, nossos resultados sugerem que 

esses efeitos estão sendo modulados por citocinas. 

 O componente inflamatório foi avaliado tanto pelo infiltrado celular de neutrófilos, 

macrófagos e mastócitos como pela modulação desses eventos por citocinas e quimiocinas 

pró-inflamatórias.  

 O TNF-α é produzido primeiramente por monócitos e macrófagos ativados, sendo 

um potente agente pró-inflamatório capaz de  induzir a desgranulação de neutrófilos, a 

liberação de leucotrienos, e a liberação de diversos mediadores da inflamação, tais como as 

interleucinas IL-1, IL-6, IL-8 além de todos os metabolitos do ácido araquidônico (MOURA-

DA-SILVA et al., 2000).  Tratamentos anti-TNF são bastante eficazes em doenças 

inflamatórias, tais como: artrite reumatoide, psoríase e doença de Crohn (WIEDMANN et 

al., 2009). Estudos com desintegrinas têm mostrado os efeitos inibidores destas sobre o TNF. 

A Jararagina-C, que se identifica em 92% com a Alternagina-C, possui o mesmo motivo 

adesivo ECD, induziu transcrição de mRNA  para TNF-α em cultura de células peritoneais 

após 4h. Isso pode sugerir uma aceleração na fase inicial da inflamação, podendo evitar um 

processo inflamatório crônico (SOUZA et al., 2001). Kim e colaboradores (2006) 

demonstraram em seus estudos, que a desintegrina Saxatilin inibiu a proliferação de células 

cancerígenas e também a concentração de TNF-α, importante na ativação do promotor IL-8, 

que é conhecido por ser mediado por NF-kB e AP-1, que são duas vias críticas para a 

expressão de citocinas pró-inflamatórias  em muitos tipos celulares (STEIN & BALDWIN, 

1993). Nossos resultados vão de encontro à literatura uma vez que o tratamento com 

Alternagina-C reduziu significativamente o TNF-α em todas as doses avaliadas, sugerindo 

que esta desintegrina tem importante efeito anti-inflamatório. 

Dentre as células ativadas durante uma resposta inflamatória, os neutrófilos estão 

entre as primeiras células a chegarem ao sítio inflamatório. Ao serem recrutados, os 

neutrófilos necessitam expressar integrinas específicas que permitem a adesão ao endotélio 
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dos vasos sanguíneos, e assim a migração para o tecido alvo. Uma vez ativadas, as integrinas 

controlam a organização do citoesqueleto de actina da célula, através de processos de 

polimerização de actina, permitindo então a migração celular (SALDANHA-GAMA et al., 

2010). As desintegrinas têm demonstrado um poder de inibição no recrutamento de 

neutrófilos, o que as transformaram em fortes canditadas nas terapias anti-inflamatórias. 

Entretanto, as desintegrinas podem também ativar os neutrófilos, evitando que entrem em 

apoptose, revelando uma complexidade nos efeitos das desintegrinas (COELHO el al., 1999; 

COELHO et al., 2004). Pesquisas realizadas com neutrófilos in vitro envolvendo a ALT-C, 

com seu motivo adesivo ECD, mostraram que, ao se ligar à integrina α2β1, a Alt-C induz a 

translocação de Erk-2 do citoplasma para o núcleo da célula via integrina,  ativando também 

a fosforilaçao de FAK,  podendo estar diretamente envolvidos no processo de migração dos 

neutrófilos, e assim mostrando seu efeito positivo no recrutamento destes leucócitos 

polimorfonucleares (MARIANO-OLIVEIRA et al., 2003). Por outro lado, Sant’Ana e 

colaboradores (2011), observaram que a Alt-C diminui o infiltrado inflamatório após cinco 

dias de tratamento em modelo de feridas excisionais em ratos. Esses resultados mostram que 

a Alternagina-C pode apresentar diferentes efeitos sobre o recrutamento de neutrófilos de 

acordo com a dose e modelo avaliados.  Em nossos resultados não pudemos observar efeitos 

conclusivos sobre neutrófilos uma vez que os mesmos não apresentaram respostas 

significativas. Apesar disso, a redução da quimiocina para neutrófilos CXCL-1/KC, em 

nossos resultados, nos leva a inferir um possível efeito inibidor sobre essas células em nosso 

modelo, para o tempo de experimento estudado. É possível que esse efeito não tenha sido 

detectado, uma vez que, nosso experimento tem duração de nove dias e, de acordo com o 

trabalho de Sant’Ana e colaboradores (2011), entre o 3º e 5º dias de tratamento com a Alt-c 

há um aumento das células inflamatórias sendo que, após o 5º dia de tratamento, esse efeito 

se inverte, promovendo, assim, uma redução das células inflamatórias. Acreditamos que, 

como a quimiocina encontra-se reduzida, é possível que a redução de neutrófilos esteja 

acontecendo, mas seu nível no 9º dia de tratamento, esteja equiparado ao grupo controle. 

