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RESUMO 

Neste trabalho foi avaliado o efeito da administração intradérmica da jararagina-C, uma 
proteína tipo-disintegrina, isolada da peçonha de B. jararaca e com afinidade pela 
integrina α2β1, durante a cicatrização de feridas excisionais. Quatro lesões foram 
performadas na região dorsal de camundongos da linhagem Swiss, com o auxílio de um 
punch de biópsia cirúrgico de 5 mm. Os animais foram distribuídos em dois grupos 
experimentais, cujos indivíduos foram diariamente tratados com injeções de 10 µl de PBS 
(grupo controle) ou da toxina (200 ng), aplicados nas bordas da ferida. Dez animais, de 
cada um dos grupos experimentais, foram eutanasiados nos seguintes intervalos de tempo 
1, 3, 7, 10 e 14 dias após a indução das lesões (totalizando 20 animais para cada intervalo). 
Após a eutanásia, as feridas e a pele do seu entorno foram removidas com o auxílio de 
um punch de biópsia de 8 mm, pesadas e processadas para análises bioquímicas, 
histológicas e de biologia molecular. As feridas tratadas com a jararagina-C apresentaram 
uma taxa de fechamento mais acelerada, acompanhada de uma rápida resolução da 
resposta inflamatória, com redução do infiltrado de neutrófilos, dos níveis de citocinas 
pró-inflamatórias (TNF-α, CXCL-1 e CCL2/JE/MCP-1) e um acúmulo de macrófagos 
nos tecidos analisados. Observou-se também, nas lesões tratadas com esta proteína, uma 
maior expressão de genes associados ao fenótipo de macrófagos alternativamente 
ativados (M2), responsáveis pela resolução da resposta inflamatória e pela secreção de 
vários mediadores associados com as etapas subsequentes do reparo. 
Concomitantemente, a administração da toxina foi capaz de incitar a angiogênese nas 
feridas, elevando o conteúdo de hemoglobina, a densidade de novos vasos sanguíneos e 
a síntese de citocinas pró-angiogênicas (VEGF e FGF). Por fim, nas feridas dos grupos 
tratados, observamos ainda um aumento da deposição de colágeno nas feridas, 
acompanhado de níveis mais elevados da citocina pró-fibrogênica TGF-β1. Além disso, 
ao avaliarmos a organização e a maturação da matriz, por meio da diferenciação entre 
fibras de colágeno do tipo I e fibras de colágeno do tipo III, observamos que o tratamento 
com a jararagina-C, resultou em uma deposição precoce e mais elevada de fibras de 
colágeno do tipo I. Em conjunto, os dados sugerem que a administração da jararagina-C 
acelerou o fechamento das feridas excisionais, por meio da modulação de respostas 
importantes ao processo de cicatrização de feridas (ex.: inflamação, angiogênese e 
fibrogênese). Desta forma, este trabalho não só contribui para a elucidação dos efeitos 
ocasionados pela administração da jararagina-C, como também, para o aprofundamento 
do conhecimento sobre a sinalização mediada pela integrina α2β1 nos processos avaliados, 
permitindo o desenvolvimento de novas terapias para o tratamento de feridas cutâneas.   

 

Palavras-chave: Cicatrização, feridas cutâneas, disintegrinas, jararagina, integrinas, 
peçonha. 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

In this work, the effect of intradermal administration of jararhagin-C, a disintegrin-type 
protein, isolated from B. jararaca venom and with affinity for α2β1 integrin, was 
evaluated during the healing of excisional wounds. Four lesions were performed on the 
dorsal region of Swiss strain mice, with the aid of a 5 mm surgical biopsy punch. The 
animals were divided into two experimental groups, whose subjects were daily treated 
with injections of 10 µl of PBS (control group) or of the toxin (200 ng), applied to the 
edges of the wound. Ten animals from each of the experimental groups, were euthanized 
at the following time intervals 1, 3, 7, 10 and 14 days after lesion induction (totaling 20 
animals for each interval). After euthanasia, the wounds and skin around them were 
removed with the aid of an 8 mm biopsy punch, weighed and processed for biochemical, 
histological and molecular biology analysis. Wounds treated with jararhagin-C showed a 
faster rate of closure, accompanied by a rapid resolution of the inflammatory response, 
with a reduction in neutrophil infiltrate, levels of pro-inflammatory cytokines (TNF-α, 
CXCL-1 and CCL2 / JE / MCP-1) and an accumulation of macrophages in the analyzed 
tissues. It was also observed, in the lesions treated with this protein, a greater expression 
of genes associated with the phenotype of alternatively activated macrophages (M2), 
responsible for the resolution of the inflammatory response and for the secretion of 
several mediators associated with the subsequent stages of repair. Concomitantly, the 
administration of the toxin was able to incite angiogenesis in the wounds, increasing the 
hemoglobin content, the density of new blood vessels and the synthesis of pro-angiogenic 
cytokines (VEGF and FGF). Finally, in the wounds of the treated groups, we also 
observed an increase in the collagen deposition in the wounds, accompanied by higher 
levels of the pro-fibrogenic cytokine TGF-β1. In addition, when evaluating the 
organization and maturation of the matrix, by differentiating between type I collagen 
fibers and type III collagen fibers, we observed that treatment with jararhagin-C resulted 
in an early and higher deposition of type I collagen fibers. Considering everything, the 
data suggest that the administration of jararhagin-C accelerated the closure of excisional 
wounds by modulating important responses to the wound healing process (e.g., 
inflammation, angiogenesis and fibrogenesis). Thus, this work not only contributes to the 
elucidation of the effects caused by the administration of jararhagin-C, but also to the 
deepening of knowledge about the signaling mediated by the integrin α2β1 in the 
evaluated processes, allowing the development of new therapies for the treatment of skin 
wounds. 

 

Keywords: Healing, skin wounds, disintegrins, jararhagin, integrins, venom. 
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1 – INTRODUÇÃO 
 

1.1 – O processo de cicatrização de feridas. 

  

Nos vertebrados a pele constitui uma importante estrutura de barreira, que protege 

os órgãos internos de danos mecânicos, da infecção por microrganismos, da radiação 

ultravioleta, das elevações de temperatura e da perda excessiva de água para o ambiente 

(PROKSCH, BRANDNER & JENSEN, 2008). A pele humana é constituída por camadas 

celulares agrupadas em duas regiões distintas, a epiderme e a derme. A epiderme é 

formada por um tecido epitelial de revestimento estratificado pavimentoso e 

queratinizado, composto predominantemente por células denominadas de queratinócitos, 

que se encontram dispostos em camadas ou estratos. Na epiderme podemos observar 

ainda uma população de células basais em constante proliferação, presentes na camada 

germinativa, responsáveis pela renovação deste tecido (RIBEIRO, LEAL & JEUNON, 

2017;). Subjacente a epiderme encontra-se a derme, formada por um tecido conjuntivo 

vascularizado. Outros tipos celulares também estão presentes neste tecido, como os 

fibroblastos, principais responsáveis pela síntese de componentes da matriz extracelular 

(MEC), e células com função imunológica, responsáveis pela identificação de patógenos 

e de possíveis danos teciduais (ex.: macrófagos, mastócitos e células dendríticas). Ainda 

na derme encontram-se a maioria das estruturas anexas a este órgão, como glândulas 

sebáceas e sudoríparas (ZOMER & TRENTIN, 2018; BOER et al., 2016).     

O contato direto deste órgão com fatores externos, torna a pele susceptível a uma 

série de mecanismos de injúria, que podem resultar em feridas cutâneas, levando à perda 

da homeostasia e propiciando uma porta de entrada a agentes patogênicos. (SORG et al., 

2017). Portanto, a capacidade dos organismos de reparar tecidos lesionados e assim, 

restaurar sua integridade e funcionalidade, é um requisito essencial para a sobrevivência 

junto ao meio em que vivem.  

O processo de reparo tecidual pode ocorrer por meio da regeneração do tecido 

lesionado, a partir da proliferação de células parenquimatosas, que repovoarão o local da 

injúria, mantendo desta maneira a função tecidual. Em alguns órgãos, no entanto, o 

processo de reparo se dá pela substituição do tecido lesionado por uma matriz cicatricial, 

rica em fibras de colágeno. Este tipo de reparo, denominado de cicatrização, é o 
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predominante durante a restauração de feridas cutâneas em humanos adultos 

(ERICKSON & ECHEVERRI, 2018; MONAVARIAN, 2019).   

 

1.1.1 – Fases do processo de cicatrização 

 

 A cicatrização de feridas é um processo dinâmico, que envolve a ativação de uma 

diversidade de células, bem como a síntese e a secreção coordenada de mediadores 

químicos solúveis, dentre estes, citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento. Embora 

os eventos que compõem a cicatrização se sobreponham no tempo e no espaço, este 

processo pode ser didaticamente dividido em três fases, que têm como objetivo restaurar 

parte da anatomia e da função deste tecido (SORG et al., 2017; WANG et al., 2017). 

Resumidamente, após a instalação de uma fase inflamatória inicial, que tem por 

objetivo a eliminação de restos teciduais e também de microrganismos patogênicos, 

segue-se uma fase denominada de proliferativa, marcada pela re-epitelização da ferida, 

pela migração e proliferação de fibroblastos e vasos sanguíneos, com a formação de um 

de tecido de granulação. Finalmente, em uma terceira fase, de maturação, observa-se o 

remodelamento da MEC, com a substituição de seus componentes (Figura 1) 

(BIELEFELD, AMINI-NIK, ALMAN, 2013; SUN, SIPRASHVILI & KHAVARI, 2014) 
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como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), interleucina 1 beta (IL-1β) e interferon-

gama, quimiocinas (ex.: CXCL-1 e CCL2/JE/MCP-1) e substâncias vasoativas (ex.: 

histamina). Estes mediadores levam às alterações vasculares e aos eventos celulares, 

responsáveis pelo extravasamento de um fluído rico em proteínas plasmáticas (exsudato) 

e pelo recrutamento de leucócitos circulantes (O’CONNOR & NICHOL, 2015). 

 Como parte desta fase inflamatória, podemos observar ainda uma resposta 

vascular, com a ativação de fatores hemostáticos e a formação de um coágulo de fibrina, 

a fim de se evitar a perda excessiva de sangue pelos vasos lesionados (ENOCH & 

LEAPER, 2008). Além de evitar uma hemorragia, o coágulo de fibrina recém-formado 

servirá como uma matriz provisória à migração de células a partir das bordas da ferida 

para o seu centro (GONZALEZ et al., 2016)  

 Após o reconhecimento de um insulto lesivo, os mediadores inflamatórios e as 

substâncias vasoativas liberadas pelas células residentes teciduais, ocasionam um 

aumento da permeabilidade vascular e a ativação das células endoteliais, que passam a 

expressar moléculas de adesão celular da família das selectinas (E-selectina, P-selectina 

e L-selectina), necessárias à adesão transitória dos leucócitos, durante o rolamento destes 

sobre a parede vascular (GERMOLEC et al., 2018). O contato destas células com as 

citocinas e quimiocinas inflamatórias, provoca ainda uma alteração conformacional em 

receptores transmembrana da família das integrinas, que passam para um estágio de maior 

afinidade aos seus ligantes, presentes nas células endoteliais, gerando uma adesão forte a 

parede do vaso, necessária à diapedese (LEY et al., 2007). Uma vez no espaço 

extravascular os leucócitos são atraídos ao sítio da lesão por meio de um gradiente 

quimiotático (Figura 2) (AHMED, 2011). 
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 Após um período de 48-72 horas, o leito da ferida começa a ser povoado por 

macrófagos, oriundos principalmente do processo de diferenciação de monócitos 

recrutados a partir da circulação sanguínea (MEDZHITOV, 2010). Assim como os 

neutrófilos, os macrófagos também são responsáveis pela fagocitose de microrganismos 

e de restos celulares. A ativação deste tipo celular é um processo dinâmico e crítico ao 

reparo tecidual, devido à existência de um amplo espectro de subpopulações que variam 

de um fenótipo inflamatório clássico (M1) a um fenótipo resolutivo ou alternativo (M2) 

(SNYDER et al., 2016). Os macrófagos da subpopulação M1 atuam principalmente nos 

processos de defesa, produzem um grande número de substâncias microbicidas e citocinas 

pró-inflamatórias, exercendo desta maneira, efeitos anti-proliferativos e citotóxicos. Já os 

macrófagos da subpopulação M2 estão mais envolvidos com a resolução da resposta 

inflamatória (WYNN & VANELLA, 2016). São ativados por alguns mecanismo, tais 

como após a fagocitose de neutrófilos apoptóticos, processo conhecido como eferocitose, 

ou pela ação da interleucina-4 e interleucina-13 (SICA et al., 2015). Macrófagos desta 

subpopulação apresentam uma síntese reduzida de citocinas inflamatórias e uma maior 

liberação de mediadores importantes para a resolução da inflamação, como a interleucina-

10 (IL-10) e o fator de crescimento transformante beta 1 (TGF-β1), para a formação de 

novos vasos sanguíneos, como o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), e 

para a síntese e o remodelamento de uma nova matriz extracelular (TGF-β1) (WYNN & 

VANELLA, 2016). 

 

1.1.3 – Fase proliferativa 

 

 A liberação de certos mediadores químicos, produzidos principalmente por 

macrófagos M2, estimula a migração e a proliferação de fibroblastos e queratinócitos, a 

partir das bordas da ferida, e de células endoteliais a partir de vasos sanguíneos pré-

existentes e adjacentes ao local da lesão (SNYDER et al., 2016).  

Durante a cicatrização, o processo de angiogênese é um fator importante para o 

progresso do reparo tecidual, pois cabe a esta neovascularização o fornecimento de 

oxigênio e de substratos energéticos às células presentes na lesão (GREAVES et al., 

2013). A angiogênese ocorre principalmente a partir da ativação, migração e proliferação 

de células endoteliais de vasos pré-existentes, processo conhecido como brotamento. Em 

resposta às citocinas e fatores de crescimento, dentre estes, o VEGF e o fator de 
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crescimento fibroblástico (FGF), liberados por células no local da lesão. As células 

endoteliais passam a sintetizar metaloproteinases, que permitem a degradação de sua 

membrana basal, assim como a invasão e a migração pela matriz extracelular, permitindo 

a ocupação de áreas anteriormente avascularizadas (CARMELIET & JEIN, 2011; 

POTENTE E CARMELIET, 2017). A insuficiência deste processo está associada a 

cronificação da cicatrização, como ocorre em feridas diabéticas e isquêmicas. No diabetes 

por exemplo, os altos níveis glicêmicos estão associados com a redução do diâmetro e do 

número de vasos recém-formados, com a instabilidade dos mesmos, a disfunção 

endotelial e a maior suscetibilidade à apoptose (OKONKWO & DIPIETRO, 2017). 

Ainda nesta fase, a invasão do sítio da ferida por fibroblastos em migração e 

proliferação, leva à substituição gradual da matriz provisória, rica em fibrina e formada 

durante o processo de hemostasia, por um novo arcabouço, cujos componentes dão 

suporte aos eventos da angiogênese, a formação do tecido de granulação e a re-

epitelização da ferida (GREAVES, 2013). O infiltrado de fibroblastos libera enzimas que 

degradam o coágulo de fibrina e o substitui por componentes da MEC, tais como 

colágeno, glicoproteínas, proteoglicanos e glicosaminoglicanos. Em um primeiro 

momento, a produção de colágeno caracteriza-se pela maior síntese e deposição de fibras 

de colágeno do tipo III, um colágeno ainda imaturo, menos resistente, porém capaz de 

fornecer um arcabouço de fácil migração celular (BAINBRIDGE, 2013). 

Citocinas da família TGF-β estão envolvidas com a estimulação da migração de 

fibroblastos e com a síntese dos componentes da MEC (LICHTMAN, OTERO-VINAS, 

FALANGA, 2016). Além disso, ao final da fase proliferativa, em resposta a estas 

citocinas, muitas destas células passam por um processo de diferenciação em 

miofibroblastos, agora caraterizados pela grande concentração de α-actina de músculo 

liso (αSMA) em seu citoplasma (LEASK & ABRAHAM, 2004). Esta diferenciação 

garante a capacidade de contração destas células, importante para o processo de contração 

das feridas, que aproxima as suas bordas e, em associação com a re-epitelização, permite 

o seu fechamento (HINZ, 2016). 

 

1.1.4 – Fase de maturação 
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 O último e mais longo estágio da cicatrização é a fase de maturação da ferida, 

marcada pela formação do tecido de cicatrização (WANG et al., 2018). Durante esta 

etapa, macrófagos e fibroblastos presentes na área da ferida entram em apoptose, 

reduzindo a quantidade destas células junto ao tecido. Simultaneamente, observa-se a 

inibição do processo de angiogênese, com consequente regressão dos vasos recém 

formados, reduzindo o fluxo sanguíneo na região (ENOCH & LEAPER, 2008).  

 Outro evento importante durante a maturação é o remodelamento dos 

componentes da MEC, com substituição do colágeno tipo III, por um tipo de colágeno 

mais estável, o colágeno tipo I, que aumenta a resistência da cicatriz à tensão mecânica. 

O remodelamento da MEC é um processo dinâmico, controlado pela síntese de fatores 

pró- e anti-fibrogênicos e pelo balanço entre a secreção de metaloproteinases e de seus 

inibidores (BAUM & ARPEY, 2006; WANG et al., 2018). 

O reparo anormal de feridas resulta de desordens no remodelamento do tecido de 

granulação e pode levar a uma cicatrização hipertrófica ou fibrose (BERMAN, 

MADERAL & RAPHAEL, 2017). Além disso, quando o reparo ocorre de forma 

inapropriada, desencadeia-se uma resposta inflamatória crônica a qual pode levar ao 

retardo da cicatrização e isso representa um problema direto para o indivíduo, causando 

desconforto físico e/ou psicológico e demora na reabilitação, podendo até causar 

amputação de membros e morte por septicemia nos casos mais extremos (ZHAO et al., 

2016). Portanto, existe um grande interesse no estudo de moléculas/fármacos os quais 

possam modular o processo de cicatrização de feridas. 

 

1.2 – Integrina α2β1 e seu papel em processos associados ao reparo de feridas. 
 

 As integrinas são uma família de receptores heterodiméricos transmembrana, 

formadas por uma subunidade α e uma subunidade β. Atualmente, tem-se o conhecimento 

de 24 diferentes integrinas expressas pelas células de mamíferos, constituídas pela 

combinação de uma das 18 subunidades α e uma das 8 subunidades β já descritas (FU, 

WUANG & LUO, 2011). As integrinas são compostas por uma porção extracelular, 

formada de múltiplos domínios, uma região transmembrana e uma pequena cauda voltada 

para o espaço intracelular (FRANCESCHI et al., 2015). A diversidade de possíveis 

combinações entre suas subunidades permite às integrinas a associação com vários dos 
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constituintes da MEC, tais como fibronectina, laminina e colágeno, assim como a ligação 

a diferentes receptores encontrados na superfície celular, dentre estes a molécula de 

adesão celular 1 (ICAM-1) e a molécula de adesão vascular 1 (VCAM-1) (Figura 3). 

Dessa maneira, as integrinas regulam não apenas o contato das células à matriz 

extracelular, mas também participam da adesão célula-célula (BARCZYK, M.; 

CARRACEDO, S.; GULLBERG, 2010).  

 

Figura 3 - Representação esquemática dos 24 heterodímeros constituintes da família das integrinas 
de vertebrados. 

Fonte: Imagem modificada de BARCZYK, M.; CARRACEDO, S.; GULLBERG, D. Integrins. Cell and 
Tissue Research, vol. 339, pp. 269-280, 2010. 
  

A comunicação por meio destes receptores é bidirecional, o que se traduz em uma 

sinalização de “dentro para fora” (inside-out), como durante a transdução de sinais 

provenientes do meio intracelular, que alteram a conformação destas glicoproteínas, 

levando-as a um estado ativado. Ou ainda, em uma sinalização de “fora para dentro” 

(outside-in), desencadeada pela interação das integrinas com seus ligantes no espaço 

extracelular, provocando alterações em sua porção citoplasmática  que levam à ativação 

de diferentes vias de sinalização responsáveis pela regulação de comportamentos 
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SASAKI et al., 2003; BRIAN et al., 2004). De fato, a utilização de modelos animais 

knockout para integrina α2β1, ou ainda, de anticorpos monoclonais ou inibidores deste 

receptor, elucidaram sua participação em processos inflamatórios, tais como a artrite 

reumatoide e a encefalomielite (TSUNODA et al., 2007; PETERS et al., 2012; 

NISSINEN et al., 2015) 

 Durante o processo de angiogênese, incitada pelo VEGF, foi demonstrada uma 

alta expressão das integrinas α1β1 e α2β1 na superfície das células endoteliais, um 

indicativo da importância destes receptores durante este evento. Dando suporte a este 

pensamento, o tratamento com anticorpos monoclonais anti-α1 ou anti-α2, realizado in 

vitro, foi capaz de inibir a migração de células endoteliais imobilizadas em um substrato 

rico em colágeno do tipo I (SENGER et al., 2002). San Antonio e cols. (2009) trabalhando 

com modelos in vitro e in vivo demonstraram a ação supressora de uma molécula 

inibidora da integrina α2β1 (SMI496) sobre o processo de angiogênese, inibindo a adesão 

de células endoteliais ao colágeno, a migração sobre este constituinte da matriz e a 

angiogênese induzida pelo mesmo. Ghatak e cols. (2016) trabalhando com três modelos 

distintos para a análise da angiogênese in vivo, a saber, implantes subcutâneos de esponja, 

feridas excisionais, e angiogênese tumoral, demonstraram ainda uma redução do número 

de vasos sanguíneos recém-formados em camundongos knockout para as integrinas α1β1e 

α2β1.  

Como mencionado anteriormente, a integrina α2β1 também é expressa em 

queratinócitos, principalmente aqueles localizados no estrato basal da epiderme, e em 

fibroblastos. Estudos in vitro, elucidaram o papel da integrina α2β1, sobre a perda da 

adesão, a migração e a proliferação epitelial, eventos importantes durante a re-

epitelização de feridas cutâneas (DUMIN et al., 2001; DECLINE, & ROUSSELE, 2001). 

Além disso, a ativação da integrina α2β1 por seus substratos, mostrou-se capaz de induzir 

a síntese de colágeno por fibroblastos, participando também da mecanotransdução de 

sinais (ECKES et al., 2006). 

Desse modo, as integrinas se tornaram um importante alvo terapêutico levando a 

pesquisa científica a buscar ferramentas para a compreensão da sinalização mediada por 

estes receptores, e a descoberta de novas moléculas com ação farmacológica na 

modulação de diferentes integrinas (GOODMAN & PICARD, 2012). Nesse contexto, a 

pesquisa com as proteínas disintegrinas e tipo-disintegrinas presentes na peçonha das 
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serpentes tem inspirado diversos estudos quanto a ação destas proteínas em uma série de 

processos. 

1.3 – A peçonha das serpentes e a jararagina-C 
 

Em países tropicais, acidentes com animais peçonhentos, como escorpiões, 

aranhas e serpentes, são responsáveis por uma taxa significativa de mortalidade e 

morbidade dentro da população (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2007). No 

Brasil, apenas no ano de 2019, foram registradas 265.701 notificações envolvendo 

acidentes com tais animais, junto ao Sistema de Informação de Agravos de Notificação 

(SINAN) pertencente à Secretaria de Vigilância em Saúde. Destes, 30.482 casos 

correspondiam a acidentes ofídicos.  

Em 2009 a Organização Mundial da Saúde (OMS) incluiu o envenenamento por 

serpentes dentro do grupo de doenças tropicais negligenciadas. Estima-se que, 

mundialmente, ocorram entre 1.8 – 2.7 milhões de casos de envenenamento, com 81.000 

– 138.000 mortes a cada ano (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019). 

Em todo o território brasileiro, a maioria dos casos de envenenamento por 

serpentes está associada ao gênero Bothrops (BOCHNER, FISZON & MACHADO, 

2014).  Bothrops jararaca é uma das espécies que compreendem este grupo. Com grande 

importância médica, dentre os efeitos mais comuns associados à peçonha destes animais 

destacam-se, distúrbios na hemostasia, coagulopatias, hemorragia local e/ou sistêmica, 

lesão e necrose tecidual (KAMIGUTI et. al, 1991). Essa diversidade de efeitos, por sua 

vez, contribui para a captura de suas presas, subjugando-as ou mesmo levando-as a morte 

(ZELANIS et, al. 2010).      