Durante a inflamação crônica, monócitos circulantes são recrutados por quimiocinas 

como a CCL-2/JE/MCP-1 (proteínas quimiotáticas de monócitos-1), produzidas por células 

residentes, e ao chegarem ao tecido lesionado se tornam macrófagos ativos (HASKÓ, 2012). 

Uma vez ativados, os macrófagos irão produzir uma série de fatores de crescimento e 

citocinas responsáveis por uma ampla variedade de respostas que resultam na remodelação 

tecidual e recrutamento de leucócitos adicionais como os linfócitos B e T citotóxicos, 

antígeno-específicos, que irão ampliar a resposta imune (DE VISSER et al., 2006). Essas 
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células também foram avaliadas em nosso trabalho e observamos um efeito significativo no 

tratamento com a Alt-c sobre macrófagos. A ALT-C foi capaz de reduzir tanto a 

concentração de NAG (atividade de macrófagos) como os níveis da principal quimiocina 

para o recrutamento e ativação de monócitos, a CCL2/JE/MCP-1. Os efeitos das 

desintegrinas sobre os monócitos vêm sendo demonstrados em diversos trabalhos com 

diferentes desintegrinas. Hsu e colaboradores (2010) demonstraram que Rhodostatin é capaz 

de inibir a ativação, migração e adesão de macrófagos através da interação com a integrina 

αVβ3 em macrófagos e monócito. Mercer e colaboradores (1998) mostraram que a 

contortrostatin, outra desintegrina derivada da peçonha de serpentes, inibe macrófagos via 

integrina  αVβ3.  Em estudo anterior feito por Cassini e colaboradores (2014) em nosso 

laboratório, estudamos os efeitos da DisBa-01, uma desintegrina recombinante derivada da 

Rhinocerophis alternatus, também seletiva para integrina αVβ3, e observamos efeito 

inibitório tanto sobre macrófagos como nos níveis da quimiocina CCL-2/JE/MCP-1. Efeitos 

da Alt-C sobre macrófagos são relatados apenas no trabalho de Sant’Ana e colaboradores 

(2011), em feridas em ratos, o qual cita que o tratamento com essa desintegrina evitou 

processos de inflamação crônica por uma redução no número de células inflamatórias, dentre 

elas, macrófagos. Nosso trabalho é o primeiro a revelar os efeitos inibitórios da Alt-C 

especificamente sobre macrófagos e sua principal quimiocina, CCL-2/JE/MCP-1.  

Os mastócitos são importantes células nos mecanismos de defesa do nosso 

organismo, e participam ativamente em processos inflamatórios crônicos, tais como, artrite 

reumatoide e esclerose múltipla. Geralmente não são encontrados na circulação e são 

derivados de progenitores hematopoiéticos na medula óssea, migrando para o tecido-alvo 

como células imaturas, e então acontece sua maturação (FRENZEL & HERMINE., 2013). 

O aumento da densidade de mastócitos é observado em diversas respostas inflamatórias, e 

nas reações alérgicas, por exemplo, os mastócitos secretam mediadores com o TNF-α, IL, e 

uma série de citocinas que irão promover o recrutamento de neutrófilos e macrófagos 

(CURVINEL et al., 2010). No entanto, de acordo com Frenzel e colaboradores (2013), 

embora os mastócitos sejam conhecidos principalmente pela sua participação em processos 

alérgicos, eles participam e regulam finamente processos inflamatórios crônicos e controlam 

a imunidade inata e adaptativa. Em estudos recentes para determinar se as integrinas 

dependentes do motivo RGD são responsáveis no processo de desgranulação de mastócitos, 

utilizando a desintegrina equistatina, que se liga a integrinas que possuem afinidades ao 

motivo adesivo RGD, foi possível mostrar uma diminuição significativa na desgranulação 

dos mastócitos, sem comprometer a viabilidade celular, e estes resultados mostraram que a 
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ativação de mastócitos pode ser feita via integrina e motivo RGD. Porém a participação das 

integrinas nesse processo, ainda não é bem conhecida (FOWLKES et al., 2013). No nosso 

trabalho, a ALT-C que se liga as integrinas que possuem afinidade com o motivo adesivo 