A peçonha de B. jararaca é uma mistura complexa de toxinas, não somente 

responsáveis pelas manifestações clínicas, associadas aos acidentes com estes animais, 

mas também de grande interesse na pesquisa biomédica e farmacológica. Componentes 

orgânicos, minerais e proteínas, tais como lectinas tipo C, serinoproteases, peptídeos 

precursores da bradicinina, L-aminoácido oxidases, fator de crescimento do endotélio 

vascular da peçonha de serpentes (svVEGF), disintegrinas, fosfolipases A2 e as 

metaloproteinases da peçonha de serpentes (SVMPs – Snake Venom Metalloproteinases) 

compreendem este acervo de substâncias (CIDADE, 2006).  
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A ação altamente hemorrágica da peçonha de serpentes viperídeas está associada 

a certas famílias de proteínas, que podem ou não apresentar atividade proteolítica. Dentre 

estas moléculas destacam-se as SVMPs, inicialmente descritas como hemorraginas, 

termo anteriormente utilizado para designar as toxinas proteolíticas, de ação hemorrágica, 

presentes na peçonha (GUTIÉRREZ et al., 2016). Ao longo dos anos, muitas SVMPs 

foram isoladas e tiveram a sua estrutura elucidada, possibilitando o agrupamento destas 

proteínas em classes, segundo a presença de determinados domínios estruturais após o 

seu processamento pós-traducional. As SVMPs da classe PI apresentam apenas o domínio 

metaloproteinase em sua estrutura. A classe PII contém um domínio disintegina adicional 

em sua extremidade C-terminal. Por fim, as SVMPs da classe PIII apresentam o domínio 

catalítico metaloproteinase N-terminal, acrescido de um domínio tipo-disintegrina e um 

domínio rico em cisteínas. Algumas metaloproteinases da classe PIII, podem ainda conter 

domínios tipo-lectina associados ao domínio rico em cisteínas. Estas SVMPs 

anteriormente formavam uma classe a parte (PIV), e foram posteriormente realocadas 

como membros da classe P-III, devida a falta de transcritos de mRNA para estas 

proteínas, que possivelmente devem resultar de uma modificação pós-traducional das 

SVMPs da classe P-III (FOX & SERRANO, 2005; FOX & SERRANO, 2008). 

 

Figura 5 - Representação esquemática do modelo proposto para a classificação das SVMPs, 
segundo a presença de determinados domínios em sua estrutura 

As SVMPs são sintetizadas na peçonha das serpentes como precursores latentes, passando por modificações 
pós-traducionais, que incluem, por exemplo, a remoção proteolítica de um ou mais de seus múltiplos 
domínios. P. pré-domínio. Pro: pró-domínio. Proteinase:  domínio metaloproteinase. Dis: domínio 
disintegrina. Dis-like: domínio tipo-disintegrina. Cys-rich: domínio rico em cisteínas. Lec: domínio ligante 
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A jararagina é uma das SVMPs mais estudadas quanto aos seus impactos 

fisiopatológicos, apresentando efeitos tanto sobre as manifestações locais, quanto 

sistêmicas, decorrentes do envenenamento. Sua alta concentração na peçonha bruta e a 

facilidade em seu processo de purificação, possibilitaram o seu uso extensivo na pesquisa 

básica, permitindo a elucidação de inúmeros mecanismos biológicos, bem como das 

características estruturais associadas as SVMPs e à subfamília M12 de metaloproteinases 

(MOURA-DA-SILVA & BALDO, 2012). Em modelos experimentais in vitro e in vivo, 

a administração da jararagina mostrou-se capaz de alterar a expressão gênica, a síntese de 

mediadores, a morfologia, bem como, outros aspectos do comportamento celular, tais 

como a migração,  a proliferação, a sobrevivência e a adesão celular ao seu substrato 

(LOPES et al., 2012; SCHATTNER et al., 2005; ZIGRINO et al., 2002)  

Em 1994, foi identificada na peçonha de B. jararaca uma outra proteína com 

estrutura similar a jararagina, constituída por uma sequência derivada da extremidade C-

terminal desta SVMP, resultante de um processo de autólise desta toxina. Esta nova 

proteína consistia em apenas dois domínios, um domínio tipo-disintegrina, em sua 

extremidade N-terminal, e um domínio rico em cisteínas em sua extremidade C-terminal. 

A jararagina-C (jar-C), como ficou conhecida, apesar de não possuir atividade 

proteolítica, devido à perda de seu domínio metaloproteinase, era capaz de se ligar a 

integrina α2β1 e desta maneira inibir a agregação plaquetária mediada pelo colágeno, 

assim como a jararagina (USAMI et al., 1994). 

A jararagina-C foi agrupada junto as proteínas disintegrinas e tipo-disintegrinas, 

presentes na peçonha das serpentes, grupo de polipeptideos de baixa massa molecular, 

ricos em resíduos de cisteína e capazes de inibir a agregação plaquetária de forma rápida 

e eficiente. As disintegrinas da peçonha das serpentes podem ser divididas em dois grupos 

de acordo com sua estrutura e função. Estruturalmente, podem ser agrupadas em 

monoméricas e diméricas. As primeiras são agrupadas de acordo com o tamanho de sua 

cadeia polipeptídica e o número de cisteínas em disintegrinas curtas (8 cisteínas), médias 

(12 cisteínas) e longas (14 cisteínas). Já as disintegrinas diméricas possuem 10 resíduos 

de cisteína em cada subunidade. Funcionalmente são classificadas segundo o padrão 

tripeptídico presente no motivo de ligação às integrinas-alvo (MARCINKIEWISK, 

2013). 

Apesar da ausência do domínio metaloproteinase em sua estrutura proteica, a 

jararagina-C também é capaz de incitar muitos dos efeitos observados após a 
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administração da jararagina. Em modelo in vivo, Clissa e cols. (2006) analisaram a 

importância dos diferentes domínios destas moléculas sobre o recrutamento de leucócitos 

no músculo cremaster de camundongos. A injeção local da jararagina-C, assim como da 

jararagina, foi capaz de aumentar o número de leucócitos em rolamento sobre a parede 

das vênulas pós-capilares deste tecido. Ainda nesse trabalho, a administração da Jar-c 

levou a um aumento da síntese de citocinas envolvidas na resposta inflamatória (TNF-α, 

IL-1β e IL-6), após sua administração nas patas destes roedores, evidenciando o papel 

dos domínios tipo-disintegrina e rico em cisteínas sobre a inflamação local observada 

após um acidente ofídico.  

Também na microcirculação do músculo cremaster de camundongos, Zychar e 

cols. (2019) demonstraram um aumento no número de leucócitos, após a administração 

de 3 diferentes toxinas, a BnP1, uma SVMP da classe P-1, a jararagina e a jararagina-C, 

mostrando, mais uma vez, que a presença do domínio metaloproteinase na estrutura 

proteica não é um fator preditivo para o recrutamento de leucócitos induzido por estas 

moléculas, uma vez que os mesmos efeitos foram observados durante o tratamento com 

a Jar-C. 

Além disso, em um trabalho realizado em nosso laboratório, utilizando o modelo 

de inflamação crônica induzida por implantes de esponja de poliéster-poliuretano, 

observamos que os tratamentos com a jararagina, a jararagina-C e a jar-Phe (jararagina 

previamente tratada com o agente quelante 1-10 fenantrolina, perdendo sua atividade 

catalítica) foram capazes de modular os componentes da resposta inflamatória e dos 

processos de angiogênese e fibrogênese avaliados, mostrando a participação dos 

domínios tipo-disintegrina e rico em cisteínas nos efeitos biológicos provocados pelas 

SVMPs (FERREIRA et al., 2019).  

 Em nosso laboratório, avaliamos ainda os efeitos de outras disintegrinas, tais 

como a disintegrina recombinante DisBa-01 e a proteína tipo-disintegrina Alternagina-C 

(Alt-C), avaliadas quanto aos seus efeitos sobre formação do tecido fibrovascular 

induzido pelas matrizes de esponja. A DisBa-01 liga-se preferencialmente à integrina 

αvβ3, enquanto a Alt-C, assim como a Jar-C, tem maior afinidade pela integrina α2β1. 

Ambas as toxinas foram capazes de atenuar os parâmetros inflamatórios e angiogênicos 

avaliados, apresentando, no entanto, efeitos distintos quanto a deposição de colágeno 

(CASSINI-VIEIRA et al., 2014; RABELO et al., 2019). 
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Além de apresentarem uma maior afinidade pela integrina α2β1, a jararagina-C e 

a alternagina-C compartilham de 92% de similaridade em sua sequência de aminoácidos. 

Trabalhos tanto in vitro quanto in vivo têm demonstrado os efeitos da Alt-C sobre a 

modulação de diferentes comportamentos celulares, incluindo a migração, a adesão, a 

proliferação e a síntese de mediadores solúveis envolvidos em diferentes processos 

(MARIANO-OLIVEIRA et al., 2003; COMINETTI, 2004; RAMOS et al., 2007). Em 

um modelo de cicatrização de feridas excisionais in vivo, o tratamento com a Alternagina-

C foi capaz de acelerar o processo de reparo, incitando a formação de novos vasos 

sanguíneos, a secreção de citocinas pró-angiogênicas (ex.: fator de crescimento do 

endotélio vascular, VEGF; fator de crescimento fibroblástico 1, FGF1), a proliferação de 

fibroblastos e a deposição dos componentes de uma nova matriz extracelular 

(SANT’ANA et al., 2008; SANT’ANA et al., 2011).  

Dessa maneira, avaliamos neste trabalho os efeitos da jararagina-C, uma proteína 

tipo-disintegrina em um modelo de cicatrização in vivo, pois acreditamos que ela possa 

funcionar como um possível agente terapêutico, por meio da modulação de importantes 

fases e eventos envolvidos no processo de reparo, como a angiogênese, a inflamação e a 

deposição de colágeno, uma vez que a integrina α2β1 está presente em várias células 

envolvidas nesses processos. Esse estudo é importante não apenas como uma 

possibilidade terapêutica para o reparo, como também para a melhor compreensão dos 

mecanismos envolvidos nos processos de inflamação, angiogênese e reparo tecidual, que 

possam ser influenciados pela sinalização mediada pela integrina α2β1. 
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2 – Objetivos 
 

O objetivo geral deste projeto foi avaliar os efeitos da jararagina-C, uma proteína tipo-

disintegrina da peçonha de Bothrops jararaca, em um modelo pré-clínico de cicatrização 

de feridas cutâneas excisionais. A partir disso, tivemos como metas, estabelecer se essa 

molécula é capaz de:  

(1) modular o componente inflamatório,  

(2) modular o componente angiogênico e  

(3) modular o componente fibrótico durante o reparo tecidual em feridas cutâneas 

excisionais em camundongos. 

 

Os objetivos específicos foram: 

(1) Avaliar os efeitos da jararagina-C sobre a velocidade de fechamento de feridas 

cutâneas excisionais; 

(2) Avaliar, por meio de parâmetros (imuno)bioquímicos, histológicos e de biologia 

molecular, os efeitos da jararagina-C sobre a inflamação, a angiogênese e a deposição de 

colágeno, bem como a produção de citocinas importantes para esses processos durante a 

cicatrização de feridas cutâneas excisionais. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 – Obtenção da peçonha 
 

A Jararagina-C foi purificada a partir da peçonha de Bothrops jararaca pelos 

princípios cromatográficos de interações hidrofóbica e de troca iônica, utilizando 

respectivamente as colunas Hi Trap Phenyl FF (Low sub) eMono Q 5/50 GL em um 

sistema de FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) - FPLC - AKTA Purifier (GE). 

Para alcançar o nível de pureza necessário para a realização de nossos experimentos uma 

segunda etapa de purificação em coluna de troca iônica foi realizada sob as mesmas 

condições (PAINE et al., 1992; MOURA-DA-SILVA et al., 2003). A concentração 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 à presença de contaminantes. A atividade biológica da proteína foi confirmada 

com ensaios de inibição da agregação plaquetária induzida por colágeno tipo 1 

(KAMIGUTI et al., 1996).  

 

3.2 – Animais  
 

O protocolo experimental envolvendo animais foi realizado de acordo com as 

normas éticas de pesquisa animal, sendo este trabalho aprovado pela Comissão de Ética 

na Utilização de Animais da Universidade Federal de Uberlândia (CEUA-UFU), parecer 

085/16 (Anexo 1). Foram utilizados 160 camundongos machos, da linhagem Swiss, com 

idade entre 8 e 9 semanas, pesando entre 30 – 35g, fornecidos pela Rede de Biotérios de 

Roedores da Universidade Federal de Uberlândia. Os animais foram mantidos no 

Depositário de Animais do Departamento de Ciências Fisiológicas do Instituto de 

Ciências Biomédicas. Durante todo o experimento foram acondicionados em gabinetes 

com controle de temperatura, umidade e ciclo claro/escuro de 12 h, com livre acesso a 

água e ração (ad libitum).  

 

3.3 – Modelo de cicatrização de feridas excisionais. 
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Para o estudo dos efeitos do tratamento intradérmico com a toxina durante a 

cicatrização, foram realizadas quatro feridas equidistantes no dorso dos camundongos, 

com o auxílio de um punch circular de biópsia cirúrgica de 5 mm. Para isso, os animais 

foram anestesiados com uma mistura de cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), 

aplicada via intraperitoneal, e submetidos à tricotomia e assepsia da região dorsal com 

álcool 70% (v/v). As feridas foram criadas através do pressionamento da pele com o 

auxílio do punch (Figura 7). A mensuração da área das feridas, para o acompanhamento 

da cinética de cicatrização, foi realizada com o auxílio de um paquímetro digital, 

iniciando imediatamente após a indução das mesmas (dia 0, área inicial da ferida) e 

ocorrendo em intervalos pré-determinados (1, 3, 7, 10 e 14 dias) (CANESSO et al., 2014; 

MOREIRA et al., 2015). O cálculo da área da ferida foi realizado segundo a seguinte 

equação: 

𝐴 = [(𝑑𝑖â𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 𝑚𝑎𝑖𝑜𝑟2 ) 𝑋 (𝑑𝑖â𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 𝑚𝑒𝑛𝑜𝑟2 ) 𝑋 𝜋] 

Onde: A = área mensurada 

π = 3,14 

 

Por sua vez, a cinética de cicatrização foi avaliada segundo a porcentagem de fechamento 

da ferida relativo ao tamanho original da mesma, utilizando a seguinte equação: 

 

% 𝑑𝑒 𝑓𝑒𝑐ℎ𝑎𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 = [1 − (𝐴𝑓𝐴0)] 𝑋 100 

 

Onde: Af = Área da ferida mensurada em um intervalo de tempo. 

A0 = Área inicial da ferida, mensurada após a sua indução. 

 

Nos intervalos de tempo de 1, 3, 7, 10 e 14 dias, os animais foram eutanasiados por 

aprofundamento anestésico com tiopental (Thiopentax ®, Cristália). Para as análises 

histológicas, bioquímicas e moleculares, a região da ferida junto da pele em seu entorno 

foram coletadas com o auxílio de um punch de biópsia circular de 8mm.  
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Figura 7 – Modelo de feridas excisionais em camundongos. 
Fonte: MOREIRA, C.; CASSINI-VIEIRA, P.; DA SILVA, M.; BARCELOS, L. da. Skin Wound Healing 
Model - Excisional Wounding and Assessment of Lesion Area. BIO-PROTOCOL, v. 5, n. 22, 2015.  

 

3.4 – Grupos experimentais e tratamento das feridas 
Os camundongos foram divididos aleatoriamente (n = 8-10) entre os seguintes 

grupos experimentais: 

8-10 animais tratados com PBS (grupo controle) e eutanasiados 1 dia após a lesão. 

8-10 animais tratados com a Jar-C e eutanasiados 1 dia após a lesão. 

8-10 animais tratados com PBS (grupo controle) e eutanasiados 3 dias após a lesão. 

8-10 animais tratados com a Jar-C e eutanasiados 3 dias após a lesão. 

8-10 animais tratados com PBS (grupo controle) e eutanasiados 7 dias após a lesão. 

8-10 animais tratados com a Jar-C e eutanasiados 7 dias após a lesão. 

8-10 animais tratados com PBS (grupo controle) e eutanasiados 10 dias após a lesão. 

8-10 animais tratados com a Jar-C e eutanasiados 10 dias após a lesão. 

8-10 animais tratados com PBS (grupo controle) e eutanasiados 14 dias após a lesão. 

8-10 animais tratados com a Jar-C e eutanasiados 14 dias após a lesão. 

 

Cada uma das quatro feridas realizadas no dorso dos animais recebeu 10 µL das 

substâncias testadas, aplicados em 4 pontos equidistantes nas bordas das feridas (2,5 µL 

por ponto), com o auxílio de uma seringa Hamilton conectada a uma agulha gengival 

longa. Durante o tratamento os animais foram sedados com anestésico inalatório 

isoflurano (Isoflorine ® Cristália, Brasil), permitindo a administração intradérmica da 

molécula. 

A administração de 200 ng da Jar-C por ferida foi determinada com base em nosso 

trabalho anterior (FERREIRA et al.,2018), onde foram observados os efeitos desta toxina 

sobre o desenvolvimento de um tecido de granulação induzido por implantes de esponja 

de poliéster-poliuretano. Neste modelo, a formação de um tecido fibrovascular possibilita 
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3.5 – Dosagem de hemoglobina  

O conteúdo de hemoglobina nas feridas foi dosado a partir da técnica de Drabkin 

como um método indireto para avaliação da neovascularização das mesmas (PLUNKET 

& HAILEY, 1990; HU et al., 1995). As amostras, neste caso ½ ferida por animal, foram 

pesadas e homogeneizadas em 1mL de reagente cromogênico específico para 

hemoglobina (kit de Dosagem de Hemoglobina Labtest, Brasil) e, em seguida, 

centrifugadas por 40 minutos a 12.000 x g a 4 ºC. Parte do sobrenadante foi coletado e 

filtrado em filtros de 0,22 µm (Millipore). A quantificação do conteúdo de hemoglobina 

foi realizada tendo como base uma curva-padrão de concentrações conhecidas. 200 µL 

das amostras e dos pontos da curva foram transferidos em duplicata para placas de 96 

poços. A concentração de hemoglobina foi calculada a partir da absorbância das amostras 

em comprimento de onda de 540 nm e os resultados expressos em µg de Hb por mg de 

peso úmido de tecido. 

 

3.6 – Avaliação da atividade da mieloperoxidase (MPO) 

A mieloperoxidase é uma heme-peroxidase presente em grande quantidade no 

interior dos grânulos azurófilos de neutrófilos, liberada para dentro dos fagolisossomos 

ou para o espaço extracelular durante a resposta inflamatória. O conteúdo deste marcador 

foi avaliado nas amostras de ½ ferida de cada animal, utilizando a técnica de Bradley e 

cols. (1982). As amostras foram pesadas, homogeneizadas em 2 mL de tampão fosfato de 

sódio (pH 5,4) e, em seguida, 300 µL do homogenato foram transferidos para um novo 

microtubo (eppendorf) de 1,5 mL. A esta solução foram acrescentados 600 µL de HTAB 

(Brometo de Hexadeciltrimetilamônio – Sigma) 0,5% p/v diluído em tampão fosfato pH 

5,4. Em seguida, as amostras foram sonicadas por 20 segundos e submetidas a 3 ciclos de 

congelamento rápido em nitrogênio líquido e aquecimento em banho-maria. Após este 

processo, os tubos foram centrifugados a 10.000 x g por 10 minutos a 4ºC e 200 µL do 

sobrenadante utilizados para o ensaio de atividade enzimática. A reação seguiu a seguinte 

ordem, em um microtubo (eppendorf) de 1,5 mL foram adicionados 100µL de peróxido 

de hidrogênio 0,003%, em seguida, 100 µL de TMB (3,3’, 5,5’- tetrametilbenzidine - 

Sigma) a 6,4 mM diluído em DMSO (dimetil sulfóxido – Merck) e por fim os 200 µL do 

sobrenadante da amostra. O tempo da reação foi cronometrado e padronizado em 1 
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minuto. Após este intervalo a reação foi interrompida com a adição de 100 µL de H2SO4 

(ácido sulfúrico – Merck) a 4 M. 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). 

 

3.7 - Avaliação da atividade da N-acetil-β-D-glicosaminidase (NAG) 
 

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

macrófagos ativados. A quantificação desta enzima por meio da técnica de Bailey (1998) 

e adaptada por Barcelos e cols. (2005), foi utilizada como um marcador indireto da 

presença destas células junto da ferida em cicatrização. Após a eutanásia dos 

camundongos foram coletadas ½ ferida de cada animal, estas foram pesadas e então 

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

(gelado). Em seguida, as amostras foram centrifugas a 960 x g por 10 minutos a 4 ºC e o 

sobrenadante utilizado para o ensaio de avalição da atividade enzimática. Em uma placa 

de 96 poços foram adicionados 100 µL das amostras em duplicata, nas quais foram 

adicionados 100 µL do substrato (p-nitrofenil-n-acetil-β-D-glicosaminida– Sigma), 

diluído em tampão citrato/fosfato pH 4,5, incubadas a 37ºC durante 30 minutos. Após 

este tempo, foram adicionados 100µL de tampão glicina 0,2M, pH 10,6 e a absorbância 

foi medida por espectrofotometria em leitor de microplaca, em comprimento de onda de 

400nm. A atividade de NAG nas feridas foi calculada a partir de uma curva padrão de p-

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

p-nitrofenol-nacetil-β-D-glicosamina com a n-acetil-β-D-glicosaminidase (NAG). Os 

resultados das leituras foram expressos em nmol/mg de peso úmido do tecido. 

 

3.8 - Avaliação da produção de colágeno solúvel  
 

A produção de colágeno nas amostras de ½ feridas foi quantificada 

colorimetricamente baseada na reação de formação do complexo colágeno-Picrossirius 

Red. Esta técnica foi desenvolvida por Phillips e colaboradores (2002) e adaptada por 

Campos e colaboradores (2006). Sucintamente, as amostras de ferida foram 

homogeneizadas em solução salina 0,9% com Triton X-100 (Promega) a 0,1%. Em 
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seguida, os debris foram removidos pela centrifugação a 6000 x g por 10 minutos a 4 ºC. 

50µL do sobrenadante foram transferidos para novos microtubos (eppendorf) de 1,5 mL 

e a estes foram adicionados 50 µL do reagente Picrossirius Red. Após 30 minutos de 

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

por centrifugação a 10.000 x 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 (Merck) e os resultados expressos em µg de colágeno 

por mg de peso úmido de tecido. 

 

3.9 - Dosagem de citocinas e quimiocinas 
 

Para a avaliação das citocinas TNF-α, IFN-γ, CXCL-1, CCL-2/JE/MCP-1, VEGF, 

bFGF e TGF-β1 envolvidas nos processos de inflamação, angiogênese e fibrogênese, 

utilizou-se o ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA - enzyme-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 100 µL/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 300 µL/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 2 horas. Após nova etapa de lavagem, foram adicionados 

à placa, 100 µL/poço dos padrões e das amostras, em seguida as placas foram novamente 

incubadas a 4 ºC overnight. Após nova lavagem das placas, foram adicionados 100 

µL/poço de solução de anticorpo (biotinilado anti-camundongo) para a citocina em 

questão. As placas foram incubadas por 2 horas. Após lavagem, foram adicionados 100 

µL/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), 100 

µL/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 50 µL/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 
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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 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 HCl) para neutralizar a reação 

 

3.10 – RT-PCR 
 

3.10.1 – Coleta do material para análises moleculares  

  
Após a eutanásia dos animais, as feridas e a pele ao seu entorno, foram removidas 

com o auxílio de um punch de biópsia de 8 mm e cortadas perpendicularmente em duas 

metades. A uma destas metades foram imediatamente adicionados 750 µL do reagente 

Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), para a extração do RNA. Em seguida, as 

amostras foram congeladas em nitrogênio líquido e mantidas em ultrafreezer, à 

temperatura de -80 ºC, até o momento das análises moleculares. 