ECD, diminuiu significativamente a quantidade de mastócitos na região inflamada, 

consequentemente menor produção de citocinas pró-inflamatórias e também menor 

recrutamento de células inflamatórias como os macrófagos. Ben-Zimra e colaboradores 

(2013) mostraram em seus estudos a importância da interação de eosinófilos e mastócitos 

nas alergias crônicas, e sugeriram que a integrina β-1 é uma das principais integrinas 

responsáveis na ativação de mastócitos. A ALT-C possui afinidade pela integrina β-1 , e isso 

sugere que a ALT-C pode ter inibido o recrutamento de mastócitos via integrina β-1.  

Edelson e colaboradores, mostraram em seu estudos, que mastócitos peritoneais em 

processos inflamatórios expressam a interginas α2β1, e isso pode sugerir também que a 

ALT-C pode ter bloqueado a atividade de mastócitos via integrina α2β1. 

Conforme dito anteriormente, os macrófagos ativados irão produzir uma série de 

fatores de crescimento e citocinas responsáveis por uma ampla variedade de respostas em 

vários tipos celulares incluindo células epiteliais, células de origem mesenquimal e células 

endoteliais (DE VISSER et al., 2006). Nesse trabalho, avaliamos os efeitos da ALT-C sobre 

a angiogênese através de parâmetros bioquímicos e morfológicos. Nossos resultados 

mostram um potente efeito anti-angiogênico em todos os parâmetros avaliados (conteúdo de 

hemoglobina, número de vasos e citocinas pró-angiogênicas (VEGF e FGF). De modo geral, 

as desintegrinas são descritas como potentes inibidores da angiogênese, apesar desse efeito 

ainda não ser completamente entendido (GOLUBKOV et al, 2003). A maioria das 

desintegrinas estudadas possui o motivo adesivo RGD, e tem como alvo principalmente as 

integrinas αvβIII, podendo inibir agregações plaquetárias mediadas por fibrinogênio e a 

angiogênese. Porém outros motivos adesivos também podem ser encontrados nas 

desintegrinas, tais como o MLD, KTS, VGD e o ECD (CALVETE, 2013). A ALT-C possui 

o motivo adesivo ECD, e em baixas concentrações induz proliferação de células endoteliais, 

ao contrario das desintegrinas que possuem o motivo adesivo RGD, que prejudica a 

sobrevivência destas células (COMINETTI et al, 2004). A ALT-C ativa a fosforilação de 

Akt/PKB, importante via de sinalização que promove a sobrevivência das células endoteliais 

e a angiogênese (HONG et al., 2013). Pesquisas realizadas por Tanjoni e colaboradores 

(2005), mostraram que a Jararagina, uma proteína tipo desintegrina com o motivo adesivo 

ECD, o mesmo motivo adesivo da ALT-C, induziu células endoteliais a entrarem em 

apoptose devido a ativações e alterações nas proteínas apoptóticas pró-caspases e também 



 

62 

 

na proporção de proteínas Bax e Bcl-xL. Ramos e colaboradores (2007), utilizando ensaio 

em tampão de matrigel, mostraram que a ALT-C funciona como um modulador da 

angiogênese, sendo que, em baixas concentrações (10nM) ela induz a proliferação de células 

HUVEC e, em altas concentrações (500nM), essa desintegrina teve um efeito inibidor da 

angiogênese. Observaram também que em menores doses (1 a 10nM), a expressão de 

VEGFR1 foi aumentada, e em concentrações maiores houve uma redução significativa em 

relação ao controle. No trabalho de Sant’Ana e colaboradores (2008) com feridas em ratos, 

mostraram que a expressão de VEGF foi diminuindo gradativamente no grupo controle até 

o sétimo dia, enquanto que o tratamento com baixas concentrações (< 100ng) aumentou sua 

a expressão do VEGF. Tanto a produção do VEGF quanto o processo de migração de células 

endoteliais ocorrem através da interação com as integrinas α1β1 e α2β1 que, uma vez aderida 

ao colágeno tipo I, que possui motivo adesivo ECD, permite a migração das células 

endoteliais e assim a angiogênese. Ainda no trabalho de Sant’Ana e colaboradores (2008), o 

tratamento com a ALT-C mostrou-se um potente modulador de FGF, aumentando sua 

concentração até o terceiro dia após a lesão, em relação ao controle, e, diminuindo 

gradativamente sua expressão após o terceiro dia de tratamento. Apesar de a literatura 

mostrar um efeito dúbio, dose dependente, da Alt-C na angiogênese, em nosso modelo e com 

as doses estudadas, o que tivemos foi um potente efeito anti-angiogênico o qual está sendo 

modulado pelas citocinas VEGF e FGF.  