 

3.10.2 – Extração do RNA  
 

A extração do RNA ocorreu segundo as orientações do fabricante. As amostras 

foram descongeladas em gelo e homogeneizadas com o auxílio de um homogeneizador 

de tecidos. Em seguida, foram adicionados 200 µL de clorofórmio para cada 750 µL de 

Trizol. Foi realizada a agitação em vórtex durante 15 segundos e após esta etapa, os 

microtubos foram mantidos em repouso por 2 minutos em temperatura ambiente. As 

amostras homogeneizadas foram centrifugadas a 12.000 g por 15 minutos a 4ºC.  Após a 

centrifugação a fase aquosa, localizada na porção superior do tubo e contendo o RNA, foi 

transferida para um novo microtubo, no qual foram adicionados 500 µL de isopropanol. 

As amostras foram incubadas em temperatura ambiente por 10 minutos e, após este 

intervalo, centrifugadas a 12.000 g por 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi descartado 

e ao pellet remanescente foram adicionados 750 µL de etanol 75% v/v.  As amostras 

foram novamente centrifugadas, desta vez a 7500 g durante 5 minutos por 4 ºC. Após o 

descarte do sobrenadante, os tubos foram deixados abertos até a secagem completa dos 
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pellets que, por fim, foram diluídos em 25 µL de água DNAase e RNAase-free.  Após a 

extração, a qualidade do RNA foi confirmada por meio de um gel de eletroforese em 

agarose 1,5%. Em seguida, a quantificação das amostras de RNA foi realizada por meio 

do aparelho NanoDrop (Thermo Fisher Scientific). A quantificação foi realizada por meio 

da absorção em comprimento de onda de 260nm, utilizando 2μl da amostra pura. A 

concentração final foi fornecida em ng/μL e a pureza do RNA foi avaliada pela correlação 

260/280 (RNA/proteínas). 

 

3.10.3 – Síntese de cDNA 
 

 Em um microtubo foram adicionados 2,0 µg de RNA, 0,5 µg do primer Oligo dT 

e água livre de nucleases até o volume final de 15 µL. As amostras foram incubadas por 

5 minutos a 70ºC para permitir a hibridização do primer e, posteriormente, mantidas no 

gelo. Em seguida, em cada uma das amostras, foram adicionados 10 µL de uma mistura 

de reagentes contendo uma concentração final de 10 mM de cada dNTP, 5X do tampão 

de reação da enzima, 200U da enzima transciptase reversa (M-MLV RT, Promega) 25 

unidades de RNasin e água livre de nucleases para um volume final de reação de 25 µL. 

As amostras foram incubadas por 1 hora a 37 ºC, permitindo a transcrição reversa do 

mRNA. Por fim, as amostras de cDNA foram armazenadas a -20 ºC.  

 

310.4 – PCR em tempo real 
 

 Para a realização da técnica de PCR em tempo real utilizamos sondas Taqman 

para análise da expressão de tnf-α (Mm.PT.58.12575861), ccl2 (Mm.PT.58.42151692), 

iNOS (Mm.PT.58.43705194), Mrc-1 (Mm.PT.58.42560062), Arg1 

(Mm.PT.58.8651372), Fizz-1 (Mm.PT.58.43062398), tgm2 (Mm.PT.58.12507338) e 

b2m (Mm.PT.39a.22214835) como gene normatizador.  

 Para a reação de PCR, foi utilizado 1 µL de cDNA em volume final de 10 µL, 

contendo 5 µL de PrimeTime Gene Expression Master Mix 2X (Integrated DNA 

Technologies, EUA), 0,25 µL da sonda do gene normatizador (b2m), 0,25 µL da sonda-

alvo e 3,5 µL de água livre de nucleases. A amplificação foi realizada em aparelho 

termociclador StepOne PCR System (Applied Biosystems, EUA). As condições para 
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amplificação foram as seguintes: 95 ºC por 3 minutos e 40 ciclos de 95ºC por 15 segundos, 

60 ºC por 1 minuto. Para a análise, uma relação comparativa entre os ciclos de reação (Ct) 

foi utilizada para determinar a expressão gênica em relação ao controle b2m 

(constitutivo). Os resultados foram obtidos com o auxílio do software StepOne PCR 

System versão 2.3 (Applied Biosystems, EUA). Os dados foram analisados utilizando-se 

a seguinte fórmula: ∆∆Ct = o valor de calibração encontrado através da subtração das 

médias do Ct do grupo controle. Em que ∆Ct = Ct do gene alvo – Ct do gene constitutivo 

do camundongo (b2m). 

 

3.11 – Análises Histológicas 
 

Após a eutanásia, ½ ferida proveniente do dorso de cada animal foi fixada em 

solução metacarn (60% v/v metanol, 30% v/v clorofórmio e 10% v/v ácido acético) por 

um período mínimo de 4 horas em geladeira. Em seguida, as amostras foram submetidas 

as etapas de desidratação, diafanização e inclusão em parafina. Após a confecção dos 

blocos histológicos, os mesmos foram submetidos à microtomia (MICROM/HM-315) 

para a obtenção de secções com 5µm de espessura.  

A visualização geral da estrutura do tecido em cicatrização, bem como a 

quantificação do número de vasos sanguíneos, foi realizada a partir dos cortes 

histológicos corados com tricrômico de gomori. Os vasos considerados para esta 

contagem eram aqueles com lúmen e endotélio visíveis, com ou sem eritrócitos em seu 

interior. Para esta avaliação foram obtidas imagens de 15 a 20 campos aleatórios na região 

do tecido em cicatrização, capturadas com o auxílio de um microscópio LEICA ICC50 

(objetiva de 40X e ocular de 10X).  

A quantificação de mastócitos foi realizada nos cortes corados com azul de 

toluidina. Tais células sofrem um fenômeno conhecido como metacromasia, onde os seus 

grânulos coram-se em púrpura/violeta, devido à alta concentração de radicais ácidos 

presentes em glicosaminoglicanos como a heparina (SRIDHARAN & SHANKAR, 

2012). Para a realização desta quantificação foram obtidas imagens de 15 a 20 campos, 

padronizados segundo o intervalo de tempo avaliado, capturadas com o auxílio de um 

microscópio LEICA ICC50 (objetiva de 40X e ocular de 10X).  
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Por fim, a quantificação e observação da organização das fibras de colágeno na 

foram avaliadas nos cortes histológicos corados com picrossirius red. Para isso, foram 

realizadas entre 5 e 10 capturas em campos aleatórios do tecido em cicatrização, 

padronizado segundo o intervalo de tempo. As imagens foram obtidas utilizando um 

microscópio Nikon TS 100 com e sem o uso de um filtro de polarização (objetiva de 20X 

e ocular de 10X). Sob a luz polarizada é possível a diferenciação entre as fibras de 

colágeno do tipo I (marcadas em vermelho), as fibras de colágeno do tipo III (marcadas 

em verde) e as áreas de sobreposição (em amarelo/laranja) (JUNQUEIRA, BIGNOLAS 

& BRENTANI, 1979). As imagens foram digitalizadas com o auxílio do sistema de 

microcâmera Optcam e avaliadas com o software Image J (NIH, Bethesda, USA). 

  

3.12 – Análise estatística 
 

Os resultados foram apresentados como média ± erro padrão da média (e.p.m). A 

comparação entre os grupos foi feita utilizando-se o teste t de Student, dados não 

pareados, quando os dados consistiam de apenas dois grupos. A comparação entre os 

grupos nos experimentos de cinética foi realizada pelo teste estatístico two-way ANOVA, 

para verificar interações entre as variáveis independentes tempo e grupos, sendo utilizado 

o pós-teste de Bonferroni. Os valores de p<0,05 foram considerados significantes. A 

avaliação estatística e a construção dos gráficos foram realizadas no programa GraphPad 

Prism 7. 
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4.2 - Avaliação da produção de mediadores pró-inflamatórios durante o processo de 
cicatrização. 

 

Durante a cicatrização, as etapas constituintes deste processo são coordenadas 

pela liberação de citocinas, responsáveis por uma ampla variedade de efeitos biológicos. 

A resposta inflamatória, orquestrada por alguns destes mediadores, pode, no entanto, 

prolongar-se, provocando atrasos no reparo tecidual. Nos animais tratados com a 

jararagina-C, os níveis de TNF-α se mantiveram inferiores àqueles observados no grupo 

controle, na maior parte do intervalo de tempo avaliado, desde o 1º até o 10º dia após a 

lesão inicial (3º dia p < 0,001, 10º dia p < 0,01) (Figura 10A). Já a citocina IFN-γ, bastante 

correlacionada a ativação de macrófagos M1 no leito da ferida, parece ter sua síntese e 

liberação antecipadas, após o tratamento com a Jar-C, cujas feridas apresentaram maiores 

níveis deste mediador no primeiro dia após a lesão (p < 0,001) (Figura 10B).  

Os níveis de CXCL-1, quimiocina associada ao recrutamento de neutrófilos, 

mostraram-se menores nas feridas dos animais tratados com a toxina, no 1º e 7º dia do 

processo de cicatrização (p < 0,05) (Figura 10C). Além disso, no 3º dia após a lesão, 

durante o pico de secreção da quimiocina CCL2/JE/MCP-1, associada com o 

recrutamento de monócitos a partir da circulação sanguínea, o tratamento com a 

jararagina-C levou a redução dos níveis mensurados desta quimiocina (p < 0,01) (Figura 

10D). Nas feridas de ambos os grupos de animais, observou-se durante a cinética de 

produção destes mediadores, a mensuração de maiores concentrações durante o início da 

cicatrização, correspondente a fase inflamatória deste processo, com consequente redução 

dos mesmos até o 14º dia após a indução das feridas. Estes resultados sugerem que o 

tratamento com a jararagina-C possa atenuar a síntese de mediadores pró-inflamatórios 

durante processo de cicatrização. 
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Perfil da síntese de (A) TNF-α, (B) IFN-γ, (C) CXCL-1 e (D) CCL2/JE/MCP-1 nas feridas de animais do 
grupo controle (PBS), ou tratados com a proteína tipo-disintegrina jararagina-C (Jar-C), em diferentes 
intervalos de tempo após a indução das lesões. Os níveis das citocinas foram avaliados por meio do ensaio 
de ELISA. Os dados foram apresentados como a média ± e.p.m., n = 8-10 camundongos por grupo, para 
cada intervalo de tempo avaliado. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 (2-way ANOVA) 
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Figura 10 - Cinética da síntese de citocinas pró-inflamatórias nas feridas de camundongos tratados 
com a jararagina-C, durante o processo de cicatrização 
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4.3 - Avaliação do perfil de leucócitos nas feridas após o tratamento com jararagina-C 
 

O acúmulo de neutrófilos e macrófagos nas lesões, foi indiretamente mensurado 

por ensaios bioquímicos, baseados na atividade das enzimas MPO e NAG, sendo a MPO 

um marcador associado com a presença de neutrófilos, e a NAG um indicador da presença 

de macrófagos ativados. Durante a cinética de cicatrização, observou-se nas feridas 

tratadas com a jararagina-C um atraso no acúmulo de neutrófilos no leito da ferida nas 

primeiras 24 horas após a lesão (Figura 11A).  

 Em relação ao conteúdo de macrófagos, nos animais tratados com a Jar-C, foi 

observada uma maior atividade da enzima NAG, no 1º, 7º e 10º dia após a indução das 

feridas (p < 0,05), quando comparadas com o grupo controle. Apenas no 3º após a lesão, 

o grupo controle apresentou níveis mais elevados deste marcador, após atingir um pico 

em relação ao conteúdo destas células (p<0,01). No entanto, esse momento logo veio 

acompanhado de uma crescente redução da atividade enzimática de NAG (Figura 11B). 

Esses resultados sugerem que, ao contrário dos neutrófilos, o acúmulo de macrófagos no 

local da ferida é antecipado pelo tratamento com a jararagina-C, mantendo-se 

praticamente constante ao longo do período de tempo avaliado. 

 Por fim, para quantificarmos o número de mastócitos na região da ferida, secções 

histológicas do tecido em cicatrização foram coradas com azul de toluidina, 

possibilitando a observação da presença destas células junto ao tecido, graças ao 

fenômeno da metacromasia (Figura 12 A-C). O número de mastócitos, vistos no tecido 

de cicatrização, não apresentou diferenças entre os grupos avaliados até o 3º dia após a 

indução da ferida. A partir do 7º dia, observou-se um aumento no número destas células 

em ambos os grupos, porém de maneira mais acentuada no grupo controle, resultando em 

uma redução significativa do número destas células nas feridas dos animais tratados com 

a jararagina-C (7º dia p < 0,05; 10º dia, p < 0,001; 14º dia, p < 0,05)  (Figura 12D).  
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Figura 11 - Cinética do infiltrado de leucócitos nas feridas de camundongos tratados com a 
jararagina-C, durante o processo de cicatrização. 

Mensuração da atividade das enzimas (A) mieloperoxidase (MPO) e (B) N-acetil-β-D-glicosaminidase 
(NAG), marcadores indiretos do conteúdo de neutrófilos e macrófagos, nas feridas de animais do grupo 
controle (PBS), ou tratados com a proteína tipo-disintegrina jararagina-C (Jar-C), em diferentes intervalos 
de tempo após a indução das lesões. Os dados foram apresentados como a média ± e.p.m., n = 8-10 
camundongos por grupo, para cada intervalo de tempo avaliado. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 (2-way 
ANOVA). 
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Figura 12- Cinética da concentração de mastócitos nas feridas de camundongos tratados com a 
jararagina-C, durante o processo de cicatrização. 

Fotomicrografias das secções histológicas de feridas do 7º dia após a lesão e coradas com azul de toluidina. 
Grupos (A) controle e (B) tratado. (C) Fotomicrografia em maior aumento evidenciando mastócitos 
metacromáticos. (D) Representação gráfica da cinética do conteúdo de mastócitos nas feridas dos animais 
tratados com injeções intradérmicas de PBS ou da Jar-C. As setas amarelas indicam os mastócitos 
observados junto ao tecido. Os dados foram apresentados como a média ± e.p.m., n = 8-10 camundongos 
por grupo, para cada intervalo de tempo avaliado. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 (2-way ANOVA). 
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4.4 – O tratamento com a jararagina-C resultou em uma redução da expressão de genes 
associados a macrófagos M1 e um aumento da expressão de genes associados a 
macrófagos M2. 
 

Para caracterizar fenotipicamente a subpopulação de macrófagos no 10º dia após 

a lesão, durante a fase proliferativa do processo de cicatrização, analisamos a expressão 

gênica para Tnf-α, CCL2 e iNOS, que caracterizam macrófagos classicamente ativados 

(M1), e a expressão gênica para Mrc-1, Arg1, FIZZ1 e Tgm-2, que, por sua vez, 

caracterizam macrófagos alternativamente ativados (M2).  

A análise da expressão gênica relacionada aos macrófagos M1 mostra que houve 

uma redução na expressão de TNF-α (p < 0,01) e iNOS (p < 0,05), bem como, uma 

tendência à redução na expressão de CCL2, nas feridas dos animais tratados com a 

jararagina-C em comparação ao grupo controle (Figura 14). O tratamento resultou ainda, 

em uma maior expressão dos genes Fizz-1 e Tgm2, associados a macrófagos M2, sem 

alterar, no entanto, a expressão de Mrc-1 e Arg1, quando comparado ao grupo controle (p 

< 0,05)(Figura 13). 

 

 

 

Figura 13- A expressão relativa de genes associados ao fenótipo de macrófagos M1 é atenuada nas 
feridas excisionais tratadas com a jararagina-C. 

Níveis dos transcritos dos genes (A) Tnf-α, (B) CCL2 e (C) iNOS nas feridas coletadas no 10º dia após a 
lesão inicial. A RT-PCR foi normalizada utilizando o gene b2m como constitutivo. Os dados foram 
apresentados como a média ± e.p.m., n = 4-5 camundongos por grupo. *p<0,05, **p<0,01 (Teste t de 
student). 
 

 

 

A) B) C) 



50 

 

 

Figura 14 - Genes associados ao fenótipo de macrófagos M2 encontram-se superexpressos nas 
feridas excisionais tratadas com a jararagina-C. 

Níveis dos transcritos dos genes (A) Mrc-1, (B) Arg1, (C) Fizz-1 e (D) Tgm2 nas feridas coletadas no 10º 
dia após a lesão inicial. A RT-PCR foi normalizada utilizando o gene b2m como constitutivo. Os dados 
foram apresentados como a média ± e.p.m., n = 4-5 camundongos por grupo. *p<0,05 (Teste t de student). 
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4.5 – O tratamento com a jararagina-C aumentou a angiogênese durante a cicatrização 
das feridas cutâneas. 
 

O processo de angiogênese durante a cicatrização foi avaliado por meio da 

quantificação de vasos sanguíneos, em cortes histológico corados com tricrômico de 

gomori (Figura 15), pela quantificação do conteúdo de hemoglobina e pela dosagem dos 

níveis de citocinas pró-angiogênicas pelo método de ELISA. Nos animais tratados com a 

jar-C, a partir do 3º dia após a indução das feridas, a média de vasos sanguíneos observada 

nas secções histológicas foi maior que a média observada no grupo controle, 

permanecendo desta maneira até o término do experimento (3º dia, p<0,05; 7º dia p<0,01; 

10º dia, p<0,001; 14º dia, p < 0,01) (Figura 16A). Assim como na análise anterior, 

também a partir do 3º dia, os níveis das citocinas VEGF (3º dia, p<0,05; 7º dia 0,001; 10º 

dia, p<0,05) e FGF (1º dia, p<0,001; 3º dia, p<0,001; 7º dia, p<0,01; 10º dia p<0,05) 

estavam aumentados nas amostras coletadas dos animais tratados com a jararagina-C, 

quando comparados com o grupo controle até o 10º dia após a lesão (Figura 16C e D). 

Por fim, quando avaliado o conteúdo de hemoglobina, observou-se um aumento deste 

marcador nas feridas dos animais tratados com a jararagina-C no 1º (p<0,05), 10º (p<0,01) 

e 14º dia (p<0,001), quando comparado com o grupo controle (Figura 16B).  
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Figura 16 - Cinética dos parâmetros associados ao processo de angiogênese, avaliados após o 
tratamento com a jararagina-C, durante a cicatrização de feridas excisionais em camundongos 

(A) Média de vasos sanguíneos observados nas secções histológicas coradas com tricrômico de gomori, 
durante a cinética de cicatrização nos grupos controle (PBS) e tratado (Jar-C). (B) Quantificação do 
conteúdo de hemoglobina nas feridas após o tratamento com PBS ou com a jararagina-C, durante o intervalo 
de tempo avaliado. (C) Cinética da síntese das citocinas pró-angiogênicas FGF e VEGF, avaliadas por meio 
de ELISA. Os dados foram apresentados como a média ± e.p.m., n = 8-10 camundongos por grupo, para 
cada intervalo de tempo avaliado. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 (2-way ANOVA). 
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4.6 – A deposição de colágeno, especialmente de fibras de colágeno do tipo I, foi 
aumentada nas feridas tratadas com a Jar-C. 
 

 Especialmente durante as fases de proliferação e de maturação do processo de 

cicatrização, a síntese de colágeno é um evento importante para a integridade e o aumento 

da resistência da cicatriz. Em nosso trabalho, a produção e a deposição de colágeno foram 

avaliadas por meio da dosagem bioquímica do colágeno solúvel, pela avalição das 

lâminas coradas com picrosirius red e pela quantificação dos níveis da citocina pró-

fibrogênica TGF-β1.  

Nos grupos tratados com a toxina jararagina-C, a concentração do colágeno 

solúvel foi menor que a observada no grupo controle, no 1º (p<0,01) e 7º (p<0,05) dia 

após a lesão. No entanto, no 14º dia, os níveis deste marcador estavam aumentados nas 

feridas dos animais tratados com a jar-C (p<0,01) (Figura 17A). Nas lâminas coradas pelo 

picrosirius red, a quantificação da área marcada no tecido, correspondente ao colágeno 

total depositado, foi maior nas feridas dos animais do grupo tratado, do 1º ao 10º dia após 

a indução das feridas (Figura 17B). Por fim, nas feridas tratadas com a Jar-C, os níveis 

da citocina TGF-β1 foram maiores no 1º (p<0,01), 3º (p<0,01) e 10º (p<0,001) dia após 

a lesão, quando comparados ao grupo controle. Na cinética de ambos os tratamentos, 

observamos um pico da síntese desta citocina nas feridas coletadas após 10 dias da lesão 

(Figura 17C). 

A fim de avaliarmos o tipo de colágeno predominantemente depositado, as 

lâminas coradas com picrosirius red foram também fotografadas sob um filtro de luz 

polarizada (Figura 18). Por meio desta técnica, conseguimos distinguir as fibras de 

colágeno do tipo I (visualizadas em tons de vermelho) das fibras de colágenos do tipo III 

(coradas em verde), bem como, visualizar as áreas de sobreposição destes constituintes 

(vistas em tons de amarelo ou laranja). Nas feridas tratadas com a jararagina-C, apenas 

no 14º dia após a lesão, observou-se um aumento significativo do conteúdo de colágeno 

do tipo III, em relação ao grupo controle (Figura 19A). Contudo, a deposição de colágeno 

do tipo I, foi sempre maior ao longo de todo o intervalo experimental, nas feridas dos 

animais tratados com a proteína (Figura 19B). A predominância deste tipo de fibra, foi 

observada também, pela razão entre ambas, indicando um maior estímulo à sua produção 

pelo tratamento com a jararagina-C (Figura 19C).      
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Figura 17- Cinética dos parâmetros associados a deposição de colágeno, avaliados após o 
tratamento com a jararagina-C, durante o processo de cicatrização. 

(A) Mensuração da concentração de colágeno solúvel durante a cinética de cicatrização nos grupos controle 
(PBS) e tratado (Jar-C). (B) Quantificação da área marcada nos cortes corados com picrosirius red, 
correspondente ao colágeno depositado, durante o intervalo de tempo avaliado. (C) Cinética da síntese da 
citocina pró-fibrogênica TGF-β1, avaliada por meio de ELISA. Os dados foram apresentados como a média 
± e.p.m., n = 8-10 camundongos por grupo, para cada intervalo de tempo avaliado. *p<0,05, **p<0,01 e 
***p<0,001 (2-way ANOVA). 
     

 

 

B) 

C) 





57 

 

          

 

Figura 19 - Análise da área de cicatrização das feridas quanto ao conteúdo de fibras de colágeno do 
tipo I e fibras de colágeno do tipo III 

Cinética da deposição de (A) fibras de colágeno do tipo III e (B) fibras de colágeno do tipo I, avaliadas a 
partir das lâminas coradas com picrosirius red e vistas sob um filtro de luz polarizada. (C) Razão entre o 
conteúdo das fibras de colágeno do tipo III pelo conteúdo de colágeno tipo I (III/I), nas feridas dos animais 
do grupo controle (PBS) e dos animais tratados com a proteína tipo-disintegrina (Jar-C). Os dados foram 
apresentados como a média ± e.p.m., n = 8-10 camundongos por grupo, para cada intervalo de tempo 
avaliado. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 (2-way ANOVA). 
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5. DISCUSSÃO 
 

As integrinas constituem uma família de receptores transmembrana com a 

capacidade de responder aos componentes e as propriedades físicas da MEC. Desta 

maneira, integram sinais do meio externo ao citoesqueleto da célula, interferindo sobre 

diversos aspectos do comportamento celular. Da mesma maneira, respondem às 

alterações do meio interno da célula, que as tornam mais receptivas a interação junto aos 

seus ligantes. (KIM, TURNBULL & GUIMOND, 2011; ASKARI et al., 2009; TIWARI 

et al., 2011). Nesse contexto, as disintegrinas e proteínas tipo-disintegrinas, polipeptídios 

não-enzimáticos, isolados da peçonha de serpentes e com capacidade de se ligarem a estes 

receptores, surgem como uma estratégia para o estudo de uma diversidade de processos 

fisiopatológicos, em que a sinalização mediada pelas integrinas possa estar envolvida 

(CALVETE, 2013; MACÊDO, FOX & CASTRO, 2015).  

Muitos dos mecanismos associados a cicatrização de feridas estão sob a influência 

e/ou regulação da sinalização mediada por estes receptores (KOIVISTO et al., 2014). 