 Durante a fase de cicatrização, ou resolução do tecido lesionado, muitas alterações 

ocorrem: vasos sanguíneos no interior da lesão são refinados, redução da permeabilidade, ou 

seja, os vasos voltam ao seu estado normal, podendo formar uma rede de vasos maduros e 

funcionais (ADAMS  & ALITALO, 2007). 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 é devido ao fino e 

delicado processo de degradação e agregação de colágeno na matriz extracelular (HINZ, 

2007; ULRICH et al, 2007). Com o objetivo de avaliar a formação da matriz extracelular 

depositada no implante, nós avaliamos a deposição de colágeno solúvel e total e os níveis de 

TGF-β1, principal citocina estimuladora de fibroblastos à produzir matriz. Nossos resultados 

revelaram um aumento da deposição de colágeno em todos os parâmetros avaliados no grupo 

tratado com a maior dose de Alt-C. Esse aumento da deposição de colágeno também pode 

ser observado quando avaliamos o peso úmido dos implantes o qual mostrou um aumento 

significativo na maior dose administrada. Esse aumento no peso do implante, mostra que 

houve um aumento do tecido fibrovascular para o implante no grupo tratado com a maior 
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dose. Esses resultados corroboram a literatura uma vez que os efeitos estimuladores da ALT-

C sobre o colágeno e TGF já foram relatados. No trabalho de Sant’Ana e colaboradores 

(2011), a ALT-C aumentou a deposição de colágeno tipo I, porém o efeito foi menor para o 

colágeno tipo III, fato interessante, pois o colágeno tipo III é um colágeno imaturo, e esse 

tipo de colágeno não possui uma boa resistência, como acontece no colágeno tipo I. Os 

fibroblastos são importantes células no reparo tecidual e paticipam ativamente  na 

cicatrização de feridas, pois secretam um matriz provisória inicialmente e vários fatores de 

crescimento indispensáveis para o progresso do reparo tecidual   (ELLIS et al., 2007). De 

acordo com Sant’Ana e colaboradores (2011), a ALT-C aumentou a densidade de 

fibroblastos do terceiro ao quinto dia após a lesão em ratos e também a concentração da 

citocina TGF-α, e isso pode contribuir no aumento na deposição de colágeno. A ALT-C tem 

como alvo as integrinas α2β1, é possivel que ao mediar esta integrina, ALT-C intensifica a 

sinalização de fibroblastos, alterando a expressão gênica para o colágeno, e assim, 

acelerando processos inflamatórios, regeneração e o reparo tecidual. 

 Nosso trabalho foi o primeiro a mostrar os efeitos da ALT-C na inflamação crônica 

tendo como foco componentes importantes durante todo o processo como neutrófilos, 

macrófagos, mastócitos, angiogênese e fibrogênese. Nossos resultados mostraram que a 

ALT-C pode ser um potente agente terapêutico no tratamento de patologias em que 

angiogênese e inflamação atuam de forma concomitante na manutenção da doença, além de 

favorecer o reparo tecidual, através da deposição de matriz. Além disso, nossos resultados 

ajudam na compreensão dos mecanismos envolvidos na sinalização das integrinas durante a 

resposta inflamatória.  
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6 - CONCLUSÕES 

 
 

Em nosso trabalho, avaliamos os efeitos da ALT-C, uma desintegrina-like que se liga 

à integrina α2β1, e observamos que essa desintegrina apresenta um potente efeito anti-

angiogênico e anti-inflamatório, o que pode ser de extrema importância para conter 

processos patológicos os quais encontram-se de forma exacerbada. Além disso, observamos 

também, que essa desintegrina é capaz de favorecer a deposição de matriz (fibrogênese). 

Com isso, podemos concluir que a ALT-C pode ser um potente agente terapêutico que não 

apenas modula a inflamação e angiogênese, como favorece a fase tardia e resolutiva de um 

processo inflamatório o qual envolve a fibrogênese. 

Como perspectivas, acreditamos ser importante tentar marcar alguns componentes 

do tecido fibrovascular através de imunohistoquímica ou Western Blot, além fazer uma 

cinética de tratamento. Essas análises nos ajudarão em uma melhor compreensão dos 

mecanismos envolvidos nos efeitos da ALT-C em nosso modelo. 
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