Assim, estudos que visam a utilização de moléculas, cujos alvos sejam as integrinas, 

podem auxiliar na compreensão do papel destas glicoproteínas durante o reparo tecidual, 

ou ainda em processos isolados, como na inflamação, na angiogênese e na fibrogênese. 

Além disso, podem contribuir para o desenvolvimento de novas terapias e/ou produtos 

farmacológicos. 

Neste trabalho, demonstramos pela primeira vez os efeitos do tratamento diário e 

intradérmico com a proteína jararagina-C, uma proteína tipo-disintegrina, isolada da 

peçonha de B. jararaca, durante as diferentes fases e sobre os diferentes componentes do 

processo de cicatrização de feridas excisionais em camundongos. As injeções diárias com 

a jar-C foram capazes de acelerar a taxa de fechamento das feridas, além de modular a 

resposta inflamatória e aumentar a angiogênese e a deposição de colágeno, especialmente 

de fibras do colágeno tipo I nos tecidos.   

O processo de cicatrização é caracterizado por uma fase inflamatória inicial em 

resposta à identificação de sinais endógenos advindos do tecido lesionado (DAMPs), ou 

ainda, pelo reconhecimento de produtos ou estruturas microbianas (PAMPs) 

(MEDZHITOV, 2008). O contato inicial com estes indutores da resposta inflamatória, 

leva à secreção de mediadores pró-inflamatórios pelas células residentes teciduais, 

culminando em alterações vasculares e no efluxo de leucócitos e proteínas plasmáticas a 
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partir da circulação sanguínea (MEDZHITOV, 2010). Nas feridas tratadas com a jar-C, a 

síntese das citocinas pró-inflamatórias TNF-α, CXCL-1 e CCL2/JE/MCP-1 foi atenuada 

pela administração intradérmica da toxina, em parte do intervalo de tempo analisado, em 

especial, durante a fase inflamatória do processo de cicatrização. Tais citocinas agem 

sobre a o recrutamento e a ativação de células inflamatórias (RIDIANDRIES, TAN & 

BURSILL, 2018).  

Na literatura, alguns trabalhos demonstraram o papel desta proteína tipo-

disintegrina sobre os eventos inflamatórios decorrentes do envenenamento. O aumento 

da síntese de mediadores pró-inflamatórios após o tratamento com a jar-C, foi 

documentado em outros modelos experimentais in vivo (CLISSA et al., 2006, 

FERREIRA et al.,2018). Esta discrepância em relação aos nossos resultados pode ser 

atribuída a diferença entre os modelos experimentais utilizados. No trabalho de Clissa e 

cols. (2006), outro importante fator a ser considerado é o tempo para a análise das 

amostras tratadas com a jar-C, cujos níveis aumentados das citocinas TNF-α, IL-1β e IL-

6, foram mensurados após um curto intervalo da administração da toxina (2 e 4 horas) 

nas patas de camundongos.  

Entretanto, assim como em nosso trabalho, outras disintegrinas também 

demonstraram a capacidade de atenuar a síntese de mediadores inflamatórios. A 

disintegrina recombinante Rhodostomina, por exemplo, cujo principal alvo é a integrina 

αvβ3, também reduziu a síntese de mediadores pró-inflamatórios (TNF- α, IL-1β e IL-6) 

e a fagocitose por células THP-1, expostas a bactérias gram-positivas e gram-negativas. 

Neste mesmo experimento, os autores ainda evidenciam o aumento da taxa de 

sobrevivência de camundongos, submetidos a um modelo de sepse polimicrobiana 

induzida por ligadura e punção cecal, em parte devido aos efeitos anti-inflamatórios desta 

disintegrina (HSU et al., 2016). Durante a inflamação crônica induzida por implantes 

subcutâneos de esponja, o tratamento com a disintegrina recombinante DisBa-01, um 

ligante a integrina αvβ3, foi capaz de atenuar a síntese destas mesmas citocinas avaliadas 

em nosso trabalho (CASSINI-VIEIRA et al., 2014). O mesmo aconteceu para a 

Alternagina-C, capaz de se ligar a integrina α2β1, após 9 dias consecutivos de injeções 

intra-implantes (RABELO et al., 2019). 

A redução destes mediadores foi acompanhada de alterações no perfil de 

leucócitos junto às lesões. Nas feridas dos camundongos tratados com a jararagina-C, 

observamos um menor acúmulo de neutrófilos, nas primeiras 24 horas após a indução das 
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mesmas. Concomitante ao menor conteúdo de neutrófilos, os níveis mensurados de 

CXCL-1, importante agente quimiotático para estas células (RIDIANDRIES, TAN & 

BURSILL, 2018), também foram atenuados após o tratamento com a Jar-C, no 1º e no 7º 

dia após a lesão. Em ambos os grupos, o conteúdo de neutrófilos se apresenta maior nas 

primeiras horas da cicatrização, evidenciando o acúmulo deste tipo celular durante a fase 

aguda da resposta inflamatória. Com o tempo estas células entram em apoptose, havendo 

também uma redução no recrutamento de novos neutrófilos (MANTOVANI et al., 2011), 

o que explica a queda na atividade da enzima mieloperoxidase. 

Os neutrófilos, são as primeiras células a deixarem a circulação sanguínea em 

direção ao local da ferida (MEDZITHOV, 2010). Embora a ativação destas células seja 

importante para a proteção do organismo, resultando na eliminação de patógenos e de 

restos teciduais, os neutrófilos também são fonte de uma série de substâncias, que em 

excesso, podem levar ao dano tecidual, contribuindo para o surgimento de feridas 

crônicas (WILGUS, ROY & MCDANIEL, 2013). De fato, enquanto o acúmulo e a 

atividade exacerbada destas células podem prolongar a fase inflamatória e atrasar o 

processo de reparo (QIAN et al., 2015), a redução parcial ou a depleção completa das 

mesmas, já foram associadas a uma maior velocidade do fechamento de feridas em 

camundongos (DOVE, HE & DIPIETRO, 2003, CANESSO et al., 2014). Em tecidos 

adultos como a mucosa oral, cuja estrutura tecidual é semelhante à da pele, a cicatrização 

acelerada e com formação mínima de uma cicatriz, é marcada por uma breve fase 

inflamatória, caracterizada por um baixo conteúdo de neutrófilos (SZPADERSKA, 

ZUCKERMAN & DIPIETRO, 2003; NIKOLOUDAKI, CREBER & HAMILTON, 

2020). 

Ainda no 1º dia após a indução das feridas, o tratamento com a jararagina-C 

resultou em um acúmulo precoce de macrófagos. O aumento destas células foi 

acompanhado por um pico na secreção da citocina IFN-γ neste grupo. Já nos animais 

tratados com PBS (controles), observamos um maior acúmulo destas células e níveis mais 

elevados de IFN-γ e da quimiocina CCL2/JE/MCP-1, responsável pela quimiotaxia de 

macrófagos, apenas no 3º dia após a lesão.  

A grande maioria dos macrófagos nos sítios inflamatórios é oriunda do processo 

de diferenciação de monócitos, recrutados a partir da circulação sanguínea. Em resposta 

a secreção da citocina IFN-γ, estes macrófagos passam por um processo de ativação, 

associado a um perfil pró-inflamatório (M1) (SICA & MANTOVANI, 2012). Além do 
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seu papel sobre a ativação de macrófagos,  esta citocina parece estar associada com a 

resolução da fase aguda da resposta inflamatória e pode contribuir com o reparo de feridas 

cutâneas, como demonstrado em camundongos knockout para IFN-γ, onde a depleção da 

mesma resultou em um acúmulo de neutrófilos e um retardo no fechamento das feridas 

destes animais (KANNO et al., 2019). Cabe ainda ressaltar que, após os primeiros dias 

da cicatrização, os níveis desta citocina reduzem drasticamente, tanto no grupo controle, 

quanto no grupo tratado, um evento importante dado o efeito anti-fibrogênico 

desempenhado pela mesma (ISHIDA et al., 2004). 

O recrutamento de leucócitos, induzido pela administração da jararagina-C, 

também foi demonstrado in vivo, após a administração da mesma sobre o músculo 

cremaster de camundongos, resultando e um aumento no número de leucócitos aderidos 

a parede vascular (ZYCHAR et al., 2020; CLISSA et al., 2006). Ferreira e cols. (2018) 

também demonstraram um aumento da atividade de macrófagos em implantes 

subcutâneos tratados com esta toxina.   

O conjunto dos dados demonstrados, parece indicar que o tratamento com a toxina 

possa estar acelerando a fase inflamatória do processo de cicatrização, conclusão 

semelhante a de Sant’Ana e colaboradores (2011) após o tratamento de feridas excisionais 

com a Alternagina-C. Em nosso trabalho, o tratamento com a jar-C levou a síntese 

aumentada de IFN-γ, associada atividade precoce de macrófagos, logo no primeiro 

intervalo de tempo analisado, além de reduzir o conteúdo de neutrófilos e de outros 

mediadores inflamatórios mensurados, inclusive os níveis de IFN-γ, após seu pico de 

secreção no 1º dia..  

Contudo, nossos resultados mostram um acúmulo persistente de macrófagos junto 

ao tecido em cicatrização. Dessa maneira, optamos por realizar a fenotipagem destas 

células nas amostras coletadas no 10º dia após a lesão. As análises de PCR em tempo real 

demonstraram uma redução na expressão de genes associados a macrófagos 

classicamente ativados (M1), e um aumento na expressão de genes relacionados à 

macrófagos alternativamente ativados (M2).  

 Enquanto a persistência de macrófagos M1 está associada a cronificação da 

resposta inflamatória, a polarização M2 frequentemente leva a resolução da mesma, 

resultando na ativação de processos associados com o reparo das lesões, como a 

angiogênese, a proliferação e migração de fibroblastos e a síntese de novos componentes 
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da MEC (SICA et al., 2015). A troca entre os fenótipos M1 e M2 ocorre após a 

estimulação por diferentes fatores, como por meio da ação das citocinas IL-4 e IL-13 e 

pela a fagocitose de restos de neutrófilos apoptóticos (KIM & NAIR, 2019). Além disso, 

em um estudo recente, Cha e cols. (2017) demonstraram in vitro a importância da 

sinalização mediada pela integrina α2β1, durante a polarização de macrófagos M2, 

resultando inclusive em uma maior síntese de interleucina-10, importante mediador anti-

inflamatório.   

O tratamento com a Jar-C levou a redução da expressão gênica de iNOS e de tnf-

α, sendo este último dado corroborado pela redução dos níveis desta citocina, mensurados 

por meio da técnica de ELISA. A redução da expressão da iNOS está associada a um 

fenótipo pró-resolutivo de macrófagos, uma vez que altos níveis desta enzima estão 

relacionados com a geração de óxido nítrico durante a resposta inflamatória (LIND et al., 

2017). A expressão reduzida deste marcador, pode ser explicada pela alta concentração 

de mediadores responsáveis pela resolução da inflamação, como o TGF-β1, importante 

supressor da expressão de iNOS (SCHWENTKER et al., 2002). O óxido nítrico é gerado 

a partir da L-arginina, que nas feridas, pode ainda ser metabolizada pela enzima arginase 

em ornitina, um precursor da prolina que, por sua vez, pode ser utilizada na síntese de 

colágeno (WITTE E BARBUL, 2002). Embora não tenhamos observado nenhuma 

alteração na expressão de Arg1, estes dados, em conjunto, podem indicar uma maior 

metabolização da L-arginina por uma via pró-resolutiva.  

Já o gene Tgm2, cuja expressão foi aumentada após o tratamento com a jar-C, é 

responsável pela geração da enzima transglutaminase tecidual 2, envolvida em processos 

como a eferocitose, a angiogênese e a deposição de colágeno, principalmente associada a 

geração de TGF-β1 a partir da proteólise do TGF latente e presente no espaço extracelular 

(FALASCA et al., 2005; ELIGINI et al., 2016; WANG et al., 2017). A transglutaminase 

contribui ainda com a estabilização da matriz extracelular, por meio da formação de 

cross-links com seus componentes (VERDERIO, JOHSON & GRIFFIN, 2004). Já a 

expressão de Fizz, também aumentada após o tratamento com a jar-C, está geralmente 

relacionada a um perfil de resposta imunológica Th2, associada a sinalização mediada 

pelas citocinas IL-4 e IL-13, inclusive sendo atenuada pela ação de indutores clássicos do 

fenótipo de macrófagos M1, como IFN-γ e lipopolissacarídeo (RAES et al., 2002).         

Dessa maneira, podemos teorizar que, ao menos neste modelo e nas condições 

testadas, a jararagina-C poderia estar contribuindo para maior ativação de macrófagos 
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M2, por meio da ligação à integrina α2β1, ou pela indução da síntese de outros mediadores, 

favorecendo a resolução da inflamação e o reparo tecidual.  

 Por fim, o tratamento com a jararagina-C ainda foi capaz de reduzir os níveis de 

mastócitos íntegros no sítio da ferida, o que pode indicar uma maior ativação destas 

células após o tratamento com a jar-C. Alguns estudos já demonstraram a participação da 

integrina α2β1 e também da sinalização mediada pela subunidade β1, presente em outras 

integrinas, durante os eventos de degranulação e síntese de mediadores por mastócitos. 

(BRIAN et al., 2004; BEN-ZIMRA ET AL., 2013). Além disso, Fowlkes e cols. 2013, em 

um ensaio in vitro, demonstraram o efeito da disintegrina echistatina sobre a ativação 

mastocitária. A taxa de degranulação dos mastócitos incubados com a toxina foi atenuada, 

o que, em comparação aos nossos resultados, pode elucidar papéis distintos da sinalização 

mediada por diferentes integrinas, já que a echistatina contém um motivo RGD em seu 

domínio de ligação e, desta maneira, pode diferir quanto sua integrina-alvo.  

Apesar de frequentemente estarem associados a processos alérgicos, os mastócitos 

também estão envolvidos em uma série de respostas fisiopatológicas (LAURENTE & 

HERMINE, 2013; KOMI, KHOMTCHOUK & SANTA MARIA, 2019; NG, 2010). 

Durante a cicatrização os mastócitos são fonte e secretam uma série de mediadores que 

podem contribuir em diferentes eventos deste processo (e.x.: EGF, bFGF, IL-4, VEGF, 

TGF-β1, histamina, heparina e proteases). Dessa maneira, durante a fase proliferativa, os 

mastócitos podem induzir a migração e a proliferação de queratinócitos, células 

endoteliais e fibroblastos, contribuindo com a re-epiteliazação, a fibrogênese e a 

angiogênese na ferida (KOMI, KHOMTCHOUK & SANTA MARIA, 2019; NG, 2010)  

A angiogênese ocorre a partir da ativação das células endoteliais de vasos pré-

existentes, em resposta aos fatores pró-angiogênicos, tais como as citocinas VEGF e FGF. 

As células ativadas passam a secretar MMPs responsáveis pela degradação da membrana 

basal, permitindo a formação de brotos capilares na direção do tecido de granulação em 

formação (CARMELIET & JEIN, 2011; POTENTE & CARMELIET, 2017). O 

tratamento intradérmico com a jar-C resultou no aumento dos parâmetros associados a 

este processo, dentre estes o conteúdo de hemoglobina, a média de vasos sanguíneos 

recém-formados e a síntese das citocinas VEGF e FGF, especialmente após o 3º dia da 

indução das feridas. 
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 Em um modelo in vivo de ensaio de plug de matrigel para análise da angiogênese, 

os tratamentos com a proteína tipo-disintegrina Alt-C e com um peptídeo sintetizado 

tendo como base sua sequência, Alt-C PEP, mostraram-se capazes de modular a 

proliferação de células endoteliais e a formação de novos vasos sanguíneos de maneira 

dose-dependente, estimulando-as quando nas menores concentrações e inibindo-as em 

concentrações mais elevadas. Além disso, neste mesmo estudo, foi demonstrado o 

aumento da expressão de VEGF e dos receptores para o fator de crescimento do endotélio 

vascular, VEGFR-1 e VEGFR-2, em células HUVECs após a administração da Alt-C e 

de ALT-C PEP (RAMOS et al., 2007). 

Cominetti e cols. (2004) mostraram que os efeitos pró-angiogênicos, observados 

após o tratamento com a Alt-C, podem resultar da ativação da integrina α2β1 pela proteína. 

A interação entre células endoteliais e a alternagina-C, após um período de incubação de 

15 minutos, elevou a fosforilação da via Akt/PKB, efeito similar ao da ativação pelos 

fatores angiogênicos. Esta via de sinalização, por sua vez, está envolvida com a 

sobrevivência e a proliferação das células endoteliais. Durante a cicatrização de feridas, 

Sant’Ana e colaboradores (2008), demonstraram um aumento da densidade capilar nas 

lesões tratadas com esta mesma proteína. Neste trabalho, os autores demonstraram ainda, 

uma maior síntese de fatores pró-angiogênicos, como VEGF, FGF-1 e TGF-β1, nos 

tecidos coletados após o tratamento com a Alt-C e com Alt-C PEP. Já durante a 

angiogênese inflamatória induzida por implantes subcutâneos de esponjas, a 

administração diária e intra-implante da SVMP jararagina e da jararagina-C, também 

resultou no aumento da síntese da citocina VEGF nas amostras coletados no nono dia 

após a impantação cirúrgica deste material (FERREIRA et al. 2018). 

 Além da possível modulação da angiogênese pela ativação da integrina α2β1 após 

a administração da jar-C, a ativação de células tais como macrófagos e mastócitos, 

observada nas feridas tratadas com a toxina, também pode estar relacionado com o 

aumento da angiogênese, pois, como dito anteriormente, estas células são fontes 

importantes da liberação de mediadores pró-angiogênicos, tais como as citocinas 

mensuradas.  

 A fase proliferativa ainda é marcada pela migração e pelo aumento do número de 

fibroblastos no leito da ferida, evento conhecido como fibroplasia (GREAVES, 2013). A 

fibroblasia é induzida principalmente pela citocina TGF-β1, que também atua sobre a 

resolução do processo inflamatório, sobre a síntese de colágeno pelos fibroblastos e na 
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indução da diferenciação destas células em miofibroblastos, evento importante para a 

contração das feridas (LEASK & ABRAHAM, 2004). Nos animais tratados com a 

jararagina-C, com exceção do 7º e do 14º dia após a indução das lesões, os níveis desta 

citocina estavam mais elevados em comparação ao grupo controle.           

 A síntese dos componentes de uma nova MEC constitui uma etapa importante do 

reparo, por fornecer um arcabouço à migração celular e, especialmente graças à deposição 

de colágeno, por proporcionar resistência às forças de tração que agem sobre a pele 

(REINKE & SORG, 2012). Nos animais tratados com a jar-C, a deposição de colágeno 

nas feridas foi sempre maior que a do grupo controle, ao menos até o 10º dia após a lesão. 

É importante ressaltar, que a quantificação da produção de colágeno solúvel teve, na 

maior parte do tempo, um comportamento inverso ao do colágeno quantificado nas 

lâminas histológicas. Possivelmente, os baixos níveis do colágeno solúvel, nas feridas dos 

animais tratados com a toxina, estão associados a alta deposição deste constituinte no 

tecido. Já no 14º dia, o remodelamento precoce da MEC, proposto para o tratamento com 

a jar-C, poderia estar elevando os valores deste marcador, devido à degradação de fibras 

imaturas (colágeno tipo III).    

Na literatura, estudos com a jararagina-C, que avaliaram o efeito desta molécula 

sobre parâmetros associados com a fibrogênese, também demonstraram sua ação pró-

fibrogênica, devido ao aumento da deposição de colágeno e da síntese de TGF-β1 

(FERREIRA et al., 2018). Rabelo e cols. (2019), trabalhando com a Alt-C, também 

demonstraram em sua maior dose de trabalho (1000 ng), um aumento da produção deste 

constituinte da matriz, em implantes subcutâneos após a administração da toxina.  

Em um ensaio in vitro, utilizando cultura de fibroblastos da derme humana, 

Zigrino e cols. (2002) observaram que a ligação da SVMP jararagina a estas células era 

capaz de mimetizar os efeitos da interação destas com o colágeno fibrilar, induzindo 

importantes alterações na expressão gênica e na morfologia dos fibroblastos. 

Recentemente, Argarwal e cols. (2020) demonstraram que a sinalização mediada pela 

interação do colágeno tipo I junto a integrina α2β1, é importante para a ativação de 

fibroblastos em resposta ao TGF-β1. Desta maneira, o tratamento com a jar-C poderia 

estar agindo de modo semelhante à sua molécula precursora, a jararagina, propiciando a 

ativação de fibroblastos do leito da ferida e estimulando a síntese de colágeno. 
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Por fim, avaliamos também o grau de maturação do tecido de cicatrização, por 

meio da quantificação da intensidade em pixels dos tipos de fibras de colágeno 

depositadas. Durante o reparo tecidual, a formação de uma nova matriz tem início com a 

deposição de um grande conteúdo de fibras de colágeno do tipo III, que gradualmente são 

substituídas por colágeno do tipo I, mais resistente (BAUM & ARPEY, 2006; WANG et 

al., 2018). O tratamento com a jararagina-C favoreceu a deposição precoce e aumentada 

de fibras de colágeno do tipo 1. Em conjunto com os demais dados apresentados até aqui, 

o remodelamento antecipado dos componentes da matriz, corrobora com nossa hipótese 

de que a administração desta toxina estaria acelerando e favorecendo o reparo tecidual. 

Similar aos nossos resultados, Sant’Ana e cols. (2011) também demonstraram o 

remodelamento precoce dos componentes da MEC, após o tratamento com a Alt-C, com 

uma deposição acentuada de colágeno tipo I ruma redução da razão entre estas fibras 

(III/I), aumentando inclusive a densidade de fibroblastos nas feridas tratadas.  

Em resumo, nosso trabalho foi o primeiro a demonstrar a eficácia do tratamento 

com a jararagina-C, uma proteína tipo-disintegrina, durante o reparo de feridas cutâneas 

em camundongos. A administração intradérmica da jar-C foi capaz de acelerar e modular 

diferentes fases e eventos do processo de cicatrização, incluindo o fechamento da ferida, 

a produção de mediadores pró-inflamatórios, o infiltrado de leucócitos, a polarização de 

macrófagos e os parâmetros associados a angiogênese e a síntese e deposição de colágeno. 

Nossos resultados sugerem que tanto a jar-C, quanto sua integrina alvo, α2β1, possam ser 

exploradas como alternativas terapêuticas ao tratamento de feridas crônicas (ex.: durante 

o envelhecimento e no diabetes). Para além da cicatrização, os diferentes processos 

alterados pelo tratamento com a jar-C, também podem ser explorados no estudo de outras 

patologias, cujos mesmos estejam desregulados.   
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

 Neste trabalho, demonstramos pela primeira vez os efeitos do tratamento 

intradérmico com a proteína jararagina-C, uma proteína tipo-disintegrina isolada da 

peçonha de B. jararaca, sobre a cicatrização de feridas cutâneas em camundongos. Por 

meio da avaliação da cinética de cicatrização evidenciamos a ação da jararagina-C sobre 

as diferentes fases e processos que compõem o reparo tecidual. O tratamento com a toxina 

foi capaz de acelerar o fechamento das feridas excisionais, atenuando a resposta 

inflamatória e favorecendo processos necessários ao reparo, tais como a angiogênese, a 

fibrogênese e o remodelamento da matriz extracelular. 

 Assim, os dados resultantes desta pesquisa abrem perspectivas para a utilização 

desta proteína como uma estratégia terapêutica ao tratamento de feridas crônicas. Além 

disso, ao demonstrarmos a capacidade da jararagina-C de modular processos comuns a 

outros eventos fisiopatológicos (ex.: inflamação, angiogênese e deposição de colágeno), 

sinalizamos para a possibilidade de novos trabalhos, focados na administração desta 

toxina e  na avaliação de seus efeitos em diferentes processos patológicos, nos quais tais 

respostas encontram-se desreguladas.  

Por fim, este estudo ainda contribui para uma melhor compreensão da sinalização 

mediada pela integrina α2β1, principal alvo molecular da jararagina-C, cuja ativação é 

responsável pelo controle de diferentes comportamentos celulares, durante o reparo 

tecidual. 
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